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“Pollo para desayunar, pollo para comer,
pollo para cenar ... ; Qué esperaba?”



Un destino tragico

Uno de los destinos méas aterradores que nos pueden tocar en este mundo es el de nacer pollo.
Naces pollo y lo mas probable es que termines nadando en salsa y después devorado, porqué
los pollos tienen poca salida laboral a parte de esta. Por mas que cloqueen para fingir que son
pajaros cantadores, la realidad es que los pollos son carne de fogon y resultan comestibles de
formas muy diferentes y en todas las culturas, hecho que aumenta su vulnerabilidad. Tal como
estén las cosas, en fin, es extrafio que un pollo muera de viejo...

Este dltimo afio supimos que los pollos tenian gripe. La gripe del pollo (...). Cbmo consecuencia
de esto se han sacrificado 25 millones de pollos, tarea en la que ha tenido que participar el
ejército Tailandés, porqué la verdad es que nunca se sabe de donde puede surgir el enemigo:
te entrenan para una posible guerra mundial y quiza acabas exterminando pollos.

Siete muertos y 25 millones de pollos asesinados de un revuelo. La ley del talion a la
tailandesa, como aquel que dice: un poco mas de tres millones y medio de pollos por cada
tailandés muerto. Es una proporcién razonable, supongo, por mas que algunos pollos la puedan
considerar injusta, ya que conocemos de sobra la rebeldia innata de los pollos respecto a
cualquier decisién humana que afecte al colectivo de pollos, aunque sélo se trate de rebozarlos
y freirlos (no es para ser gafe, pero el dia en que los pollos se harten de nosotros, que a
menudo nos hartamos de ellos, nos partiremos de risa, aunque sea una risa helada: el ataque de
los pollos asesinos, cansados de ser victimas pasivas de nuestra condicién omnivora).

Lo que ha pasado en Tailandia suma dramatismo al dramatismo intrinseco de ser pollo en un
planeta donde la gente come pollo. Cualquiera de nosotros coge la gripe y se queda en la cama,
pero un pollo engripado desencadena un holocausto (...).

Yo no sé ustedes, pero con sus pros y sus contras, me alegro mucho de no haber nacido pollo.
Ni tan s6lo Hamlet hubiera cambiado su destino sombrio por el de un pollo (...). Ni tan sélo los
mismos pollos quieren ser pollos, porqué saben lo que eso significa, el destino horrible que se
esconde tras el plumaje: morir en manos de un matadero o en manos del ejército tailandés,
porqué estas aves desdichadas lo tienen todo en contra.

Cada vez que como pollo, me siento un miserable, porqué sé que estoy contribuyendo a
perpetuar el atroz destino histérico de los pollos. Cada vez que veo un pollo en vida, me vienen
ganas de tararearle el Réquiem de Mozart. Cada vez que veo el cadaver de un pollo colgando en
una carniceria, pienso en lo que fue la vida privada de aquel pollo y me saltan las lagrimas.
Lagrimas de alegria por no haber nacido pollo.

Felipe Benitez Reyes
15/02/04
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Resumen

Los fendmenos oxidativos y en particular la oxidacion lipidica son uno de los
principales responsables de la pérdida de calidad en la carne y en los productos
carnicos. Como consecuencia de estos procesos se generan compuestos que pueden
afectar el flavor, color y textura de la carne disminuyendo la aceptabilidad por parte
del consumidor y reduciendo su valor nutritivo. Por otro lado, el estrés oxidativo esta
relacionado con la etiologia de diversas enfermedades comunes en nuestra sociedad.
Las carnes de pollo y de pavo son particularmente sensibles a los procesos oxidativos
debido a su elevada proporcion de acidos grasos poliinsaturados en comparacién con
otros tipos de carne. La suplementacion de antioxidantes en la dieta de determinados
animales es una de las estrategias mas eficaces para proteger la carne de la
oxidacion. Otro aspecto que afecta a la calidad y seguridad de la carne es la
presencia de residuos en los tejidos animales destinados al consumo humano, una
parte de los cuales puede proceder de la administracion de antibioticos.

En este trabajo se estudio la eficacia de tres compuestos antioxidantes, a-tocoferal,
B-caroteno y licopeno, adicionados en distintas concentraciones y combinaciones a la
dieta de pollos y pavos. Para ello se determiné la estabilidad oxidativa de los tejidos
musculares de pechuga y muslo mediante el andlisis de los valores de TBARS, de las
actividades de los enzimas antioxidantes GSHPx, CAT y SOD y desde un punto de
vista sensorial. Asimismo, se analizaron las concentraciones de vitamina E presentes
en ambos musculos. Por otro lado, se investigo la presencia de residuos del antibiético
enrofloxacina y de su metabolito en los tejidos muscular y hepatico de ambas
especies después de la administracién del farmaco con o sin periodo de retirada.
Finalmente, y dada la aparente relacion existente entre el metabolismo de
determinados antibidticos y los fenbmenos oxidativos, se valord la posible interaccién
entre el farmaco y la vitamina E suplementada a la dieta.

La vitamina E, a dosis de 100 ppm y 200 ppm en pollos y pavos respectivamente, se
comportd como un antioxidante eficaz disminuyendo la rancidez de la carne tanto en
pechuga como en muslo. La dosis de vitamina E necesaria para conseguir un
incremento significativo de la estabilidad oxidativa de la carne varié en funcién de la

especie y de las caracteristicas bioquimicas del tejido analizado. El B-caroteno,



Resumen

suplementado en la dieta de pollos y pavos conjuntamente con la vitamina E, no sé6lo no
manifesto propiedades antioxidantes sino que enmascaré la efectividad de la vitamina
E. El licopeno, de cuya utilizacion en nutricién animal no existian estudios publicados
anteriormente, no mostro eficacia antioxidante en la carne de pollo a una dosis de 10
ppm.

Respecto al andlisis de residuos de antibidtico se observo que tras el periodo de
retirada del farmaco los niveles residuales de enrofloxacina y su metabolito
disminuyeron notablemente. Debe tenerse en cuenta que se apreciaron diferencias
en funcién de la especie y del tejido considerados, estando los residuos en algunos
casos por encima de los limites maximos permitidos. Por otro lado, se observé una
relacion entre la enrofloxacina y la vitamina E suplementada en la dieta que, parecia
depender tanto de la dosis de antioxidante como del metabolismo del farmaco. Esta
interaccion afect6 tanto a los niveles de vitamina E como a la presencia de residuos
de enrofloxacina en el tejido muscular, resaltando la importancia de no subestimar

posibles interacciones entre distintos compuestos presentes en la dieta animal.
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1.1 CONSIDERACIONES GENERALES

La carne y los productos carnicos son componentes importantes de la dieta de
los paises desarrollados, pues concentran y proporcionan un gran numero de
nutrientes. Constituyen una fuente fundamental de proteinas de alto valor biolédgico y
aportan una gran cantidad de aminoacidos esenciales. Los lipidos que contienen son
precursores de compuestos que regulan funciones fisiolégicas, suministran acidos
grasos esenciales y transportan vitaminas liposolubles. En general, los lipidos de la
carne contienen niveles de &cidos grasos saturados, considerados los de mayor riesgo
por su efecto hipercolesterolémico, inferiores al 50%; este nivel es menor en cerdo y
disminuye alin mas en pollo y pavo (Jiménez-Colmenero, 2001a). El porcentaje de
colesterol depende de numerosos factores, pero en general es inferior a 75mg/100g

(Chizzolini et al., 1999).

La carne y sus derivados presentan ademdas importantes aportes de otros
nutrientes como vitaminas y minerales. Son una fuente excelente de vitaminas del
grupo B, de fésforo y zinc, este dltimo indispensable ya que interviene en la
composicion y actividad de mas de 200 enzimas celulares. Proporcionan también
cantidades significativas de otros elementos traza esenciales como el selenio,
magnesio y cobalto. Alrededor de dos tercios del hierro de la carne se encuentra en
forma hemo que es mejor absorbida que el hierro no heminico presente en los
alimentos de origen vegetal. Aunque en valor absoluto el nivel de hierro pueda parecer
bajo en ciertos tipos de carne, como por ejemplo la de pollo, comparado con algunos
productos vegetales, su elevada biodisponibilidad hace que su contribucion relativa en

la dieta sea muy notable (Jiménez-Colmenero, 2001a).

Consumo de carne y productos carnicos

El consumo de carne y productos carnicos puede verse afectado por distintos
factores; los més destacables son los relacionados con el consumidor y su entorno

(psicologicos, familiares, educativos, religiosos, econdmicos...) y las caracteristicas
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del producto (propiedades sensoriales y nutricionales, seguridad, precio...) (Jiménez-

Colmenero et al,, 2001b).

En los dltimos afios se han producido cambios importantes en lo que respecta al
consumidor y a su entorno. Factores como la incorporacion de la mujer al mercado
laboral o el aumento del valor del tiempo dedicado al ocio han contribuido a la
reduccién del periodo destinado a la preparacion de la comida. Al mismo tiempo, la
compra diaria ha desaparecido de muchos hogares y tiende a sustituirse por periodos
mas largos, una o dos veces por semana o por mes Yy habitualmente en grandes
superficies. (Barreiro, 2001). Como consecuencia de esto se ha producido un
incremento del consumo de productos de elevada elaboracion industrial, congelados y
precocinados (Castillo Sanchez y Ledn Espinosa de los Monteros, 2000; Cruz y

Barreiro, 2001).

En cuanto a las caracteristicas del producto, tradicionalmente la eleccion de
productos carnicos venia determinada por aspectos basicamente sensoriales. Esta
situacion esta cambiando en los ultimos afios ya que la influencia sobre la salud
constituye uno de los principales criterios de seleccion (Jiménez- Colmenero, 2001c).
Por un lado, el consumidor es consciente de la implicacion de algunos constituyentes
de la carne en determinadas patologias extendidas en nuestra sociedad
(enfermedades cardiovasculares, cancer, hipertension, obesidad...). Por otro lado,
algunos acontecimientos recientes como la Encefalopatia Espongiforme Bovina, la
detecciéon de Salmonella en pollos, los escandalos a raiz de la utilizacion de
clembuterol para el engorde de animales de abasto, la utilizacion de piensos
contaminados con dioxinas o el reciente brote de “gripe aviar”, han contribuido a
deteriorar la imagen de la carne y los productos carnicos y han creado una cierta

alarma social (Jiménez-Colmenero et al., 2001b).
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Asi pues, si nos fijamos en la actitud actual de la poblacion espafiola frente los
productos de origen animal, las prioridades son, en primer lugar, la seguridad del
alimento, seguida de su valor nutritivo y de sus caracteristicas sensoriales

(Hernandez, 2002).

Como cualquier otro alimento, la carne y los productos cérnicos contienen
elementos que en ciertas circunstancias y en proporciones inadecuadas pueden tener
un efecto negativo en la salud humana. Algunos son constituyentes del propio alimento
como determinadas grasas o el colesterol. A estos hay que afiadir la posible presencia
de residuos, debidos habitualmente a la accion del hombre, y que constituyen una de
las principales fuentes de preocupacién acerca de la seguridad de los alimentos
(Nardone y Valfré, 1999). Estos residuos proceden fundamentalmente de la
contaminacién ambiental, consecuencia de usos industriales y agricolas (pesticidas,
metales pesados, hidrocarburos organoclorados, dioxinas...), de la contaminacion
producida por el contacto del producto con materiales empleados en su elaboracion,
distribucion o conservacién (desinfectantes, detergentes, envases...) pero también de
farmacos empleados en produccién animal como antimicrobianos, sustancias
promotoras del crecimiento o tranquilizantes (Casademont y Garcia-Regueiro, 1999;

Jiménez-Colmenero, 2001a).

Mediante la nutricion animal pueden controlarse distintos aspectos de la
calidad de la carne con el objetivo de conseguir una mejora; disminuir el contenido de
grasa, aumentar el nivel de &cidos grasos poliinsaturados, disminuir los niveles de
colesterol o aumentar el contenido en vitaminas y minerales, son solo algunos ejemplos
(Barroeta y Cortinas, 2002a). En general, incidiendo en la nutricién animal se
pretende influir de forma positiva sobre la calidad y seguridad de la carne, pero esto
en ocasiones puede conllevar efectos negativos como, por ejemplo, el incremento de
procesos de oxidacion lipidica en carnes o derivados con niveles elevados de acidos

grasos insaturados.
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Carne de pollo y pavo

La carne de pollo es una de las mas aceptadas en el ambito mundial. Contiene
todos los amino4cidos esenciales, es facilmente digerible y una buena fuente de
hierro y vitaminas del grupo B. Es una de las carnes con un contenido mas bajo en
purinas por lo que limitando la cantidad puede formar parte de la dieta de personas
con hiperuricémia (Stadelman et a/, 1988). Es también una carne muy destacable en
cuanto a su contenido en acidos grasos poliinsaturados y vitamina E (Barroeta y
Cortinas, 2002b). Debido a su gran versatilidad y su precio econdémico, la carne de
pollo es un alimento comun en todos los hogares, pero las principales cualidades que el
consumidor destaca de este tipo de carne estan relacionadas directamente con la
salud: tiene poca grasa, es una carne ligera, apta para dietas y baja en colesterol
(Eurocarne, 2002). Ademas de su consumo directo, se utiliza en la industria
alimentaria para la elaboracion de productos elaborados frescos (salchichas,
hamburguesas, pinchos...), precocinados (san jacobos, empanados, pollos asados...) y

congelados preparados.

La carne de pavo es un producto de alto rendimiento tanto para los
productores como para los consumidores; por cada kilo de carne se obtienen 600g
comestibles. Hasta hace unos pocos afos era conocido exclusivamente como un plato
tipico reservado para fechas especiales, pero hoy en dia su consumo se ha extendido
y forma parte de la alimentacion diaria. Esta creciente incorporacion de la carne de
pavo a la dieta tiene sus razones: se trata de un alimento magro, facil de digerir y de
bajo contenido en grasa. Es una carne muy proteica y su bajo contenido en colageno
facilita la digestibilidad. En una sociedad en que el cuidado del cuerpo esté a la orden

del dia, el pavo es un alimento adecuado a los nuevos estilos de vida.

En la Tabla 1.1 se muestra comparativamente la composicién nutricional

aproximada de la carne fresca de pollo y pavo.
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Tabla 1.1 Composicién aproximada de la carne fresca de pollo y pavo*

NUTRIENTE Carne POLLO Carne PAVO
H,0? 65.99 70.40
Calorias® 215 160
Proteinas? 18.60 20.42
Lipidos totales? 15.06 8.02
Acidos grasos saturados® 29.9 295
Acidos grasos monoinsaturados® 44.7 42.9
Acidos grasos poliinsaturados® 21.0 23.2
Colesterol* 75 68
Carbohidratos?® <1.0 <1.0
Fibra® 0.0 0.0

(Stadelman et al, 1988)

2 valores por 100g de carne

% valores por 100g lipidos totales (estos valores varian en funcion de la dieta)
4 mg/100g carne

El sector avicola espafiol generé en 2002 un volumen aproximado de
1.100.000tm. (incluidas carnes y elaborados), de las que alrededor del 89%
correspondieron a carne de pollo, un 9% a pavo y el 2% restante a otras
especialidades, cifras que se han mantenido practicamente estables en los ultimos
afios. La produccidon espafiola de carne de pollo sufrié un ligero descenso motivado
principalmente por la recuperacion del consumo de otro tipo de carnes, como el
vacuno, que habia disminuido con motivo de diversas crisis alimentarias. Por otro lado,
el mercado de carne de pavo experimentd una bajada de venta en fresco, pero
actualmente se estd orientando hacia la industria transformadora y mas

concretamente hacia los elaborados cocidos (Castro y Fernandez, 2003).
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1.2 PROCESOS OXIDATIVOS EN CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS

1.2.1 ESTRES OXIDATIVO. ORIGEN Y CONSECUENCIAS

Una de las paradojas de la vida en este planeta es que una molécula que
sustenta la vida aerdbica, el oxigeno, esencial para el metabolismo energético y la
respiracion, pueda constituir el punto de partida para un tipo de dafio celular conocido
como “estrés oxidativo”, producido como consecuencia de un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas y los mecanismos de defensa antioxidante (Marx,
1985).

Las especies reactivas ejercen una importante funciéon en diversos procesos
esenciales para la vida como la destruccién de microorganismos por fagocitosis, la
sintesis de mediadores inflamatorios o la destoxificacion de muchos xenobidticos. En
concentraciones bajas son beneficiosas e incluso indispensables, pero en cantidades
excesivas son toéxicas por el dafio que provocan en las moléculas bioldgicas. Se generan
tanto a nivel intracelular como extracelular y son capaces de difundir por el citosol y
a través de las membranas y deteriorar los distintos componentes celulares
(Chihuailaf et al, 2002). Los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos constituyen

su principal blanco de actuacion.

Accion sobre los lipidos

Es precisamente sobre estas biomoléculas donde recae el mayor dafio derivado
del estrés oxidativo, en un proceso conocido como peroxidacion lipidica. Afecta a los
acidos grasos poliinsaturados y las consecuencias son evidentes cuando estos forman
parte de los lipidos de las membranas celulares ya que se ve alterada su adhesion,

fluidez, permeabilidad y funcion metabdlica (Yu, 1994).

Accion sobre las proteinas
Aungue también constituyen un blanco para las especies reactivas, el efecto
sobre ellas es menos intenso que en el caso de los lipidos a causa de la lenta

progresién de las reacciones. El ataque oxidativo a las proteinas puede provocar
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modificaciones en aminoacidos especificos, fragmentacion de la cadena peptidica,
agregaciones o entrecruzamientos, alteraciones de la carga eléctrica o incremento de
la susceptibilidad a la proteolisis. También pueden producirse cambios irreversibles

que inhiban la funcién enzimatica (Dean et al,, 1997; Shacter, 2000).

Accion sobre los acidos nucleicos

ElI ADN mitocondrial constituye el principal blanco de ataque ya que por su
localizacion se encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de especies
reactivas provenientes de la cadena respiratoria (Machlin y Bendich, 1987). Dentro
del espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN se describe la oxidacion de
desoxirribosas, ruptura y entrecruzamientos de cadenas y la modificacién de bases
nitrogenadas, principalmente. También puede producirse la pérdida de expresién de

proteinas por alteracion de genes especificos (Chihuailaf et a/, 2002).

Ademas del dafio directo sobre estas biomoléculas, se ha observado que
algunos productos de oxidacién pueden producir una gran variedad de efectos
biol6gicos adversos como la cooxidacion de vitaminas y carotenoides, la inhibicion de
la biosintesis del colesterol, aterogénesis, citotoxicidad o carcinogénesis (Kubow,

1990; Kanner, 1994).

Finalmente, cabe destacar que en el desarrollo de algunas enfermedades
cronicas prevalentes en nuestra sociedad la nutricién tiene un efecto destacable, ya
sea como causante especifico de la enfermedad, aumentando el riesgo a padecerla o
ejerciendo un efecto beneficioso en su prevencion (Weisburger, 2000). Las
enfermedades croénicas degenerativas, especialmente las cardiovasculares, algunos
tipos de cancer y las complicaciones de la diabetes mellitus, responsables de cerca
del 75% de la mortalidad total en los paises desarrollados (Mata, 2002), se han
relacionado con el estrés oxidativo (Pearson et al, 1983). El envejecimiento y
enfermedades ligadas a €l se han relacionado con la disminucién de la capacidad de

eliminar radicales libres (Spiteller, 2001; Barja, 2002a; Barja 2002b). Otras
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condiciones patoldgicas en las que hay evidencia de que se produce un perjuicio
mediado por radicales libres son el fallo renal crénico, la artritis reumatoide y
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer (Abuja y

Albertini, 2001).

1.2.2 OXIDACION PROTEICA

El término oxidacion proteica hace referencia a la modificacion de una
proteina inducida de forma directa por especies reactivas derivadas del oxigeno o
bien indirectamente mediante reaccion con productos secundarios del estrés
oxidativo.

Los agentes responsables de la oxidacion proteica son tan diversos como el
peréxido de hidrégeno, el acido hipocloroso, xenobioéticos, metales de transicién como
el Fe* y el Cu', neutréfilos activados, luz ultravioleta, ozono, enzimas

oxidoreductasas o productos de la oxidacion lipidica (Shacter, 2000).

Existen diversos mecanismos de oxidacién proteica: a través de radicales
inducidos por radiacion, mediante sistemas catalizados por iones metalicos, a partir
del oxigeno singlete y reacciones fotoquimicas, mediante radicales endégenos o bien

radicales procedentes de otros procesos bioldgicos (Dean et a/, 1997).

El entorno fisico-quimico de las proteinas influye en la naturaleza y extension
de las reacciones con radicales. Los factores claves son la concentracion de la
proteina y la localizacién del flujo de radicales. Se debe tener en cuenta que los
radicales lipidicos pueden dafiar a las proteinas y que en las membranas se producen

interacciones e intercambios entre la oxidacion proteica y la lipidica (Figura 1.1).

Como consecuencia del dafio oxidativo las proteinas pueden sufrir
modificaciones en aminoacidos especificos, cambios conformacionales, fragmentacion
de la cadena peptidica o alteracion de la carga eléctrica. Ademds, los cambios

oxidativos pueden provocar diversas consecuencias funcionales tales como la

10
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inhibicién de actividades enzimaticas o el incremento de la susceptibilidad a la

agregacion y proteolisis (Shacter, 2000).

Se han identificado algunos mecanismos que permiten la reparacion de
proteinas oxidadas, al igual que los sistemas de reparacion existentes para el ADN.
Por otro lado, las proteinas oxidadas pueden ser eliminadas de la célula o tejido

mediante proteolisis (Grune et al., 2001).

/ mitocondria \

Fuga de electrones Aumento flujo de O,

l Flujo elevado de O, "~
Flujo débil de O, y otras especies reactivas

\ \ derivadas del oxigeno J
=

Lipidos ricos en AGPI:
Oxidacion lipidica favorecida

Lipidos pobres en AGPI:
Oxidacion proteica favorecida

PROTEINAS
DE MEMBRANA

LIPIDOS
DE MEMBRANA

Formacién radicales lipidicos Formacién puentes disulfuro
Formacién hidroperoxidos Modificacién aminoacidos
Alteracion fluidez y permeabilidad membranas Inactivacion de enzimas

Alteracion funciones metabélicas Alteracion carga eléctrica

Incremento susceptibilidad a la proteolisis

Figura 1.1 Alteracion oxidativa de lipidos y proteinas en las membranas celulares
(Adaptado de Aurousseau, 2002)
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Las principales consecuencias de la oxidacion proteica sobre la calidad de la

carne y productos carnicos se aprecian sobretodo a nivel del color de la carne.

La quimica del color de la carne se debe fundamentalmente al estado de la
proteina muscular mioglobina, por lo tanto aquellos musculos con un contenido elevado
de este pigmento sufrirdn las consecuencias de la oxidacion proteica en mayor

medida.

La mioglobina es la principal responsable del color rojo del masculo y tiene
como funcién el almacenamiento del oxigeno necesario para el metabolismo aerobico.
Es una proteina conjugada constituida por una parte proteica (globina) y un grupo
prostético de naturaleza no peptidica (grupo hemo). La molécula de mioglobina da a la
carne fresca un color rojo parpura. En contacto con el aire la molécula se oxigena
dando lugar a la oximioglobina de color rojo brillante. Cuando la mioglobina se oxida se
genera la forma férrica (Fe®*), denominada metamioglobina, responsable de la
coloracion marrén de la carne. Por lo tanto, en presencia de oxigeno, la mioglobina se
convierte en dos pigmentos diferentes, oximioglobina y metamioglobina, formas
oxigenada (rojo brillante) y oxidada (marroén), respectivamente. Las proporciones
relativas de estas dos formas en la carne dependen de la presion parcial de oxigeno,
siendo favorecida la formacion de metamioglobina por presiones de oxigeno bajas

(Bodwell y McClain, 1971).

Mioglobina- Fe? Oxigenacion (O,) Oximioglobina- Fe?*
(rojo parpura) (rojo brillante)

Metamioglobina- Fe3*
(marrén)

Figura 1.2 Pigmentos hemo del musculo (Bodwell y McClain, 1971)

12



Introduccién

1.2.3 OXIDACION LIPIDICA
La oxidacion lipidica y los cambios asociados a ella constituyen la principal
causa de deterioro de la calidad de la carne y los productos carnicos (Sevanian y

Hochstein, 1985).

La carne de pollo y pavo en particular, se caracterizan por tener una
concentracion relativamente elevada de acidos grasos insaturados que las hace mas
susceptibles al deterioro oxidativo en comparacion a otros tipos de carne (Allen y
Foegeding, 1981). La susceptibilidad de los &cidos grasos a los procesos oxidativos
depende del nimero de instauraciones de éstos y parece ser que aumenta de forma

exponencial con la presencia de dobles enlaces en la molécula (Labuza, 1971).

A través de la manipulacién de la composicién de los A&cidos grasos
suministrados en la dieta animal es posible modificar el perfil de los depoésitos
lipidicos de animales monogéstricos como el pollo o el pavo. Esto permite ajustar la
composicion de estos lipidos a las necesidades humanas: reducir el nivel de saturacién,
aumentar el contenido en acidos mono y poliinsaturados o disminuir la relacién n-6/n-
3, que si es elevada supone un mayor riesgo arteriosclerdtico y cardiovascular. Pero
uno de los principales problemas que aparecen al aumentar el grado de instauracion de
la carne es el incremento de la susceptibilidad de esta a la oxidacién lipidica,
especialmente durante los procesos de almacenaje y coccion (Jiménez-Colmenero,

2001c; Barroeta y Cortinas, 2002a).

La oxidacion lipidica provoca la aparicion de olores y flavores extrafios, la
alteracion del color y en general una reduccion de la calidad organoléptica de la carne.
Por otro lado, provoca una disminucion del valor nutritivo de la carne y la generacion
de compuestos potencialmente nocivos para la salud que se han relacionado con el
riesgo de padecer diversas patologias (enfermedades cardiovasculares, cancer,
envejecimiento...). Todos estos factores contribuyen a disminuir la aceptaciéon del
producto por parte del consumidor (Barroeta y Cortinas, 2002b). Por lo tanto, si se

desea aumentar el grado de insaturacion de la carne es necesario encontrar un
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equilibrio que permita un aumento razonable en &cidos grasos poliinsaturados con el

minimo perjuicio organoléptico y oxidativo (Barroeta y Cortinas, 2002a).

1.2.3.1 MECANISMO
1.2.3.1.1 FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL OXIGENO

En condiciones fisioldgicas normales, las células se ven afectadas de forma
continua por agentes que provienen de fuentes tanto externas como internas y que
provocan alteraciones en el metabolismo celular. Los mas destacables son las especies
reactivas derivadas del oxigeno, también conocidas como ROS (Reactive Oxygen
Species). Dentro de estas se incluyen los radicales libres, especies con uno o mas
electrones desaparejados capaces de existir independientemente, como el radical
hidroxilo (HO-), el anién superéxido (O,") o radicales de compuestos organicos que
contienen oxigeno como el radical peroxilo (ROO-) o alcoxilo (RO:). Otras ROS como el
peroxido de hidrogeno (H>O,) o el &cido hipocloroso (HOCI) no son radicales pero
contienen grupos funcionales con oxigeno reactivos (Halliwell y Gutteridge, 1984;

Halliwell, 1987; Halliwell et al, 1995) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS)

Radicales No radicales

Hidroxilo HO: Peroxinitrito ONOO"
Alcoxilo RO Hipoclorito "OCI
Perhidroxilo HOO- Hidroperéxido ROOH
Peroxilo ROO- Oxigeno singlete 'O,

Oxido nitrico NO- Peroxido de hidrogeno H,O,

Superoxido O™

Las ROS pueden generarse accidentalmente o deliberadamente (Halliwell et

al, 1995; Morrissey et al., 1998).
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» Generacion accidental; durante el metabolismo aerébico normal las
mitocondrias consumen O, y lo reducen de forma secuencial hasta producir
agua. Durante este proceso una pequefia fraccion del oxigeno genera O™, H,O,
y HO-. Asimismo, los enzimas peroxisomales y el citocromo P450 también
generan ROS de forma accidental. También pueden formarse a partir de
reacciones de autooxidacion de compuestos como las catecolaminas, el acido

ascorbico o flavinas reducidas.

> Biosintesis deliberada, los fagocitos activados generan O,", H,O, y HOCI para

inactivar bacterias o virus. También distintas oxidasas generan H,O..

1.2.3.1.2 ETAPAS DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Desde un punto de vista quimico, la oxidacion lipidica es una reaccion en cadena
de radicales libres que se da en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion.
Mediante esta reaccion en cadena, un radical puede inducir la oxidacién de un nimero

elevado de moléculas de sustrato (Simic, 1981; Halliwell y Gutteridge, 1989).

Iniciacion

El oxigeno atmosférico (30,) en su estado basal se distingue por ser un
birradical, es decir posee dos electrones desaparejados con spins paralelos. De
acuerdo con el Principio de Exclusion de Pauli, no puede reaccionar con una molécula a
no ser que esta tenga dos electrones desapareados con spins paralelos opuestos a los
suyos, y esto no es probable. Debido a esta restriccion de spin, es necesaria la
activacion del oxigeno en estado triplete para que éste pueda participar en reacciones
con moléculas organicas en estado singlete, en este caso acidos grasos insaturados

(Hsieh y Kinsella, 1989).

Para la formacién de los primeros peroxidos es necesaria la participacion de un
radical suficientemente reactivo (R') capaz de sustraer un atomo de hidrogeno de un

grupo metileno de un acido graso (Abuja y Albertini, 2001). Esta reaccion esta
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favorecida por la deslocalizacion del electrén a través del doble enlace adyacente al

grupo metileno.

Las diversas formas resultantes de la activacion del oxigeno triplete, asi como

compuestos metalicos y su posible implicacion en la iniciacion de la peroxidacién

lipidica pueden describirse del modo siguiente (Kanner, 1994):

16

» Oxigeno singlete (*0,). Si el oxigeno triplete (302) adquiere suficiente energia

para revertir el spin de uno de sus electrones desapareados da lugar al oxigeno
singlete (*0,), en el que los dos electrones poseen spins opuestos. Este
fendmeno puede ocurrir mediante descargas de microondas o mediante
reacciones fotoquimicas en presencia de un sensibilizador (molécula capaz de
absorber energia de la luz). El oxigeno singlete se caracteriza por su elevada
reactividad en comparacién con el oxigeno triplete y a diferencia de este
puede reaccionar con &cidos grasos insaturados (Foote, 1984; Halliwell y
Gutteridge, 1989). Algunos trabajos proponen que podria estar implicado en la
iniciacion de la peroxidacion lipidica (Kanner et al/, 1987; Hamilton et al,

1997).

Radical superéxido (O,™). La reduccion, por adicién de un electroén, del oxigeno

molecular genera el radical superéxido. En el tejido muscular este radical
puede provenir de los sistemas de transferencia de electrones de membrana,
de la autooxidacién de la oximioglobina a metamioglobina, de la activacion de
leucocitos o de la oxidacion de compuestos reductores como el acido
ascérbico (Fridovich, 1984; Halliwell y Gutteridge, 1989; Kanner, 1994; Chan et
al, 1997; Aurousseau, 2002). Este radical no tiene un potencial redox
suficiente para iniciar la oxidacion lipidica (Gebicki y Bielski, 1981), pero puede
ser transformado a otras especies (Spiteller, 2001):
= puede reaccionar con H* en solucioén acuosa y generar radicales
HOO-. Dos radicales HOO: pueden dismutar dando lugar a H,O,

y O,. El H,O, mediante la reaccién de Fenton (Figura 1.3) puede
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generar radicales HO- altamente reactivos o puede ser sustrato
del enzima mieloperoxidasa y dar lugar a OCI".

= mediante una reaccion de dismutacion espontdnea o catalizada
por la superoxido dismutasa (SOD) genera H,O, y O,.

= puede reaccionar con NO- generado en las mitocondrias y dar

lugar a peroxinitrito que es un fuerte oxidante.

» Radical perhidroxilo (HOQO.). Se trata de un oxidante mas fuerte que el radical

superoxido, capaz de atravesar las membranas celulares e iniciar la
peroxidacion de los acidos grasos de los fosfolipidos (Halliwell y Gutteridge,

1989).

> Peroxido de hidrogeno (H-O,). La reduccion de un electron del radical

superoxido genera el peroxido de hidrégeno. En condiciones normales este se
encuentra presente a bajas concentraciones en las células aero6bicas (Kanner,
1994). Se genera a nivel mitocondrial, microsomal, peroxisomal y citosélico.
Tiene una reactividad limitada y no se ha observado que reaccione
directamente con acidos grasos a pesar de su capacidad de atravesar
membranas biologicas (Halliwell y Gutteridge, 1986). Aun asi, puede originar

radicales libres muy reactivos cuando reacciona con metales de transicion.

» Radical hidroxilo (HO-). Es producido cuando el agua se expone a radiacién

ionizante de alta energia, pero la mayor parte proviene de la rotura del H,O,
catalizada por metales, denominada reaccion de Fenton (Fenton y Jackson,
1899) (Figura 1.3). Hemoproteinas y hierro quelado (ADP-Fe?, EDTA-Fe?") son

eficientes catalizadores de esta reaccion.

M™  +  H,0, — M®™ + HO. +  HO

Figura 1.3 Reaccion de Fenton

17



Introduccion

18

También puede generarse a partir de la reaccion entre el peréxido de
hidrégeno y el radical superéxido, conocida como reaccion de Haber-Weiss
(Haber y Weiss, 1934) (Figura 1.4), o por la reaccion entre metales y peréxidos
orgénicos, lipidicos o proteicos (Figura 1.5). La reaccion de Haber-Weiss es
muy lenta y puede considerarse irrelevante, pero se ve potenciada en
presencia de metales de transicion como el hierro o cobre (Halliwell y

Gutteridge, 1989).

0,- + H,0, ——> 0, + HO + HO

Figura 1.4 Reaccion de Haber-Weiss

M™ + R-(HCOOH)-R, —» M®™) + R-(HCO-)-R, + HO.

Figura 1.5 Reaccién entre metales y peréxidos organicos

El radical hidroxilo es altamente reactivo, capaz de iniciar la oxidacion

de lipidos y otras moléculas biolégicas.

Hemoproteinas. A parte de ser eficientes catalizadores de la reaccion de

Fenton y de la reaccion de Haber-Weiss catalizada por metales, la mioglobina
y la hemoglobina pueden ser activadas por H,O, y generar un radical oxoferril
intermediario de vida corta capaz de iniciar la peroxidacién (Kanner, 1994;

Gatellier et al, 1995; Chan et al,, 1997).

Hierro libre. En los tejidos hay un pequefia cantidad de hierro no hemo quelado
a moléculas como esteres fosfatos (ATP, ADP...) o &cidos orgénicos, entre

otros. Este hierro puede contribuir a la generacion de radicales HO- a partir
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de H,O,, o de radicales RO- a partir de la rotura de peroxidos lipidicos

preexistentes (Graf et al,, 1984).

La primera etapa de la oxidacion consiste en la sustraccion de un &tomo de H
de un carbono metileno de un é&cido graso (LH) (Figura 1.6). Esta es méas sencilla
cuanto més elevado es el numero de dobles enlaces del &cido graso, por este motivo
los acidos grasos poliinsaturados (AGP1) son mas susceptibles a la oxidacion (Labuza,

1971; Hamilton et al,, 1997; Morrissey et al., 1998).

lH + R ——» L + RH

Figura 1.6 Iniciacion de la peroxidacion lipidica

Propagacion

El radical lipidico (L) formado durante la etapa de iniciacion reacciona
rapidamente con el oxigeno molecular generando un radical peroxilo (LOO:). Este
radical puede oxidar otros acidos grasos (LH), dando lugar a hidroperéxidos (LOOH)
y propagando asi la reaccion en cadena (Figura 1.7). Una vez se han formado los
primeros hidroperoxidos la reaccion procede rapidamente ya que requiere menor
energia. Cuando el numero de hidroper6xidos es suficientemente elevado estos

pueden asociarse (Labuza, 1971).

L + 0, —— LOO
LOO- + LH ——» LOOH + L

2LOOH ——» LOO- + LO- + H,0

Figura 1.7 Propagacion de la peroxidacion lipidica
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Los hidroperdxidos generados pueden reaccionar con Fe* o Cu’ y formar
radicales peroxilo (LOO-) y alcoxilo (LO-) que a su vez son capaces de iniciar nuevas
reacciones (Kanner, 1994; Morrissey et al, 1998). Por lo tanto, en presencia de estos
metales la reaccion en cadena no solo se propaga sino que también se amplifica (Figura

1.8).

LOOH M@ED* + [0 + HO

_,_
<

M@+ + LOOH —— LOO- + M™ + H

lO0 + LH —— LOH + L

LOO- + LH — LOOH + L.

Figura 1.8 Amplificacién de la peroxidacion lipidica

Paralelamente, el Fe*' y el Cu* pueden ser reducidos mediante reaccion con el
radical anion superéxido (O, ) u otros reductores fuertes, permitiendo un ciclo redox
en el que el metal de transicion puede ser utilizado varias veces (Kanner, 1994;

Morrissey et al, 1998) (Figura 1.9).

0, + Fe¥ ——» Fe2 + O,

O, + Cu?¥ ——» Cu* + O,

Figura 1.9 Reciclaje iones metalicos

Terminacion

La terminacion de la reaccién en cadena de la peroxidacion se da normalmente
por la combinacién de radicales peroxilo (LOO-) dando lugar a productos no

radicalarios (Monahan, 1992; Abuja y Albertini, 2001) (Figura 1.10).

20



Introduccién

Figura 1.10 Terminacion de la peroxidacion lipidica

En condiciones en las que el oxigeno no es limitante, la primera reaccién de la
fase de propagacion es tan répida que la mayor parte de radicales libres se
encuentran como radicales peroxilo (LOO:). Por este motivo la terminacion se da
habitualmente por la combinacion de radicales peroxilo, mientras que las otras

reacciones de terminacion son practicamente insignificantes (Labuza, 1971).

De forma general, cabe destacar que los productos de oxidacién mas
estudiados son los volatiles por sus efectos a nivel sensorial y la mayor facilidad de
analisis; sin embargo, los productos no volatiles pueden ser mas importantes
cuantitativamente y con efectos, en general, desconocidos sobre la seguridad

alimentaria y la calidad sensorial de la carne.

Oxidacion enzimdtica

Los hidroperdéxidos lipidicos no son generados Unicamente por el ataque de los
radicales a los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) sino que también pueden ser
generados por los enzimas lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Hsieh y Kinsella, 1989;
Kanner et al, 1987; Hamilton et a/, 1997). La fosfolipasa A2 libera acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos. El centro activo de la lipooxigenasa activada
contiene Fe* que puede ser reducido por reaccién con un AGPI (LH), quedando este
en forma de radical (L-). Este radical lipidico, al reaccionar con el oxigeno da lugar a

un radical peroxilo (LOO:) (Spiteller, 2001).
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Otras especies reactivas derivadas del oxigeno pueden originarse mediante un
sistema compuesto por NADPH/NADH, oxigeno molecular, la citocromo P450
reductasa y ADP-Fe*. El enzima transfiere un electrén a una molécula de O,
generando O, que puede reducir el Fe* a Fe?, que a su vez descompone el H,0,

generando HO- o compuestos oxoferriles (Kanner et a/, 1987; Kanner, 1994).

La peroxidacion lipidica no enzimatica, que progresa mediante reaccién en
cadena, es mas rapida que la enzimatica ya que esta Ultima depende de la
concentracion de sustrato presente y de la activacion de los enzimas (Spiteller,
2001). En muasculo cocido y durante el almacenaje la peroxidacion lipidica es

totalmente dependiente de reacciones no enziméticas (Kanner, 1994).

1.2.3.2 FACTORES QUE AFECTAN LA OXIDACION LIPIDICA

Animal

Factores relacionados con el animal como la especie, el sexo o la edad influyen
en la susceptibilidad de la carne a la oxidacion lipidica (Gray y Pearson, 1987; Kim et
al, 2002).

El potencial oxidativo lipidico de muestras de carne crudas se ve muy influido
por el contenido en pigmentos hemo; asi, la carne cruda de ternera tiene mas
tendencia a oxidarse que la de cerdo, pollo o pavo. Pero en la carne cocida, esta
situacion cambia y la carne de pollo y pavo pasan a ocupar el primer lugar en cuanto a
susceptibilidad a la oxidacion. Esto se explicaria, en parte, por el mayor contenido de
AGPIl de estas carnes. Durante la coccion se produce la desnaturalizacion de las
hemoproteinas que participan en la catalisis de la oxidacién, a la vez que se produce la
liberacion de los AGPI de los fosfolipidos de membrana, principales sustratos de
oxidacion (Rhee et al,, 1996).

Por otro lado, también se han descrito diferencias en la actividad del sistema
endogeno de enzimas antioxidantes en funcién de la especie animal (Yamauchi et a/,

1984; Mei et al, 1994, Lee et al, 1996a).
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Musculo

La composicion de las fibras musculares, las areas fibrilares y la densidad
capilar del musculo son factores importantes que afectan a los procesos bioquimicos

antey postmortemy por lo tanto a la calidad de la carne (Klont et a/, 1998).

Dentro de una misma especie animal, el contenido lipidico varia en funcion del
muasculo (Barbut, 2002a). La actividad de los enzimas antioxidantes enddgenos
también difiere segun el musculo (DeVore et al, 1983; Lee et al, 1996a; Renerre et
al, 1996; Renerre et al, 1999), al igual que los niveles de antioxidantes enddgenos no
enzimaticos como la vitamina E (Jensen et al/, 1998; Renerre et al, 1999). Los
musculos esqueléticos varian en concentraciéon de vitamina E segln la proporcién de
las distintas fibras musculares. Las fibras rojas contienen un mayor ndmero de
mitocondrias que proporcionan una mayor superficie de membrana lo cual facilita la
acumulacion del antioxidante. Ademds, reciben un mayor aporte sanguineo, lo que

supone un mayor aporte de vitamina E (Liu et a/, 1995; Renerre et al., 1999).

Composicion lipidica de la carne

La composicion de la grasa de la dieta y la tendencia de las especies a acumular
acidos grasos en los fosfolipidos de membrana, afectan a la composicién lipidica de la
membrana muscular y a su susceptibilidad a la oxidacién (Kanner, 1994). Esta
susceptibilidad dependera de la proporcion de acidos grasos insaturados ya que el
grupo metilo entre dos dobles enlaces incrementa la sensibilidad a la oxidacién

(Morrissey et al, 1998; Barroeta y Cortinas, 2002b).

De las dos fracciones lipidicas principales de la carne, fosfolipidos y
triglicéridos, la primera contiene una mayor proporcion de acidos grasos insaturados y
eso establece que los fosfolipidos, a diferencia de los triglicéridos, sean
generalmente los principales responsables de la iniciacion de la oxidacion lipidica. Asi,

incluso productos carnicos con bajo contenido en grasa son susceptibles a la oxidacion
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lipidica porque la reduccion de grasa es reflejo principalmente de un descenso del
contenido de triglicéridos, mientras que la fraccion fosfolipidica se ve menos

afectada (Monahan, 2002).

Manipulacion, procesamiento, almacenaje y coccion

Muchos productos céarnicos, durante su proceso de fabricacién, experimentan
un cierto grado de modificacion de la estructura muscular. En emulsiones, carne
picada, troceada o productos carnicos reestructurados, los diferentes grados de
manipulacion fisica producen roturas en la estructura y exponen a los lipidos del
musculo a un ambiente prooxidante favoreciéndose el contacto entre los sustratos de
oxidacién y los catalizadores de esta. Incluso en algunos casos puede detectarse un
cierto olor a “sobrecalentamiento” en carnes crudas picadas, lo que apoya la teoria de
que la rotura de la estructura muscular durante el procesamiento contribuye de

forma importante a la oxidacion lipidica (Decker y Xu, 1998; Monahan, 2002).

Otras operaciones, como la coccion, provocan una rotura de la estructura del
tejido muscular causando la desnaturalizacion de proteinas y la consiguiente pérdida
de actividad enzimatica de algunas de ellas, ademas de liberar hierro que actia como
catalizador de la oxidacion (Rhee et al, 1987; Decker y Xu, 1998). El tratamiento
térmico afecta a la actividad de enzimas antioxidantes (Mei et al, 1994; Lee et al.,
1996b), se libera oxigeno de la oximioglobina que genera peréxido de hidrogeno
(Harel y Kanner, 1985) y se produce la rotura de hidroperéxidos generando radicales

libres que propagan la peroxidacion (Kanner, 1994).

Por otro lado, ciertos ingredientes usados en la fabricacién de los productos
carnicos afectan a su susceptibilidad a la oxidacion (Monahan, 2002). El cloruro
sddico puede promover la oxidacion lipidica posiblemente por el desplazamiento de
hierro unido a macromoléculas (Kanner et a/, 1991), a la vez que puede afectar a la
actividad de los enzimas antioxidantes (Lee et al, 1996b; Hernandez et al, 2002;

Séarraga et al, 2002). El nitrito, usado en la fabricacién de carnes curadas, juega un
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papel importante en el desarrollo del color y en la preservacion de la carne curada de
la aparicion de Clostridium spp. Su efecto antioxidante se ha atribuido a la generacion
de o6xido nitrico que interacciona con el hierro evitando que este actle como
catalizador, a su capacidad para capturar radicales libres y a su capacidad para
estabilizar acidos grasos insaturados de las membranas celulares (Kanner, 1994;
Monahan, 2002). Los fosfatos, ampliamente utilizados en los productos carnicos para
aumentar los enlaces con moléculas de agua, también funcionan como antioxidantes a
través de la quelacion de metales. Finalmente, los ascorbatos pueden tener efectos
antioxidantes en productos carnicos dependiendo de la cantidad en que sean afiadidos

(Monahan, 2002).

1.2.3.3 ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA OXIDACION LIPIDICA

El término estrés oxidativo hace referencia a un desequilibrio entre la
produccién de oxidantes y los respectivos sistemas de defensa del organismo

(Halliwell, 1987; Halliwell y Gutteridge, 1989; Chihuailaf et a/, 2002).

El tejido muscular postmortem difiere del tejido vivo en que no puede
autorepararse y por lo tanto la estabilidad oxidativa del musculo esguelético
dependera de la composicién, concentracion y reactividad de los sustratos de
oxidacion, de los catalizadores de esta y de los antioxidantes. Existen diversos
mecanismos para mantener el balance entre los factores prooxidantes y antioxidantes
del tejido muscular. Cuando este equilibrio se pierde, desaparece el control de los
procesos oxidativos y los componentes celulares, entre ellos los lipidos, proteinas y

acidos nucleicos, se ven afectados (Decker y Xu, 1998).

Con el objetivo de mantener la estabilidad oxidativa de la carne y productos
carnicos se puede actuar sobre los sustratos de oxidacidn, sobre los prooxidantes o

bien sobre los mecanismos antioxidantes (Figura 1.11).

25



Introduccion

Lipidos )
ALTERACION
N ]ﬂ SUSTRATOS
DE OXIDACION
Oxigeno

+

Prooxidantes

CONTROL
DE [
ANTIOXIDANTES
Peroxidos lipidicos

l

«— Productos secundarios —»
de oxidacion

CONTROL
I DE

PROOXIDANTES

INCIDENCIA
SEGURIDAD
DE LA CARNE

INCIDENCIA
CALIDAD
DE LA CARNE

Figura 1.11 Estrategias de control de la oxidacion lipidica

1.2.3.3.1 ALTERACION DE LOS SUSTRATOS DE OXIDACION

Manipulando la composicion lipidica de las membranas de las células musculares
podemos conseguir un incremento de la estabilidad oxidativa. En animales
monogastricos como el pollo o el pavo, que depositan en los tejidos la grasa
suministrada en la dieta sin modificarla, podemos aumentar la estabilidad oxidativa de
la carne aumentando la proporcion de acidos grasos saturados en la dieta, pero esto
no es del todo deseable desde un punto de vista nutricional (Barroeta y Cortinas,

2002b).

También es posible incrementar la estabilidad oxidativa de la carne
minimizando el contacto de esta con el oxigeno a través de técnicas de manipulacion o
envasado al vacio o mediante atmé6sferas modificadas (Kingston et al/., 1998; Brunton

et al, 2002; Monahan, 2002).
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1.2.3.3.2 CONTROL DE PROOXIDANTES

Control de los radicales libres

La inactivaciéon de radicales libres es un método efectivo para controlar la
oxidacién debido a que estos actuan como intermediarios de reaccion. Las especies
capaces de inactivar radicales libres a menudo interaccionan con los radicales
peroxilo (LOO:), predominantes, ya que la propagacion es la mas lenta de las etapas
de la oxidacion (Decker, 1998). Los "scavengers' (moléculas capaces de eliminar
radicales libres) méas efectivos suelen ser grupos hidroxilo asociados a compuestos
fendlicos que, una vez han actuado, generan radicales estabilizados por resonancia
gue no reaccionan rapidamente con el O, para formar peroéxidos. Es necesario que
tengan un potencial de reduccion inferior al del radical libre para poder cederle un H

(Decker, 1998; Cubero et a/, 2002).

Control de los catalizadores

La tasa de oxidacion lipidica depende a menudo de la concentracion y la

actividad de los catalizadores (Decker, 1998).

La actividad catalitica de los metales de transicién en el musculo esquelético
se mantiene controlada mediante la quelacion de estos metales a proteinas como la
transferrina (Fe), la ferritina (Fe) o la seroalbimina (Cu) (Chihuailaf et a/, 2002).
Con un incremento de la temperatura, estas proteinas pueden desnaturalizarse y
liberar los metales, por lo tanto el control de la temperatura durante el
procesamiento de la carne es clave para disminuir el potencial oxidativo. EI NaCl
acelera la oxidacién lipidica debido a su habilidad para alterar la distribucién y

reactividad del hierro (Kanner et a/, 1991; Decker y Xu, 1998).

Debe considerarse que muchos compuestos pueden quelar metales pero no
todos protegen de la oxidacion lipidica, incluso algunos pueden incrementar las
reacciones oxidativas aumentando la solubilidad o alterando el potencial redox de los

metales (Mahoney y Graf, 1986). Los quelantes con propiedades antioxidantes actian
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evitando los ciclos redox del metal, ocupando todos los lugares de coordinacion o

formando complejos insolubles con este (Decker, 1998).

Inactivacion de los intermediarios de reaccion

Es importante la inactivacion de intermediarios de reaccion, principalmente
especies reactivas derivadas del oxigeno como el anion superoxido o los peréxidos. En
este sentido, es importante la actividad del sistema de enzimas antioxidantes celular

(Decker, 1998).

1.2.3.3.3 CONTROL DE ANTIOXIDANTES
1.2.3.3.3.1 PROTECCION DE ANTIOXIDANTES

La estabilidad oxidativa puede incrementarse mediante la proteccion de los

antioxidantes enddgenos, evitando su pérdida o inactivacion (Decker, 1998).

Los organismos aerobicos se protegen del atague de radicales libres mediante

sistemas de defensa que pueden clasificarse en dos tipos (Niki, 1987):

» Antioxidantes preventivos

> Antioxidantes que rompen la cadena de propagacion de la peroxidacion

Un antioxidante puede inhibir la oxidaciéon lipidica por mas de uno de estos
mecanismos y la utilizacién conjunta de dos antioxidantes puede dar lugar a efectos

aditivos o sinérgicos.

> ANTIOXIDANTES PREVENTIVOS (secundarios o que reducen la tasa de
iniciacion)

Los antioxidantes preventivos actlan inactivando especies activas y posibles
precursores de radicales libres, evitando asi la generacion de estos y, por lo tanto,

reduciendo la tasa de iniciacion de la peroxidacion (Niki, 1987).
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Dentro de este grupo se incluyen dos subgrupos:

» proteinas de transporte y almacenaje como la transferrina, lactoferrina,
haptoglobina, ceruloplasmina, carnosina o la albimina, que secuestran iones
metalicos evitando que estos actlen como catalizadores de la peroxidacion
(Papas, 1999). También pertenecen a este grupo agentes quelantes como el

EDTA o el acido citrico (Giese, 1996).

» enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GSHPXx), la catalasa (CAT)
y la superdxido dismutasa (SOD) que trabajan conjuntamente para convertir

los radicales superoxido en agua (Figura 1.12).

MITOCONDRIA

o
0, =— » O,-

CITOSOL

v
Oy~ O,

Cu/Zn-SOD

H,O H,0,
Se-GSHPX

Fe-CAT
GSSG GSH H,0 + %O,

NADPH + H* NADP*

G-6-P-DH

6-P-Gluconolactona G-6-P

Figura 1.12 Cooperacién entre los enzimas antioxidantes GSHPx, CAT y SOD
(Adaptado de Aurousseau, 2002)
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Glutation peroxidasa (GSHPx)

Es una selenoproteina que se encuentra en la matriz mitocondrial y en el
citosol de las células. Se considera el enzima con mayor capacidad para eliminar
peréxidos. Actla sobre el peréxido de hidrdgeno y peroxidos lipidicos. En la reaccién
interviene el péptido GSH (Glu-Cys-Gly) (Meyer y Isaksen, 1995). Una vez oxidado, el
glutation (GSSG) es reducido de nuevo por accién de la glutation reductasa (GR) (ver
Figura 1.12), utilizando NADPH como reductor (Little et al/, 1970; Halliwell et al,
1995).

La GSHPx necesita selenio (Se) en forma de seloenocysteina, en el centro
activo, aunque se ha descrito otra glutatién peroxidasa independiente de Se que es
reactiva Unicamente frente a perdéxidos lipidicos (Lawrence y Burk, 1976). Existe otra
glutation peroxidasa dependiente de Se que actiua directamente sobre los

hidroperoxidos lipidicos localizados en las membranas (Ursini et al/,, 1985).

Algunos estudios con animales han demostrado que la actividad GSHPx
dependiente de Se esta muy relacionada con la ingestion dietética de Se (DeVore et
al, 1983). En un buen nimero de especies se ha observado una correlacion lineal
positiva entre la GSHPx y el Se en sangre y se ha propuesto que la actividad de este
enzima en sangre podria servir como indice del estatus de Se del animal (Thompson et

al., 1976; DeVore y Greene, 1982).

Catalasa (CAT)

Es una hemoproteina de amplia distribucién intracelular, pero se encuentra
principalmente en los peroxisomas y en las mitocondrias. Descompone el per6xido de
hidrégeno en H,O y O, (Schwimmer, 198la). Desde un punto de vista cinético, la
GSHPx posee mucha més afinidad por el H,O, que la CAT, pero esta Gltima tiene la
ventaja de que no depende del reciclaje del GSH ni de consumo de NADPH. En
general, bajas concentraciones de H,O, estimulan la actividad de peroxidasas como la

GSHPx, mientras que la CAT actla a concentraciones superiores de H,O; (Yu, 1994).
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Superoxido dismutasa (SOD)

Es una metaloproteina presente en las células (citosol, mitocondrias, lisosomas,
nucleo) y fluidos extracelulares. La biosintesis de este enzima se encuentra
fuertemente regulada por la concentracién del sustrato sobre el cual actua (Yu,
1994).

Se encuentra una SOD con Mn en el centro activo en las mitocondrias y otra
con Cu y Zn en el citosol. Actla eliminando O,™, acelerando su conversiéon a H,O,
(Fridovich, 1989). La actividad de este enzima determina la proporcion relativa de los
dos constituyentes de la reaccion de Haber-Weiss en la que se generan radicales
hidroxilo. Al encontrarse presente en todos los organismos aerébicos y en la mayoria
de compartimientos subcelulares, ademas de inactivarse a temperaturas superiores al
resto de enzimas antioxidantes (Mei et al, 1994), podria tener un papel importante

de defensa frente al dafio oxidativo.

> ANTIOXIDANTES QUE ROMPEN LA CADENA DE PROPAGACION (antioxidantes
primarios)

Los antioxidantes que rompen la cadena de propagacién de la peroxidacién
actlan eliminando radicales libres y suprimiendo la reaccion en cadena (Figura 1.13).
Pueden ser hidrosolubles como el acido ascoérbico, el acido Urico, la cisteina y el
glutation o liposolubles como la vitamina E y el B-caroteno (Niki, 1987).

La mayoria son compuestos de tipo fendlico que actlan cediendo un H al radical
peroxilo convirtiéndolo en hidroperoxido. El antioxidante queda en forma radicalaria
bastante estable ya que el electron desaparejado puede deslocalizarse en el anillo

aromatico de la estructura (Labuza, 1971; Giese, 1996).
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Figura 1.13 Eliminacion de radicales libres por parte de antioxidantes primarios
(Adaptado de Aurosseau, 2002)

1.2.3.3.3.2 ADICION DE ANTIOXIDANTES

Adlicion de antioxidantes en la carne o productos carnicos

En muchos casos, la adicion postmortem del antioxidante en la carne no resulta
del todo efectiva ya que este no se incorpora en el lugar 6ptimo para bloquear la
progresién de la oxidacion (Mitsumoto et al, 1993; Shaefer et al/, 1995; Higgins et
al, 1998). Ademas, para aumentar su eficacia, los antioxidantes deben adicionarse lo

antes posible durante el proceso de manufactura del alimento.
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Suplementacion de antioxidantes en la dieta animal

La inclusion de antioxidantes en la dieta animal es un método efectivo para
incrementar la estabilidad oxidativa del masculo, especialmente en aquellos productos

en los que la adicién del antioxidante en el producto final puede resultar dificultosa.

El efecto de la dieta administrada sobre el estatus antioxidante depende de
distintos factores: de los nutrientes antioxidantes y prooxidantes aportados, de los
aditivos y suplementos no nutricionales, de la absorcion y biodisponibilidad de todos
ellos y del procesamiento y almacenaje del alimento en cuestion. Asi, algunos
compuestos administrados no son propiamente antioxidantes, sin embargo, son
nutrientes esenciales para el funcionamiento de sistemas antioxidantes enddgenos.
Un ejemplo son el Cu, Mn, Zn o Se, cofactores de sistemas enzimaticos antioxidantes

(Papas, 1999).

Habitualmente, la suplementacion de antioxidantes en la dieta de animales
destinados a la produccidén carnica tiene como finalidad garantizar la deposicion de
suficiente antioxidante en los muasculos para una correcta proteccién frente a la
degradacion oxidativa. Por otra parte, la carne y productos carnicos con
antioxidantes incorporados podrian considerarse alimentos funcionales, es decir
alimentos que ademas de su valor nutritivo pueden ser utilizados para prevenir o
tratar ciertos desérdenes o enfermedades (Jiménez-Colmenero et al, 2001b;

Jiménez-Colmenero, 2001c).

En el caso de la vitamina E (a-tocoferol), uno de los antioxidantes mas
utilizados, la mejora de la estabilidad oxidativa de la carne de animales
suplementados con este antioxidante se debe principalmente a la posicién de las
moléculas de vitamina E en el interior de las membranas celulares en una situacion
Optima para su actuacion. En cambio, la adicidon postmortem exdégena de vitamina E
resulta en un contacto superficial extensivo y no intramembranoso (Arnold et al,

1993). La suplementacion dietética prolongada permite la incorporacion del o-
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tocoferol directamente en las membranas del tejido muscular y adiposo. En el caso de
adicionar directamente la vitamina E en el producto carnico hacen falta cantidades

mas elevadas para conseguir un efecto similar (Fernandez-Ginés et a/, 2001).

1.3 UTILIZACION DE ANTIOXIDANTES PARA EL CONTROL DE
LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE LA CARNE

Nuestra sociedad consume mas de las dos terceras partes de los alimentos
como productos procesados, lo que hace imprescindible el empleo de tecnologias,
algunas altamente sofisticadas, para su produccion, manipulacion y posterior
comercializacion. Las mejoras conseguidas en las técnicas de procesamiento de los
alimentos, en la refrigeracion y en el envasado al vacio o en atmosferas modificadas
han contribuido a retardar los procesos oxidativos, pero no siempre son aplicables de
modo sencillo o suficientemente efectivas para controlarlos (Giese, 1996). La
oxidacién lipidica en carne y productos carnicos puede controlarse o al menos

minimizarse mediante el uso de antioxidantes (Gray et al, 1996).

Los antioxidantes son moléculas organicas, de origen sintético o natural,
capaces de evitar o retardar el desarrollo o progresién del deterioro oxidativo. Se les
considera aditivos alimentarios por ser aportados a los alimentos intencionadamente,
sin el proposito de cambiar su valor nutritivo sino con la finalidad de favorecer su
conservaciéon y mejorar su adaptacion al uso al que se destinan (Fernandez San Juan,

2002).

Tedricamente, una sustancia puede actuar como antioxidante de distintas
formas: compitiendo por la unién al oxigeno, retardando la iniciacion de la oxidacién,
bloqueando la propagacidn, inhibiendo catalizadores o estabilizando hidroperoéxidos

(Valenzuela y Nieto, 1996).
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Segun Coppen (1983), los requisitos que deberia cumplir un antioxidante ideal
son:
Que su utilizacién sea segura
Que no imparta olor, flavor ni color al alimento

Que sea efectivo a bajas concentraciones

vV V V V

Que sea facil de incorporar al producto, que sea soluble en el mismo y que
tenga una buena dispersion a través de él

» Que sea estable durante el procesamiento del alimento y capaz de estabilizar
el producto final

» Que esté disponible a bajo coste

Debe tenerse en cuenta que una molécula que presenta propiedades
antioxidantes /in vitro, puede manifestar otros efectos en un sistema mas complejo.
La capacidad antioxidante de una sustancia sera el resultado de sus propias
caracteristicas, asi como de las interacciones con otros compuestos y de las
condiciones en las que se utilice. En general, se asume que mediante la utilizacion de
antioxidantes se obtendra un beneficio, pero no siempre es asi. Segun las condiciones
puede verse incrementado el dafio oxidativo, por lo tanto los antioxidantes deberian
de utilizarse s6lo después de una completa apreciacion de la situacion (Azzi et al,
2004). Ademas, las condiciones de aplicacion, la reactividad quimica intrinseca de
cada antioxidante, sus distintas localizaciones en el interior celular y sus multiples
interacciones hacen que el uso combinado de varios antioxidantes proporcione, en

muchos casos, mayor eficacia frente a la oxidacion (Hercberg et al,, 1998).

1.3.1 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Los antioxidantes sintéticos se aplican a distintos productos manufacturados
como farmacos, cosméticos y alimentos. La mayoria son derivados de estructuras
fendlicas. Los mas utilizados en alimentacién son los siguientes (Giese, 1996;

Valenzuela y Nieto, 1996; Cubero et a/, 2002):
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Esteres del acido gélico

Se basan en la estructura trihidroxil del acido galico (4cido 3,4,5-
trihidroxibenzoico) (Figura 1.14). Tienen una potencia antioxidante relativamente alta,
pero su uso no estd muy extendido debido a su tendencia a unirse al hierro y por su
sensibilidad al calor. Suelen aplicarse con sinérgicos, como el acido citrico, que actian
como guelantes del hierro.

OH
HO OH

COOC,H,

Figura 1.14 Estructura quimica del propil galato

Butilato hidroxianisol (BHA)

Es un solido blanco, muy liposoluble y practicamente insoluble en agua. Se trata
de una mezcla de dos isomeros, 3-terbutil hidroxianisol y 2-terbutil hidroxianisol
(Figura 1.15). En la composicion predomina la forma con més capacidad antioxidante,
llegando a ser un 90% del total. Es uno de los antioxidantes sintéticos mas utilizados
comercialmente debido a su alta eficacia, su estabilidad a las variaciones de pH y su

acentuado sinergismo con otros antioxidantes.

OH OH
_ C(CHg)s
C(CHy)3
OCH, OCH,
3-terbutil-4-hidroxianisol 2-terbutil-4-hidroxianisol

Figura 1.15 Estructura quimica del BHA
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Butilato hidroxitolueno (BHT)

Posee una estructura molecular (Figura 1.16) similar al BHA. Es un solido
blanco, cristalino, soluble en aceites e insoluble en agua. Es relativamente débil si no
se combina con otros antioxidantes y se considera mas efectivo para aplicaciones en

grasas animales que en aceites vegetales.

OH
(CH3)3C C(CHy)s

CH,

Figura 1.16 Estructura quimica del BHT

Tertbutilhidroxiquinona (TBHQ)

Es el antioxidante sintético mas potente y efectivo para la mayoria de las
grasas y aceites. Se utiliza para estabilizar aceites vegetales altamente insaturados.
Se trata de un sélido blanco, cristalino, moderadamente soluble en aceite y

practicamente insoluble en agua (Figura 1.17).

OH
C(CHa3)3

OH

Figura 1.17 Estructura quimica de la TBHQ
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El uso de estos antioxidantes estd permitido a niveles que no excedan a los
maximos permitidos respecto al contenido total de grasa o aceite.

Actualmente su uso se estd cuestionando desde el punto de vista de su
seguridad y se esté investigando la potencial toxicidad de algunos de ellos en modelos

biol6gicos (I1to et al, 1986; Thompson y Moldéus, 1988; Williams et a/,, 1999).

1.3.2 ANTIOXIDANTES NATURALES

La aparicién de trabajos sugiriendo los efectos potencialmente mutagénicos y
carcinogénicos, aunque no suficientemente probados, de algunos antioxidantes
sintéticos, en particular del BHA (E-320) y el BHT (E-321), junto con el aumento de la
preocupacion de los consumidores por la seguridad alimentaria, ha despertado un
especial interés en la utilizacion de fuentes alternativas de compuestos naturales con
propiedades antioxidantes (Moure et al, 2001). Las sustancias antioxidantes
naturales se consideran més seguras y deseables que las sintéticas, pues pueden

poseer implicitamente efectos beneficiosos para la salud (Frankel, 1993).

El uso empirico de técnicas e ingredientes naturales como antioxidantes es
muy antiguo. La tradicion de los ahumados, las especias, la salazon... para preservar la
carne, el pescado u otros alimentos ricos en grasas proviene de la observaciéon del
efecto que estos tratamientos tenian en retrasar la rancidez y la contaminacién
microbiolégica. En la actualidad se conoce que un gran nimero de productos naturales,
la mayoria de ellos compuestos fendlicos, manifiestan propiedades antioxidantes

(Valenzuela y Nieto, 1996).

En la Tabla 1.3 se muestran las ventajas e inconvenientes de los antioxidantes

naturales frente a los sintéticos.
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Tabla 1.3 Ventajas e inconvenientes de los antioxidantes naturales y sintéticos*

ANTIOXIDANTES SINTETICOS

ANTIOXIDANTES NATURALES

Mas econdmicos
Amplia aplicacion

Actividad antioxidante media-alta

Algunos de ellos caros

Uso restringido

En algunos casos, amplio rango de
actividad antioxidante

Seguridad cuestionada Percibidos como inocuos

Prohibicion de la utilizacion de algunos Incremento del uso y expansion de las

de ellos aplicaciones
Baja solubilidad en agua En algunos casos, amplio rango de
solubilidad

Bajo interés en alimentacion Alto interés en alimentacion

Valenzuela y Nieto, 1996

A continuacién se describen brevemente algunos de los antioxidantes naturales

mMAas comunes.

Flavonoides

Dentro de los polifenoles, los flavonoides constituyen un gran grupo de
compuestos naturales derivados de la 2-fenilcromona o 2-fenilbenzopirona. Se
encuentran en las células fotosintéticas, semillas, frutas y flores. Pueden ser tanto
liposolubles como hidrosolubles y se localizan tanto dentro como fuera de la célula.
Son potentes quelantes de metales. La posicion y el nivel de sustitucion de los grupos

hidroxilo de su estructura son las claves de sus propiedades antioxidantes.

La estructura bésica de los flavonoides es compartida por los tocoferoles (ver
apartado 1.3.2.2.1). A diferencia de los tocoferoles que actuan en las Ultimas etapas
de la peroxidacion estabilizando radicales ya formados, los flavonoides capturan
radicales implicados en las primeras etapas como el oxigeno singlete, el radical

superoxido o el radical hidroxilo. Este distinto punto de actuacion podria explicar los
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efectos sinérgicos observados cuando se utilizan conjuntamente los dos antioxidantes
(Fraga et al, 1987; Robak y Gryglewski, 1988; Terao, 1999; Gutiérrez, 2002;

Martinez-Florez et al., 2002).

Extracto de romero

El extracto de romero contiene cuatro compuestos con propiedades
antioxidantes: carnosol, rosmanol, isorosmanol y rosmaridifenol. Se comercializa como
aceite que contiene estos compuestos concentrados y que no presenta el olor ni el
flavor caracteristicos de la planta, los cuales modificarian las propiedades sensoriales
de los productos a los que se aplicara. Se ha utilizado con éxito en diversos alimentos
como salsas, mahonesas, carnes procesadas y pollo. En un estudio de Sanchez
Escalante (2002) acerca de diversos sistemas antioxidantes para prolongar la vida
util de hamburguesas de vacuno envasadas en atmosfera modificada, el romero
mostrd una gran capacidad antioxidante ademas de cierto efecto antimicrobiano. A
pesar de esto, algunos autores apuntan ciertos inconvenientes de su utilizacién como
un elevado coste en comparacién con otros antioxidantes y las cantidades que se

requieren para que sea efectivo (Valenzuela y Nieto, 1996; Yu et a/, 2002).

Acido dihidroljpoico (DHLA)

Recibe este nombre por su solubilidad en lipidos. Factor critico en el
metabolismo energético mitocondrial, es producido endbgenamente aunque en
condiciones de estrés fisioldégico puede no generarse en proporciones adecuadas y por
eso se clasifica como un nutriente esencial. ElI acido dihidrolipoico es un fuerte
reductor capaz de interaccionar con especies reactivas de oxigeno como los radicales
hidroxilo, peroxilo y superoxido, el acido hipocloroso y el oxigeno singlete. También es
capaz de quelar iones metdlicos y de regenerar el ascorbato que, a su vez, interviene

en el reciclaje de la vitamina E (Kendler, 2002; Sen et a/, 1999).
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carnosina

Se trata de un dipéptido, formado por B-alanina e histidina, que se encuentra
en el musculo esquelético. Sus propiedades antioxidantes se basan en su habilidad
para actuar como quelante, como inactivador de radicales libres y como donador de H.
Es hidrosoluble, por lo tanto puede actuar en la fase acuosa del musculo donde se
encuentran muchos catalizadores de la oxidacidn lipidica. Ademas, protege el color de
la carne inhibiendo la oxidacién de la mioglobina. Mantiene su eficacia antioxidante en
un rango de pH de 5.1 a 7.1, incluso después del tratamiento térmico, por lo que
ofrece un buen potencial como antioxidante en carnes procesadas (Kendler, 2002;

O'Neill et al, 1998; Morrissey et al, 1998; Gray et al., 1996).

Glutation reducido (GSH)

Es un tripéptido (Glu-Cys-Gly) de distribucién tisular variable. Puede actuar
sobre el peréxido de hidrégeno y los radicales superdxido e hidroxilo. La funcién
antioxidante se la facilita el grupo sulfidrilo de la cisteina. Interviene también en el
reciclaje del acido ascérbico y proporciona una fuente de electrones que permite a la
glutation peroxidasa (GSHPx) descomponer peroxido de hidrogeno y peroxidos

lipidicos (Decker y Xu, 1998; Chihuailaf et a/, 2002).

Ubiguinona 10 (Coenzima Q10)

Se sintetiza en la membrana mitocondrial interna donde actia como
transportador de electrones de la cadena respiratoria. También se localiza en los
microsomas, aparato de Golgi y membranas plasméticas, donde una parte se encuentra
en forma reducida, como hidroquinona (CoQH,). Esta forma puede actuar como
donador de H por lo que se ha supuesto que podria funcionar como antioxidante. El
inconveniente es que la ubiquinona 10 se oxida espontdneamente en contacto con el

aire, generando la correspondiente quinona inactiva. Por este motivo podria ser un
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potente antioxidante al utilizarla conjuntamente con una sustancia capaz de reducirla

(Cadenas et al,, 1999; Kendler, 2002; Lambelet et a/, 1992).

Betalainas
No son flavonoides aungue contienen un grupo fendlico parcialmente

glucosilado. Ademas contienen un grupo aminoacidico con una estructura similar a la
etoxiquina que es un fuerte antioxidante utilizado para la estabilizacion de lipidos en
alimentos animales. Se han observado efectos antioxidantes de las betalainas en

sistemas modelo de peroxidacion lipidica (Kanner et a/, 2001).

Estrogenos

El estradiol, el 17-B-estradiol y la 2-hidroxiestrona tienen capacidad
antioxidante. También se ha observado que los estrdgenos con un grupo hidroxilo en
el anillo aroméatico tienen habilidad para regenerar el a-tocoferol a partir de su

radical (Azzi y Stocker, 2000).

Acido Urico
Recientemente se ha demostrando su capacidad antioxidante tanto a nivel
intra como extracelular. Segun parece, actuaria previniendo la oxidacion de la

vitamina C y formando complejos con hierro y cobre (Chihuailaf et al., 2002).
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1.3.2.1 ACIDO ASCORBICO

El mecanismo antioxidante del acido ascorbico (vitamina C) es complejo debido

a sus multiples funciones.

Por un lado, tiene capacidad de reducir Fe* a Fe® que, a su vez, puede
descomponer hidroperéxidos lipidicos (LOOH) o peréxido de hidrogeno (H20,),
generando radicales libres alcoxilo (LO:) o hidroxilo (HO:), respectivamente. Por lo
tanto, en presencia de hierro, peroxidos lipidicos y/o peréxido de hidrégeno, el acido

ascorbico puede actuar como prooxidante (Niki, 1987).

Por otro lado, el &cido ascorbico se considera el antioxidante hidrosoluble mas
importante en los fluidos extracelulares. Reacciona de forma directa con los radicales
superoéxido, hidroxilo y con hidroperdéxidos lipidicos (Chihuailaf et a/, 2002). Ademas,
participa en el reciclaje de la vitamina E, reduciendo el radical tocoferil y

regenerando el a-tocoferol nativo (Niki, 1987; Kitts, 1997).

Cuando los radicales libres se generan en la fase acuosa, los antioxidantes
hidrosolubles como la vitamina C actian en primer lugar y cuando los radicales llegan a
las membranas, actia la vitamina E; en este caso, la vitamina E y la vitamina C tienen
un efecto aditivo. En cambio, cuando los radicales libres se generan a nivel de la
membrana, la vitamina E actla sobre ellos en primer lugar y la funcién de la vitamina C
consiste en regenerar el a-tocoferol, permitiendo asi que este vuelva a actuar; en

este caso, las dos vitaminas tienen un efecto sinérgico (Niki, 1987).

En general, el A&cido ascoérbico tiende a ser prooxidante a bajas
concentraciones y antioxidante a concentraciones elevadas (Mahoney y Graf, 1986;

Morrissey et al, 1998).
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1.3.2.2 VITAMINA E

El término vitamina E hace referencia a una Tfamilia de compuestos
relacionados estructuralmente y que incluye todos los derivados tocol y tocotrienol
gue manifiestan la actividad biolégica del a-tocoferol. Se han aislado ocho
compuestos de fuentes naturales y tres se han sintetizado en el laboratorio (Jensen

et al.,, 1998; Bramley et a/, 2000).

De forma general, el término vitamina E se utiliza para referirse al a-
tocoferol. Es un compuesto minoritario, pero que esta presente entre los
constituyentes lipidicos de las membranas celulares y las lipoproteinas. A parte de sus
multiples efectos biologicos, tiene dos funciones importantes en las células (Wang y

Quinn, 1999):

» Estabilizar la estructura de las membranas celulares

» Actuar como antioxidante evitando el dafio causado por los radicales libres

1.3.2.2.1 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES QUIMICAS

En los trabajos de Wang y Quinn (1999), Bramley et al. (2000) y Azzi y
Stocker (2000) se revisan detalladamente la estructura y propiedades quimicas de la

vitamina E.

Los tocoferoles son derivados del 2-metil-6-cromanol con una cadena
isoprenoide saturada de 16 4tomos de C unida al C2 la cual les facilita la incorporacion
y la retencion en las membranas (Figura 1.18). Los tocotrienoles presentan tres dobles

enlaces en esta cadena, en las posiciones C3", C7"y C11” (Figura 1.19).

Los tocoferoles presentan tres centros de asimetria en el C2, C4"y C8” de la
cadena lateral. Los aislados de fuentes naturales presentan configuracion R en los
tres centros y se les da el prefijo 2-R, 4"-R, 8 -R 0 RRR-. Son més activos
biol6gicamente que los sintéticos que son mezclas de los 8 posibles estereoisomeros y

llevan el prefijo all-rac.
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Figura 1.18 Estructura tocoles

Figura 1.19 Estructura tocotrienoles

El grupo hidroxilo en posicion 6 es esencial para la actividad antioxidante de la
vitamina E, asi como la presencia de como minimo un grupo metilo en el anillo
aromatico. El a-tocoferol con tres grupos metilos (C5, C7 y C8) es el predominante en
la mayoria de especies y el mas activo biologicamente. El resto de homdlogos (B, y Yy 9)

difieren en las posiciones de los grupos metilo en el anillo (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Posiciones de los grupos metilo en el anillo aromatico de tocoferoles y
tocotrienoles

R1 R2 R3
(x-tocofe_rol CH, CHs CH,
a-tocotrienol
B-tocofe_rol CH, H CH,
B-tocotrienol
y-tocofe.rol H CH, CH,
y-tocotrienol
d-tocoferol

H H CHs

S-tocotrienol
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En estado puro, la vitamina E es un liquido amarillo viscoso que se descompone
facilmente en presencia de luz, oxigeno, pH alcalino o trazas de iones metdlicos. Es
insoluble en agua y soluble en alcohol, disolventes organicos y aceites vegetales.
Presenta intensidad de absorcion UV relativamente baja aunque una moderada

fluorescencia (Bramley et al, 2000).

1.3.2.2.2 ABSORCION, TRANSPORTE Y ALMACENAJE

Bjorneboe et al (1990), Azzi y Stocker (2000) y Bramley et al. (2000)
describen la absorcion y distribucién de la vitamina E en el organismo de forma

detallada.

La vitamina E es un nutriente esencial que no puede ser sintetizado por los
animales por lo que su presencia en los tejidos de estos refleja la ingestion a través
de la dieta. Debido a sus caracteristicas liposolubles, la absorcion de la vitamina E
depende de la capacidad del animal para absorber y digerir la grasa de la dieta. La
vitamina E se absorbe en la parte proximal del intestino, se emulsiona junto a los
compuestos lipidicos de los alimentos y se incorpora a micelas que son absorbidas por
difusion pasiva. Una vez absorbida, se incorpora a los quilomicrones (QM) que son
almacenados y posteriormente secretados a la linfa desde donde alcanzaran el
torrente sanguineo. Una vez en la sangre, la lipoproteina lipasa de las células
endoteliales hidroliza los QM quedando como QM remanentes los cuales ceden la
vitamina E a las células hepaticas. Por accion de la a-TTP (proteina de transferencia
del a-tocoferol) la vitamina E se transfiere a las VLDL (lipoproteinas de muy baja
densidad) y se exporta desde el higado. Una parte se transfiere a los tejidos
periféricos, otra a las HDL (lipoproteinas de elevada densidad) y la mayoria, después
del metabolismo de las VLDL, termina asociada a las LDL (lipoproteinas de baja
densidad) que seréan el principal vehiculo de transporte hacia los tejidos periféricos

(Figura 1.20). Recientemente se ha descubierto una proteina de unién a vitamina E de
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amplia distribucion tisular que podria ser la responsable de la regulacién de los niveles

de vitamina E en los tejidos.

En el higado, el a-tocoferol puede oxidarse a a-tocoferil quinona, esta
reducirse a hidroquinona que puede conjugarse con el acido glucorénico y ser
excretada por la bilis o bien degradada en los rifiones a acido tocoferénico que, una

vez conjugado, sera eliminado por la orina.

Debido a sus caracteristicas hidrofobicas, la vitamina E se localiza
principalmente en los depdsitos de grasa y las membranas celulares. Es esta
localizacion preferencial la que hace que la vitamina E sea tan eficaz en su papel

antioxidante y estabilizador de las membranas celulares (Wang y Quinn, 1999).

El higado, mdsculo esquelético y tejido adiposo son los tejidos con mas

capacidad de acumulacién de a-tocoferol (Bjorneboe et al,, 1990).

Vitamina E
de la dieta

ﬁﬁﬁﬂﬁﬁ

INTESTINO
DELGADO

HIGADO

CELULAS PERIFERICAS

Figura 1.20 Esquema del transporte y distribucion de la vitamina E en el organismo
(Adaptado de Bjorneboe et a/, 1990)

47



Introduccion

1.3.2.2.3 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Las propiedades antioxidantes de la vitamina E han sido descritas por diversos
autores (Wang y Quinn, 1999; Bramley et al,, 2000; Traber et al., 1999).

La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble capaz de romper la cadena
de propagacion de la oxidacion lipidica. Protege principalmente los AGPl de los
fosfolipidos de las membranas y de las lipoproteinas plasméaticas. A diferencia de
muchos otros antioxidantes celulares que son enzimas o sistemas dependientes de
enzimas, la reaccion del a-tocoferol es no enzimatica y rapida. Su principal papel
consiste en capturar radicales peroxilo antes de que estos ataquen un sustrato
lipidico diana y propaguen la peroxidacion lipidica. Actia cediendo el H del grupo
hidroxilo del carbono 6 al radical peroxilo y se forma el radical a-tocoferoxil (Figura
1.21). Este radical es bastante estable ya que el electron desaparejado puede
deslocalizarse en el anillo aromético, evitando que reaccione con los AGPI de los

fosfolipidos de membrana y blogueando la reaccion en cadena.

Las membranas contienen sélo alrededor de una molecula de a-tocoferol para
cada 2000 fosfolipidos, pero a pesar de eso es extraordinariamente efectivo ya que
los radicales peroxil reaccionan unas 10000 veces mas rapido con la vitamina E que

con los AGPI (Bramley et al,, 2000).

s

LOO: LOOH
-0
R

09"

a-tocoferol Radical a-tocoferil

HO

Figura 1.21 Mecanismo antioxidante de la vitamina E
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La eficacia antioxidante de la vitamina E se ve incrementada por la
regeneracion de la vitamina a partir de su producto oxidado. El radical a-tocoferil
puede ser reducido a vitamina E por el acido ascorbico y el glutatién o bien puede
generar una o-tocoferil quinona y reaccionar con otro radical de vitamina E formando

un dimero (Figura 1.22).

HO LOO- LOOH o
R & / > R
a-tocoferol Radical a-tocoferil
0.
R
Ve
o OH H OH Radical a-tocoferil
7
o7 ° CHOH o7 o CHOH
CH,O0H CH,OH
v

Radical ascorbil

Acido L-ascérbico

GSH GSSG

Dimero a-tocoferil

Figura 1.22 Reciclaje de la vitamina E por parte del acido ascorbico

La suplementacion de vitamina E a niveles supranutricionales en la dieta de
animales destinados a la producciéon de carne, tiene como finalidad garantizar la
deposicién suficiente de a-tocoferol en el madsculo para conseguir la proteccion de
este frente a la degradacién oxidativa. En este sentido, numerosos trabajos
demuestran la eficacia de la suplementacion de vitamina E en la dieta animal (Rojas et
al., 1996; Guidera et al., 1997; Higgins et al, 1999; Mercier et al., 1998; Renerre et
al., 1999; Gatellier et al, 2000; Mercier et al, 2001; Phillips et al, 2001; Russell et
al., 2001).
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El incremento de la concentracion tisular de a-tocoferol protege de la
oxidacién, no solamente a los lipidos de membrana, sino también a la mioglobina,
importante para el mantenimiento de la estabilidad del color especialmente en carnes

rojas (Liu et a/, 1995; Guidera et al,, 1997).

La acumulacién de vitamina E es musculo-dependiente. La capacidad de
almacenar o-tocoferol difiere segln la composicion del misculo. Se ha observado que
los musculos esqueléticos con mas capacidad oxidativa (ricos en fibras del tipo 1 vy
11A) tienen mas capacidad de almacenaje. Esto podria deberse a que estos tipos de
musculos poseen mas capilares sanguineos por lo que el aporte de vitamina E es
superior, contienen mas mitocondrias y mas membranas donde acumular la vitamina y
el contenido lipidico también es superior, lo que supone mas capacidad de almacenaje
de la vitamina (Meydani et al, 1997; Jensen et al., 1998). El muslo de pavo o pollo
contiene mas cantidad de vitamina E enddgena que la pechuga, pero en cambio es mas
susceptible a la oxidacion lipidica. El a-tocoferol muscular es un factor importante
que influye en la oxidacion, pero deben tenerse en cuenta también el contenido en
acidos grasos poliinsaturados y en prooxidantes. La superior susceptibilidad del muslo
a la oxidacion se explica por su contenido absoluto superior en AGPl y en especies
prooxidantes originadas a partir de la mioglobina y otras proteinas que contienen
hierro (Galvin et al, 1997; Mercier et al, 1998; Renerre et al,, 1999; Gatellier et al,

2000).

También existen diferencias entre especies respecto a la capacidad de
acumulacion de la vitamina E; asi, los tejidos de pavo acumulan oa-tocoferol mas
lentamente que los de pollo por lo que se requieren periodos de suplementacién mas
largos o dosis mas elevadas de antioxidante (Morrissey et al., 1998; Gatellier et al,

2000).

Se ha observado que la concentracion de vitamina E en el tejido animal esta
correlacionada positivamente con el nivel de vitamina E de la dieta y con la duracién

del periodo de suplementacion (Jensen et al, 1998). La dosis y el tiempo de
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administracion en la dieta de los animales dependera del objetivo que se persiga:
estabilizar frente a la oxidacién o aumentar el depésito de vitamina E en la carne
(utilizacion como ingrediente funcional). Ademas, los niveles de vitamina E deben
ajustarse segun la susceptibilidad frente a la oxidacion, es decir con relacion al
animal, masculo y tipo y nivel de grasa incorporada a la dieta (Galvin et a/, 1997,
Mercier et al, 1998; Renerre et al., 1999; Gatellier et al, 2000; Mercier et al., 2001;

Barroeta y Cortinas, 2002a).

La forma comercial de vitamina E utilizada en nutricion animal es el éster
acetato del all-rac-a-tocoferol (all-rac-a-tocoferil acetato). Los esteres son
resistentes a la oxidacion, por este motivo no manifiestan actividad antioxidante. En
el intestino delgado son hidrolizados por la accién de estearasas pancreaticas
liberando el o-tocoferol que si posee actividad antioxidante. El a-tocoferol
incorporado al tejido muscular no se degrada durante el almacenaje ni la coccién de la

carne por lo que su efecto protector se mantiene (Jensen et al,, 1998).

1.3.2.3 CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos naturales liposolubles que se encuentran en
numerosas plantas y animales. Aunque su principal funcién es actuar como pigmentos
antena en la fotosintesis recogiendo las longitudes de onda que no son absorbidas por
las clorofilas, tienen otras funciones como la proteccion frente al dafio oxidativo. Son
sintetizados en los aparatos fotosintéticos de las plantas superiores. Los animales y
los humanos no son capaces de sintetizarlos y los absorben a través de la dieta
(Maestro Duran y Borja Padilla, 1993; Krinsky, 1993; Stahl y Sies, 1999; Olmedilla,
2002).

1.3.2.3.1 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES QUIMICAS

Su estructura bésica consiste en un esqueleto tetraterpeno que puede estar

ciclado en uno o los dos extremos de la molécula. Los carotenoides compuestos solo
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por &tomos de carbono e hidrégeno reciben el nombre de carotenos mientras que los
gue contienen algin grupo funcional con oxigeno se conocen como xantofilas. Un
elemento estructural comun en los dos grupos es el extenso sistema de dobles enlaces

conjugados responsable de su color y de algunas de sus funciones bioldgicas.

1.3.2.3.2 p-CAROTENO
El B-caroteno no tiene las caracteristicas estructurales comunes de los
antioxidantes capaces de romper la cadena de propagacion de la oxidacion lipidica

(Figura 1.23)

h Ve Ve VO Y Y Vo Vi W VR

Figura 1.23 Estructura del p-caroteno

De hecho, el extenso sistema de dobles enlaces conjugados de la molécula le
da un caracter prooxidante y lo hace muy susceptible al ataque por parte de radicales
peroxilo (ROO-). Al reaccionar con estos se genera un radical (B-car -) que reacciona
rapida y reversiblemente con oxigeno dando lugar a un nuevo radical peroxilo (B-car-
0OO0") (Figura 1.24). De todas formas, la tasa de oxidacion es dependiente de la presion
parcial de oxigeno dada la reversibilidad de la reaccion. Asi, cuando la presion parcial
de oxigeno es baja, la reaccion esta desplazada hacia la izquierda por lo que disminuye
la concentracion de radicales y disminuye la oxidacion en el sistema (Niki, 1987;

Burton, 1989).
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p-caroteno + ROO. ——mMm» p-car-

p-car- + 0O, <+—» f-car-O0:

Figura 1.24 Mecanismo de accién del p-caroteno

Hay dos caracteristicas que hacen que el B-caroteno pueda manifestar
actividad antioxidante:

» Su reactividad; tiene potencial para competir incluso en concentraciones bajas
por los radicales peroxilo del sistema.

» La estabilidad del radical p-car- ; a presiones parciales de oxigeno
suficientemente bajas, este radical predomina frente al radical peroxilo y
puede ser eliminado del sistema mediante la reaccion con otro radical peroxilo,
dando lugar a un producto inactivo (Burton, 1989). El B-caroteno podria
complementar el papel antioxidante de la vitamina E ya que esta es efectiva a

presiones parciales de oxigeno superiores.

Por el contrario, a altas presiones parciales de oxigeno, el B-caroteno genera
especies radicalarias capaces de promover la oxidacion (Maestro Duran y Borja
Padilla, 1993).

Estudios de suplementacion de este carotenoide en la dieta animal ponen de
manifiesto que el B-caroteno puede manifestar capacidad antioxidante o prooxidante
en funcién de la concentracion a la que se encuentre y del tipo de grasa suministrada

en la dieta (Ruiz et al, 1999; Maraschiello, 1998).
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1.3.2.3.3 LICOPENO

El licopeno es un pigmento natural sintetizado por plantas y microorganismos
gue da color a frutos rojos como los tomates o la sandia. Es el carotenoide mas
prevalente en la dieta occidental y el mas abundante en el plasma humano. Los
tomates y los alimentos que lo incluyen como ingrediente son las principales fuentes

de licopeno en la dieta (Stahl y Sies, 1996).

Se trata de un carotenoide aciclico, de férmula molecular C4Hse, cuya
estructura contiene 11 dobles enlaces conjugados (Figura 1.25). Como polieno
altamente conjugado es particularmente sensible a la degradacién oxidativa. Se ve
afectado por los mismos factores fisicos y quimicos que degradan al resto de
carotenoides (temperaturas elevadas, exposicion a la luz, oxigeno o pH extremos)

(Nguyen y Schwartz, 1999).

| |
N )V Vi Ve VI Y Y Y Ve P VI N

1.25 Estructura del licopeno

Es un compuesto extremadamente hidrofébico y se encuentra en el interior de
las membranas celulares y en las lipoproteinas. De forma natural lo encontramos en
configuracion all-trans, que es la forma termodindmicamente mas estable, pero que
sin embargo, no es absorbida facilmente por el organismo. Mediante el procesamiento
y el tratamiento térmico sufre isomerizacion trans-cis pasando a ser mas
biodisponible. La biodisponibilidad depende también de la presencia de otros
componentes de la dieta como la grasa, otros carotenoides y determinadas vitaminas

y minerales (Rao y Agarwal, 1999).

A diferencia de otros carotenoides, no posee el anillo B-ionona en su

estructura, por lo que no manifiesta actividad provitamina A. A pesar de esto, ocupa
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un lugar central en la ruta de biosintesis de los carotenoides y posee interesantes
propiedades biologicas como la de supresor de la proliferacion celular o inductor de la

comunicacion intercelular.

Se ha observado que es el “inactivador” de oxigeno singlete mas eficaz de
todos los carotenoides. También es capaz de inactivar perdxido de hidrogeno. Se ha
especulado que esta elevada reactividad en comparacién con otros carotenoides
podria ser debida a la presencia de dobles enlaces no conjugados en su estructura. Es
precisamente esa habilidad para actuar como antioxidante inactivando radicales
libres, la clave de sus efectos beneficiosos sobre la salud humana. Diversos estudios
epidemioldgicos relacionan la ingestion de licopeno en la dieta con la disminucion de la
incidencia de determinados canceres, especialmente el de prostata (Rao y Agarwal,
1999). A pesar de eso, algunos estudios proponen que el licopeno, al igual que el B-
caroteno, puede actuar tanto como antioxidante como prooxidante (Anguelova y

Warthesen, 2000; Yeh y Hu, 2000).
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1.4 INFLUENCIA DE LA OXIDACION LIPIDICA Y LA UTILIZACION
DE ANTIOXIDANTES EN LA CALIDAD DE LA CARNE

El término “calidad” es un término relativo, comparable, tremendamente
subjetivo y por tanto es dificil conscensuar una definicion (Hernandez, 2002). El
concepto de calidad ha ido evolucionando dentro de la industria productora de
alimentos de origen animal, siguiendo la evolucion del conocimiento cientifico, los
avances en los métodos analiticos y las expectativas de los consumidores. El
consumidor ha jugado el papel principal en las distintas definiciones que se han dado
del término “calidad”, entre otras, totalidad de caracteristicas que hacen que un
producto sea adecuado para satisfacer unas necesidades, grado de excelencia a un
precio razonable.... Debido al aumento de la utilizacion de aditivos alimentarios,
farmacos, nuevos ingredientes... a esta definicién se le han ido incorporando cada vez
més conceptos relacionados con la salud del consumidor, como la seguridad del
alimento, el bajo contenido energético o la presencia de vitaminas y minerales
(Aumaitre, 1999). Como consecuencia de eso, durante la década de los 90 el concepto
de calidad en los productos alimentarios de origen animal se redefinié como “calidad

total” (Nardone y Valfre, 1999), la cual implicaba:

» Calidad higiénica, es decir ausencia o niveles inferiores a los maximos
permitidos de contaminacion microbiana, metales pesados, patdgenos,
pesticidas, micotoxinas o farmacos.

» Calidad nutricional y composicional, relacionada con una adecuada composicion
lipidica y proteica, asi como la ausencia de compuestos alergénicos.

» Calidad sensorial, relacionada con el flavor, texturay color deseables.

» Calidad tecnoldgica, referente a un correcto procesamiento, almacenaje y

distribucion.

En la figura 1.26 se muestran los principales atributos de calidad para un

producto alimentario.
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aspecto

Calidad alimentaria textura
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Figura 1.26 Principales atributos de calidad para un producto alimentario
(Northcutt, 2003)

Fijandonos en la calidad alimentaria, las principales propiedades sensoriales
por las cuales los consumidores juzgan la calidad de la carne y los productos carnicos

son el aspecto, la texturay el flavor (Chambers y Bowers, 1993; Gray et al., 1996).

1.4.1 INFLUENCIA SOBRE EL FLAVOR

La carne es un alimento apreciado por su valor nutricional y por sus
propiedades sensoriales, siendo el flavor uno de los atributos sensoriales mas

destacables.

Segun la norma UNE 87-001-94, equivalente a la 1SO 5492:1992, el flavor o

sensacion olfato-gustativa se define como el conjunto complejo de propiedades
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olfativas y gustativas que se perciben durante la degustacion y que puede estar
influenciado por las propiedades tactiles, térmicas, dolorosas y por efectos
cinestésicos (sensaciones resultantes de ejercer una presién sobre una muestra

mediante un movimento muscular) (UNE, 1994).

El desarrollo del flavor de la carne se ve influenciado tanto por factores
antemortem (especie, sexo, edad, composicién de la dieta animal...) como por factores
postmortem (procesamiento, coccion, almacenamiento..), siendo estos Gltimos los mas

destacables en la mayoria de los casos (Idolo y Spanier, 1994).

El flavor de la carne cruda es minimo, tiene sélo un ligero sabor a sangre. Es
durante la coccién cuando se producen complejas reacciones entre precursores que
interaccionan y se degradan generando los compuestos responsables del flavor
caracteristico de la carne cocida. Los precursores del flavor de la carne son por un
lado compuestos no volatiles (péptidos, aminoacidos, acidos organicos, azlcares,
nucleotidos...) y por el otro compuestos volatiles derivados principalmente de la
reaccion de Maillard y de la peroxidacion lipidica. Se ha sugerido que en los tejidos
grasos se encontrarian los precursores del flavor caracteristico de cada especie
mientras gue en los tejidos magros estarian los responsables del flavor denominado
“meaty” o carnico, caracteristico de todas las carnes cocidas (Idolo y Spanier, 1994;

Mottram, 1998).

Desviaciones de los flavores habituales en la carne o productos carnicos
pueden provocar el rechazo por parte del consumidor. 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 transformaciéon de la muestra mientras que ta/nt hace referencia a una
sensacion olfato-gustativa ajena al producto en cuestion, producida por causas

externas (UNE,1994).

Segun Gray et al (1996) los off-flavors o taints de la carne pueden

clasificarse en distintos tipos:
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Rancidez oxidativa y/o warmed-over flavor

Off-flavors especificos de la especie animal
Off-flavors derivados del régimen alimenticio del animal
Off-flavors asociados a la condicion sexual del animal
Taints procedentes de un entorno contaminado

Taints inducidos por el procesamiento de la carne

vV V ¥V VY VY VY V

Taints resultantes de contaminacién microbiana

A pesar de que el principal factor limitante en la vida de la carne fresca es la
carga microbiana, la oxidacion lipidica de los &cidos grasos insaturados de los
fosfolipidos de las membranas musculares es una de las principales causas del

deterioro de la calidad de la carne y del desarrollo de off-flavors.

Los hidroperdéxidos, productos primarios de la oxidacion lipidica, son inodoros,
pero su descomposicién genera una mezcla de compuestos de bajo peso molecular
(alcanos, aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteres y acidos), algunos de los cuales tienen
olor y flavor indeseables. La contribucién de cada uno de ellos al flavor de la carne
dependera de la concentracion a la que se encuentren y de su umbral de percepcion.
Algunos de ellos, como los aldehidos, tienen umbrales muy bajos y a concentraciones

inferiores a 1 ug/Kg ya son detectables (Gray y Monahan, 1992).

El término warmed over flavor (WOF) fue introducido por Tims y Watts en el
afio 1958 para describir el rapido desarrollo de un ffavor oxidado en las carnes
recalentadas después de haber sido cocidas y refrigeradas, el cual diferia de la
rancidez que normalmente no es aparente hasta que la carne ha sido almacenada
durante varias semanas o meses. De todos modos, el WOF también se desarrolla en
carne cruda cuando la estructura muscular esta disgregada y se incorpora aire.
Debido a que la oxidacion lipidica se considera la principal responsable del WOF vy la
rancidez, los dos términos podrian parecer intercambiables pero en realidad no lo son,
a pesar de que a menudo se utilizan indistintamente (Love, 1988). Posteriormente se

desarrollo un término mas general, “Meat flavor deterioration” (MFD), para describir

59



Introduccion

la série compleja de reacciones quimicas que contribuyen al incremento de off-flavors

oxidativos y al deterioro simultaneo del flavor deseable en la carne.

Algunos autores sugieren que el WOF solo puede describirse en detalle desde
un punto de vista sensorial mediante la combinacion de varios descriptores (Byrne et

al, 1999a; Byrne et al., 1999b; Byrne et al, 2001; Byrne et a/, 2002).

El WOF vy la rancidez son considerados un problema importante de calidad en
la industria céarnica dirigida a la elaboracién y comercializacién de carnes y productos
carnicos precocinados y reestructurados, que son particularmente susceptibles a la
oxidacion lipidica y se caracterizan por el répido deterioro de su calidad asociado al

desarrollo de off-flavors.

1.4.2 INFLUENCIA SOBRE LA TEXTURA

La textura es un factor importante en la apreciacion sensorial de un alimento.
Algunos estudios demuestran que “eliminando” la textura caracteristica de los
alimentos, sélo un 40% de estos pueden ser identificados correctamente a partir del

flavor (Wilkinson et a/., 2000).

La textura de la carne se ve influida por la raza del animal, el sexo, la edad y
factores de cria. Los cambios producidos durante la conversion del mdsculo en carne
afectan también de forma importante a la textura (Barton-Gade et a/, 1988; Lyon,

2004).

Las proteinas tienen una marcada influencia sobre las caracteristicas fisicas
de los alimentos por lo que cambios oxidativos en estas biomoléculas pueden tener
efectos significativos en la integridad del alimento. Hasta hace poco, los cambios
oxidativos se correlacionaban en general con la pérdida de calidad, pero en los Gltimos
afios se ha puesto de manifiesto que la oxidacion proteica puede mejorar propiedades

texturales de algunos alimentos. Sin embargo, se debe tener en cuenta también que
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como resultado de la reaccion entre lipidos oxidados y proteinas, pueden provocarse
entrecruzamientos entre estas moléculas que causen una disminucion de la solubilidad
de proteinas o incluso su desnaturalizacion, lo que afectaria negativamente a la

textura de la carne (Kanner, 1994).

1.4.3 INFLUENCIA SOBRE EL COLOR

El color de la carne fresca es una de las principales caracteristicas por las
cuales los consumidores juzgan su frescor y calidad y, en base a ello, la aceptan o
rechazan. Pruebas de andlisis sensorial de alimentos a los que se habia modificado el
color sin que se viera afectada ninguna otra caracteristica, provocaban que los
catadores apreciasen cambios de flavor en el alimento que en realidad no existian
(Barbut, 2002b). Esto demuestra hasta que punto los consumidores dan importancia al

color en la apreciacion de la calidad del alimento.

El color de la carne se debe al estado oxidativo del pigmento mioglobina. La
oxigenacién de la mioglobina, responsable del color pirpura de la carne roja recién
cortada, da lugar a la oximioglobina que proporciona a la carne un color rojo cereza
brillante muy atractivo para el consumidor. Como consecuencia de la oxidacion de la
oximioglobina se genera metamioglobina que da una pigmentacion marron-grisacea
(Kanner, 1994; Liu et al, 1995; Barbut, 2002b). Especies radicalarias producidas
durante la oxidacién lipidica pueden promover la oxidacion de estos pigmentos (Gray
et al, 1996). Diversos estudios muestran la eficacia de distintos antioxidantes en el
mantenimiento de la estabilidad del color de la carne (Chan et al, 1996; Lee et al,

1999; Fernandez-Ginés et al, 2001; Robbins et al/, 2003).

La carne de ave difiere de las carnes rojas en la cantidad de pigmentos y en
gue en muchas ocasiones se vende con la piel intacta por lo que su apariencia se vera
afectada por el color de la piel. La pigmentacion de la piel depende mayoritariamente
de dos factores; el primero es la capacidad genética del animal para producir el

pigmento melanina y depositarlo en la dermis o epidermis; el segundo es la habilidad
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para absorber y depositar pigmentos carotenoides de la dieta (Barton-Gade et al,
1988; Barbut, 2002b).

El color de la carne se ve afectado por factores como la edad, sexo, raza,
dieta, grasa intramuscular, contenido en humedad o nivel de estrés en el momento del
sacrificio. Las diferencias béasicas de color entre musculos de un mismo animal son
resultado de la proporcion relativa de fibras musculares blancas y rojas. La pechuga
esta compuesta principalmente de fibras blancas con bajo contenido en mioglobina y
por lo tanto tiene un color claro. El muslo, en cambio, esta compuesto principalmente
de fibras rojas y presenta un color mas oscuro que la pechuga. En general, el
porcentaje de mioglobina en los musculos varia segun la especie, sexo y edad del
animal. Asi, los masculos de animales mas jovenes son mas claros que los de animales
maduros (Barbut, 2002b). Ademas pueden encontrarse defectos que afecten el color
de la carne como la presencia de hemorragias relacionadas con heridas musculares o
la decoloracién de la carne almacenada desprotegida, cubierta con un material

inadecuado y/o0 expuesta a la luz (Barbut, 2002b).

1.4.4 EVALUACION SENSORIAL DE CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS

A pesar de que en los ultimos afios el efecto de diversos antioxidantes en la
estabilidad oxidativa de la carne ha sido extensamente estudiado, pocos trabajos han
determinado el efecto de estos antioxidantes en las propiedades sensoriales de la
carne (lgene et al,, 1985; De Wiinne y Dirinck, 1996; Sheldon et a/, 1997; Bou et a/,

2001; Ruiz et al, 2001; Mielnik, 2002).

El grado de oxidacion lipidica de la carne y productos cérnicos se determina
habitualmente mediante métodos quimicos, siendo el test del &cido tiobarbiturico
(TBA) el mas utilizado y considerado un buen indicador de la rancidez (Fernandez et
al, 1997). Sin embargo, si el objetivo es determinar de forma simultanea algunas

caracteristicas de calidad de la carne como el flavor, textura y color, tal y como
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seran percibidos por el consumidor es necesario recurrir al andlisis sensorial (Love,

1988).

El andlisis cuantitativo descriptivo (QDA) es una técnica que permite la
caracterizacion de los atributos sensoriales de un alimento percibidos por un panel de
catadores entrenados, en términos cuantitativos (Stone et al, 1974). Cuando se
investigan diferencias entre tratamientos experimentales, permite determinar el
efecto de dichos tratamientos en los atributos sensoriales de las muestras (Bett,

1993).

Para llevar a cabo el andlisis se debe tener en cuenta que la carne y productos
carnicos son poco homogéneos por lo que la utilizacién de un disefio experimental
apropiado es de especial importancia para reducir el error experimental y obtener
una informacién valida y reproducible, objetivo basico del analisis sensorial analitico

(Guerrero, 2002).

» Previamente a las sesiones de cata es necesaria la eleccion de los descriptores
gue posteriormente se utilizaran para la evaluacion sensorial. Es muy
importante la utilizacién de definiciones claras y precisas para todos y cada
uno de los descriptores con el fin de unificar criterios, ya que de otro modo
dos paneles distintos podrian estar describiendo una misma caracteristica

mediante términos diferentes (Bett, 1993).

» Posteriormente es necesario un periodo de entrenamiento mediante el cual los

catadores se familiaricen con los atributos a valorar (Love, 1988).

» El ensayo debe realizarse en condiciones normalizadas en cuanto al lugar (UNE,
1979) y al horario de la cata. También es necesario estandardizar la cantidad
de muestra a degustar y el contenedor en el que esta sera presentada. Es
importante que la preparacion de la muestra sea lo mas uniforme posible para

asegurarse que la variacion entre muestras no es debida al método de
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preparacion. Ademas, las muestras deben servirse inmediatamente después de

ser preparadas para evitar posibles cambios (Bett, 1993).

Como norma general, debemos intentar eliminar o controlar mediante un disefio
adecuado todos aquellos factores externos al producto que puedan aumentar
aun mas la variabilidad que ya obtendremos como consecuencia de la
heterogeneidad del producto a evaluar. Lo mas habitual, en el caso de la carne,
es que varios catadores evallen la misma pieza de carne por lo que un disefio
adecuado debe tener en cuenta la zona degustada por cada catador ya que
pueden variar considerablemente las propiedades sensoriales segin la zona

(Guerrero, 2000).

Otro aspecto importante a tener en cuenta es el efecto del orden de
presentacién de las muestras que también, mediante el disefio experimental, se

debe bloquear (Macfie et a/, 1989).
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1.5 ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS EN PRODUCCION ANIMAL

Tras las recientes crisis alimentarias registradas, la sanidad y la nutricion
animal estan siendo puntos de control primordiales dentro de la Unién Europea.
Ambos puntos son el origen de la seguridad alimentaria que exigen y reclaman tanto el

sector como los consumidores de productos de origen animal.

Como resultado de la constante preocupacion por prevenir las enfermedades
infecciosas dentro de la granja, se esta utilizando la tecnologia mas avanzada para la
cria de las aves, incluyendo el empleo de sustancias de accion farmacolbgica, entre

ellas, los antibiéticos.

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden,
eventualmente, destruirlos. Hoy en dia, antibidticos naturales, pero también
semisintéticos y sintéticos estadn a nuestra disposicién. En nutricién animal son
considerados aditivos y pueden administrarse con dos fines claramente diferenciados

(Cancho Grande et al,, 2000):

» Con finalidad terapéutica como tratamiento de una infeccion documentada
y/o con finalidad profilactica para prevenir una infeccion durante un
procedimiento determinado, por ejemplo en los ciclos iniciales de
crecimiento de animales, especialmente sensibles a agentes infecciosos

particulares.

» Como promotores de crecimiento animal, favoreciendo el control de la flora
bacteriana, lo cual comporta un aumento del aprovechamiento de los
nutrientes y un aumento considerable de peso del animal. La lista de
antibidticos aptos como promotores de crecimiento animal se ha visto
reducida durante los ultimos afios. Actualmente quedan cuatro antibidticos

legalizados: la monensina, la salinomicina, el flavofosfolipol y la avilamicina.
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Estos cuatro antibioticos permiten el control de los gérmenes patdgenos
Gram positivo que pueden colonizar el intestino de los animales, lo cual
facilita que el animal pueda absorber y aprovechar mejor los nutrientes que

recibe a través de la dieta.

1.5.1 PROBLEMATICA

La utilizacion incorrecta de antibioticos en sanidad animal genera una doble
problematica. Por un lado, el incremento de los casos de resistencias a medicamentos
antimicrobianos administrados en medicina humana que ha originado una fuerte
controversia sobre la utilizaciéon de estos farmacos en animales destinados al
consumo. Espafia se encuentra entre los paises con mayor incidencia de bacterias
resistentes, entre ellas algunas cepas de Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Pasteurella spp. y Escherichia Coli. Algunos investigadores postulan que la
administracion de antibiéticos como promotores de crecimiento en animales
destinados al consumo permite la aparicion y seleccion de bacterias resistentes en la
cadena alimentaria que se incorporan al organismo humano (Cancho Grande et al,
2000). Asi por ejemplo, Campylobacter spp. es una bacteria que provoca diarreas en
el hombre. La infeccion en humanos se produce principalmente a través de los
alimentos, sobre todo de pollo. Ultimamente se ha detectado un incremento notable
de la resistencia a fluoroquinolonas en bacterias aisladas tanto de pollos como de
humanos. Aungue es dificil demostrar la transferencia de bacterias resistentes a
antibiéticos desde los animales al hombre, segun algunos autores, el amplio uso de
fluoroquinolonas en pollos y la casi exclusiva ruta de transmisién de Campylobacter de
pollos al hombre sugieren que dicha resistencia podria ser debida al uso del
antibiotico enrofloxacina en los animales (McDermott et a/, 2002; Orden y de la
Fuente, 2001). Otros consideran que estos casos de resistencia se deben
principalmente al uso excesivo de estos farmacos en humanos. Sea cual sea el motivo,
la resistencia a las quinolonas es altamente indeseable ya que estos antimicrobianos
son muy eficaces en el tratamiento de algunas enfermedades graves producidas por

bacterias multiresistentes en humanos, como infecciones complicadas del tracto
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urinario, infecciones gastrointestinales, enfermedades de transmision sexual,
infecciones del tracto respiratorio o osteomielitis crénica (Orden y de la Fuente,

2001).

Durante los ultimos afios el amplio uso de antibidticos, tanto en humanos como
en animales destinados al consumo, dificulta la obtenciéon de conclusiones sobre el
origen de estas resistencias pero, tal y como apunta la Organizacién Mundial de la
Salud, el uso adecuado de estos farmacos en animales debe tener la maxima

prioridad.

Por otro lado, la administracién de antibidéticos a animales destinados a la
produccién de alimentos puede dejar residuos en los productos alimenticios obtenidos
a partir de los animales tratados (Casademont y Garcia Regueiro, 1999). Los residuos
son sustancias farmacologicamente activas que permanecen en el alimento. La
localizacion de estos es variable, comprendiendo el tejido muscular, la grasa, el higado
o el rifion (Cancho Grande et a/, 2000). Por este motivo resulta necesario establecer
limites méximos residuales (LMR) que se definen como aquella concentracion de la
sustancia en los tejidos comestibles del animal que al ser ingerida por el hombre no
constituye ningln riesgo para su salud (Anadén y Martinez-Larrafiaga, 1999). Los LMR
se establecen previa evaluacién cientifica del Comité de Medicamentos Veterinarios
de acuerdo con el procedimiento comunitario de fijacion de los limites méaximos
residuales que se estableci6 en el Reglamento CE R2758/99, modificacion del
23/12/99 del R2377/90. Las sustancias utilizadas en medicamentos veterinarios
respeto a las cuales se han establecido los LMR figuran en el anexo | de este
reglamento. Para cada sustancia farmacoldgicamente activa se especifica el residuo
marcador gue puede ser la propia sustancia y/o derivados o metabolitos de esta, las
especies animales a las que puede administrarse el medicamento y por lo tanto donde
pueden encontrarse los residuos y, finalmente, los LMR especificos de cada tejido
diana (generalmente musculo, grasa, higado y rifién). Desde el uno de enero de 2000

cualquier producto de uso veterinario que quiera ser comercializado en la Unién
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Europea ha de contar con el LMR para cada especie objeto de la administracién y para

cada tejido diana.

Para garantizar que la concentracion residual de los antibidticos no sea
superior a su correspondiente LMR es necesario establecer un tiempo de espera,
plazo de tiempo que debe transcurrir y ser respetado desde el ultimo tratamiento
farmacoldgico hasta el sacrificio del animal para poder consumir sus productos. Este
se determina en funcién del perfil cinético de eliminacion tisular del farmaco en el
animal. Un periodo de retirada adecuado garantiza que las concentraciones del
farmaco en los tejidos en cuestion estaran por debajo de los LMR (Anadon y

Martinez-Larrafiaga, 1999; Cancho Grande et a/,, 2000).

En la Tabla 1.5 se indican los Reglamentos del Consejo Europeo, las Directivas
Europeas y los Reales Decretos relacionados con el uso de antibidticos en

alimentacion animal.

Tabla 1.5 Consideraciones legales relacionadas con el uso de antibiéticos en alimentacién

animal®
Reglamentos Directivas Reales
Consejo Europeas Decretos
Europeo
Medicamentos veterinarios 93/40/CEE RD 109/1995
Piensos medicamentosos: preparacion,
puesta en el mercado y utilizacion 90/167/CEE RD 157/1995

ReIS|duos: . medidas de control en 96/23/CEE RD 1262/1989
animales vivos y sus productos

Limites maximos residuales.

Establecimiento comunitario para la 2758/99

fijacion de LMRs de medicamentos en

alimentos de origen animal

Aditivos: autorizacion y regulacion en

. - . 96/51/CEE RD 2599/1998
alimentacion animal

!(Cancho Grande et al,, 2000)
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1.5.2 ADMINISTRACION DE FLUOROQUINOLONAS

Las quinolonas son una familia de agentes antibacterianos de origen sintético.
Las quinolonas originales (acido nalidixico, oxolinico y pipemédico) fueron introducidas
durante la década de los 60 del siglo pasado. Tienen capacidad de inhibir la actividad
de la ADN girasa bacteriana, un tipo de topoisomerasa Il encargada de mantener la
conformacion del ADN bacteriano y también necesaria para la transcripcién y
replicacion del mismo, resultando en un efecto bactericida (Carlucci, 1998; Stratton,

1998; Orden y de la Fuente, 2001).

En la actualidad, las quinolonas originales son poco utilizadas debido al
desarrollo de resistencias y a su toxicidad, especialmente para el sistema nervioso
central (Stratton, 1998). La adicién de un atomo de fllior en posicién 6 y un anillo 4-
metilo-piperazin-1-il en posicién 7, incrementd drasticamente la potencia y espectro
de actividad de estos inhibidores de la ADN girasa y dio lugar a un nuevo grupo de
antimicrobianos: las fluoroquinolonas (Carlucci, 1998; Orden y de la Fuente, 2001). De
esta manera se mejoro la unién a su enzima diana y se aumento la penetracion celular
hasta 70 veces respecto a las quinolonas originales. Ademas, se aumenté la eficacia
contra patégenos Gram negativo y se amplid el espectro de actividad al actuar contra
patogenos Gram positivo (Otero et al, 2001b). Son una de las clases de antibiéticos
més utilizados hoy en dia tanto en medicina humana como veterinaria para el
tratamiento de una gran variedad de enfermedades infecciosas, debido a su espectro
y propiedades fisicoquimicas. Actian sobre la ADN girasa y la topoisomerasa IV de
procariotas y tienen una toxicidad extremadamente baja contra las células eucariotas

(Stratton, 1998).

Las fluoroquinolonas mas conocidas entre las desarrolladas y usadas en
medicina veterinaria incluyen la amifloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina,
enrofloxacina, marbofloxacina, norfloxacina y sarafloxacina (Otero et a/, 2001a). En
general tienen buena absorcion oral y completa absorcion parenteral, semividas de
eliminacion relativamente largas, gran volumen de distribucion, excelente penetracion

tisular y se eliminan principalmente por excrecion renal y metabolismo hepatico
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(Otero et al, 2001b). Al actuar especificamente sobre el ADN, las fluoroquinolonas
son rapidamente bactericidas y activas a muy bajas concentraciones. En algunas
ocasiones su eficacia se ve afectada por el pH del medio. Se ha observado menor
actividad contra bacterias Gram negativo en medio acido que en medio basico. Sin
embargo, la accion frente a bacterias Gram positivo, no parece que se altere por el

pH del medio.

1.5.3 ENROFLOXACINA

1.5.3.1 FUNCIONES Y APLICACIONES

La enrofloxacina es una fluoroquinolona desarrollada en los afios 80 para su uso
exclusivo en medicina veterinaria (Otero et al, 2001a). Es ampliamente utilizada para
el tratamiento de enfermedades en aves (Sumano et al, 1998; Lees y Shojaee, 2002).
Precisamente las enfermedades animales que actualmente requieren un uso mas
extensivo de farmacos terapéuticos o profilacticos son las enfermedades

respiratorias y entéricas en aves (Anaddén y Martinez-Larrafiaga, 1999).

La enrofloxacina se caracteriza por poseer una muy buena actividad
antimicrobiana, excelente contra bacterias Gram negativo y buena contra bacterias
Gram positivo y Mycoplasma spp. Es bactericida y micoplasmicida a bajas
concentraciones y eficaz contra organismos que son resistentes a los B-lactamicos,
aminoglucosidos, tetraciclinas, antagonistas del &cido félico y macrélidos (Otero et
al, 200la). Tiene un comportamiento farmacocinético favorable, con una alta
biodisponibilidad en la mayoria de especies tanto por administracion oral como
parenteral, la absorcién es casi completa y la distribucién tisular garantiza
concentraciones inhibitorias minimas frente a los microorganismos causantes de la
mayoria de las enfermedades en los animales (Otero et a/, 2001lb). En pollo es
rapidamente absorbida por via oral, con una biodisponibilidad cercana al 60% (Anaddn

et al., 1995).

70



Introduccién

Segun el R2758/99, modificacion del 23/12/99 del R2377/90, se establecid
un LMR para la enrofloxacina en aves no productoras de huevos para el consumo

humano de 100ug/Kg en musculo, 200ug/Kg en higado y 300ug/Kg en rifidn.

1.5.3.2 ESTRUCTURA QUIMICA
La enrofloxacina es una fluoroquinolona derivada del &cido nalidixico y como
todos los compuestos genéricamente llamados quinolonas, tiene un ndcleo quimico

basico denominado “dihidroquinolina” o anillo 4-quinoldnico (Figura 1.27).

S

N
| H
CH,CH,

Enrofloxacina Ciprofloxacina

Figura 1.27 Estructura de la enrofloxacina y la ciprofloxacina

Su férmula molecular es CigH2>FN3O3 y su peso molecular de 359.4 que, al ser
bajo, favorece su penetracion tisular.

La presencia de un grupo etilo en la posicion 4 del anillo 4-metilo-piperazin-1-il
parece aumentar la absorciéon digestiva y la disponibilidad, asi como lograr que la
enrofloxacina alcance el doble de la concentraciéon plasmatica que su metabolito, la

ciprofloxacina (Otero et al,, 2001a).
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1.5.3.3 ADMINISTRACION

Existen diferentes formas de dosificacién para los mismos farmacos. En
animales de mayor tamafio se les administran a través de pildoras o soluciones
inyectables, pero la medicacion en aves, por razones practicas, se administra a grupos
de animales y no individualmente, incorporandose el farmaco en el alimento o en el
agua de bebida. Esto hace que, ademas de la inevitable variacién entre animales
respeto a la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, haya una variacion en la

ingestion (Lees y Shojaee, 2002).

La biodisponibilidad oral puede verse alterada por interacciones con otros
compuestos presentes en el alimento o en el agua, las cuales pueden manifestarse
durante el proceso digestivo. Por este motivo, una adecuada terapia antimicrobiana a
través del agua de bebida (via mas habitual) requiere un control exhaustivo. La
ignorancia de factores fisioldgicos, patologicos o de las condiciones de cria conducira
a una inadecuada dosis de administracion. Se debe tener en cuenta que el consumo de
agua por parte del animal varia ampliamente de acuerdo con la especie, la edad y la
temperatura ambiente. El consumo de agua relativo (volumen diario de ingestion de
agua en proporcion al peso corporal) es casi el doble en pollos que en pavos. El
consumo relativo de agua y como consecuencia la ingestién del farmaco disminuyen con
la edad, siendo la mitad en adultos en comparacion con las aves jovenes. Dentro de la
temperatura de confort (15-25°C), el consumo de agua relativo y la relacion
agua/alimento ingerido se mantienen bastante estables, pero aumentan bruscamente
cuando se sobrepasa el umbral de estrés al calor. En climas tropicales la dosis del
farmaco puede ser entre dos y tres veces superior que en condiciones moderadas. Los
programas de iluminacion, alimentacién y las enfermedades también influyen

considerablemente en el consumo de agua (Bayer, 2002).

Por otro lado, se debe tener especial precaucion al preparar las soluciones ya
gue la presencia de aguas duras o de aguas con exceso de cloro (>3ppm) bloquean

muchos antibidticos (Serrano, 2002). El uso de contenedores metalicos galvanizados
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podria provocar también la inactivacion del farmaco por iones metélicos (Lees y

Shojaee, 2002).

1.5.3.4 METABOLISMO E INTERACCIONES

El metabolismo de la enrofloxacina se lleva a cabo en el higado donde es
parcialmente desacetilada dando lugar a la ciprofloxacina, la cual es responsable de
una parte considerable de la actividad antimicrobiana (Anadén et al., 1995; Otero et
al, 2001b). El metabolismo depende de la especie y de la edad; los animales adultos
tienden a tener un metabolismo de farmacos mas lento que los jévenes (Lee y

Shojaee, 2002).

Estudios recientes apuntan algunos efectos no deseables relacionados con el
metabolismo de este tipo de farmacos como incompatibilidades con otros farmacos,

cambios en el metabolismo de otras sustancias o incluso efectos toxicos.

En el metabolismo hepatico de estos antibidticos intervienen enzimas
microsomales hepéticos pertenecientes a la familia del citocromo P450. Parece ser
gue la enrofloxacina podria tener efectos inhibitorios sobre algunas de estos
enzimas, pudiéndose ver afectado el metabolismo de otras sustancias (Shlosberg,
1995; Vancutsen y Babish, 1996; Shlosberg et al, 1997; Vaccaro et al, 2003).
También se han descrito interacciones entre las fluoroquinolonas y otras drogas
metabolizadas a través del citocromo P450 (Stratton, 1998). La combinacion de
farmacos antibacterianos es un factor importante en terapéutica avicola. Algunas
veces mediante la combinacion de farmacos se consiguen efectos sinérgicos
ventajosos pero en otras ocasiones la combinacion da lugar a incompatibilidades

farmacoldgicas.

Por otro lado, se ha observado que como consecuencia del metabolismo de
determinados xenobidticos, se generan intermediarios radicales libres que podrian
provocar estrés oxidativo (Glrbay et a/, 2001; Martinez-Cayuela, 1998). Por lo tanto,

la administracién de enrofloxacina a los animales podria afectar al grado de oxidacion
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lipidica de la carne de estos. En este sentido, seria interesante estudiar la incidencia
de las fluoroquinolonas en la oxidacion y las posibles interacciones entre este tipo de

farmacos y los antioxidantes suplementados en la dieta animal.

Finalmente, en la cria de aves, los ion6foros coccidiostatos como la monensina
son comunmente administrados. A veces, el uso de estos juntamente con otros
farmacos puede provocar efectos téxicos. Los mecanismos de toxicidad no han sido
completamente elucidados, pero podria ser debido a la generacién de niveles elevados
de radicales libres, a la disminucién de las defensas antioxidantes o a cambios en la

actividad microsomal de la citocromo P450 monooxidasa (Ershov et a/, 2001).

1.5.3.5 DETERMINACION

A lo largo de los afios se han desarrollado multitud de técnicas para el analisis
de fluoroquinolonas en muestras bioldgicas. Tradicionalmente se determinaban
mediante métodos microbiolégicos, pero estos eran lentos, poco selectivos pues
presentaban respuestas globales a familias de compuestos y ademés, en algunos

casos, eran poco sensibles.

Los métodos quimicos son mas complejos ya que generalmente constan de una
etapa de extraccion y otra de purificacion del extracto obtenido, seguida de la
determinacion del analito, generalmente mediante una técnica cromatogréafica. La
cromatografia liquida (HPLC) se ha convertido en una poderosa herramienta para la
determinacién rutinaria de antimicrobianos en muestras biolégicas. Los mayores
beneficios de esta técnica son su especificidad, rapidez y sensibilidad, ademas del
potencial para detectar y cuantificar productos de degradaciéon metabdlica (Carlucci,

1998).

Numerosos autores sugieren métodos para la extraccion y determinacion
mediante HPLC de enrofloxacina y ciprofloxacina en muestras biol6gicas utilizando

diferentes tipos de deteccion (Rogstad et al, 1991; Tarbin et a/, 1992; Carlucci,1998;
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Gorla et al,, 1997; Hernandez-Arteseros et al, 2000; Yorke y Froc, 2000; Schneider

y Donoghue, 2002; Souza et al., 2002).
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Objetivos

Como se ha comentado en la revision bibliografica, los procesos oxidativos,
junto con la contaminacion microbiana, son los principales responsables del deterioro
de la calidad de la carne y de la generacion de compuestos potencialmente toxicos

para la salud humana.

La incorporacion de antioxidantes en la dieta animal da lugar a una mejora de la
estabilidad oxidativa de la carne y de los productos carnicos. En este sentido, la
vitamina E ha demostrado su eficacia en numerosos estudios, sin embargo, los
resultados con el B-caroteno no son tan claros; al parecer, su efecto dependeria de
diversos factores como la dosis administrada, la presion parcial de oxigeno o la
presencia de otros antioxidantes. No se tiene constancia hasta el momento del
estudio de la suplementacién conjunta de vitamina E y B-caroteno ni de la utilizacién

del licopeno en nutricién animal.

Por otro lado, la administracién de antibidticos en la practica avicola es comun.
La presencia de residuos de farmacos en los tejidos animales destinados al consumo
humano puede afectar negativamente a la seguridad de los alimentos. Por lo tanto, es
importante el conocimiento del comportamiento de estos farmacos asi como de sus

posibles interacciones con otros componentes de la dieta de los animales.

El propédsito general de la investigacion era valorar la mejora en la estabilidad
oxidativa y en la calidad sensorial a que puede dar lugar la suplementaciéon de
antioxidantes naturales en las dietas de pollo y pavo, y apreciar la incidencia de la
administraciéon de enrofloxacina sobre la seguridad abidtica de la carne. Ademas, se
perseguia estudiar las posibles interacciones entre los distintos compuestos afiadidos

a la dieta.
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El estudio se plante6 con dos objetivos concretos:

» Evaluar el efecto de la suplementacion de la dieta de pollos y pavos con
diferentes dosis de vitamina E, B-caroteno y licopeno, solos o en combinacion,
para observar:

= La acumulacién de la vitamina E en el tejido muscular.

= El efecto de los antioxidantes sobre la estabilidad oxidativa de la carne
cruda mediante la determinacion de la actividad del sistema de enzimas
antioxidantes y de los niveles de sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (TBARS).

= La influencia de los antioxidantes sobre ciertas caracteristicas

sensoriales de la carne cocida.

> Establecer los niveles de antibidtico acumulados a nivel muscular y hepéatico
después del tratamiento de los animales con o sin periodo de retirada del
farmaco y, en relacion a los resultados obtenidos anteriormente, analizar las
posibles interacciones entre los antioxidantes suplementados, en particular la

vitamina E, y la administracion del antibidtico.

Se consideraron dos especies de aves destacables desde un punto de vista
comercial y con caracteristicas diferentes especialmente en relacion a su estabilidad
oxidativa. Ademas, en todos los analisis llevados a cabo se tuvieron en cuenta dos

tipos musculares, pechuga y muslo, de caracteristicas metabolicas distintas.

80



3. MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

3.1 OBTENCION DE MUESTRAS

3.1.1 ANIMALES

Para los ensayos se utilizaron 96 pollos (Gallus gallus) broilers hembra de la
estirpe Ross 308 y 96 pavos (Meleagris gallipavo) de la estirpe BUT9, ambos de un dia
de vida. Los animales se distribuyeron al azar en diversos parques de las instalaciones
del Centro de Mas Bové (IRTA). Se criaron segun las practicas rutinarias en términos
de luz (Tabla 3.1) y temperatura (Tabla 3.2) y dispusieron de calefaccion de gas y

ventilacion natural mediante ventanas (Figura 3.1).

Tabla 3.1 Programa de iluminacion recomendado para aves

Periodo Horas de luz
De los O a los 4 dias 23
De los 4 a los 10 dias 20
De los 10 dias al final 18

Tabla 3.2 Temperaturas recomendadas para aves

Periodo Temperatura (°C)
Dos primeros dias 32-34
Resto de la primera semana 29-31
Segunda semana 26-28
Tercera semana 23-25
Cuarta semana 20-22
Quinta semana en adelante 19-21
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Figura 3.1 Cria de los animales

3.1.2 DIETAS
Los animales fueron alimentados ad /ibitum. Los pollos recibieron una Unica
dieta a base de trigo y harina de soja durante todo el periodo de engorde que fue de

seis semanas. La composicion de esta dieta basal se muestra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Composiciéon de la dieta basal suministrada a los pollos

Ingrediente %
Trigo 58.25
Harina de soja, 48% de proteina 3172
Manteca de cerdo 6.00
CaCO3 1.22
CaxHPO, . 2H,0 1.79
Sal 0.44
DL-metionina 0.19
Minerales y vitaminas® 0.40
Roxazyme G (mg/Kg) 150

'Un Kg de pienso contiene: Vitamina A: 12000U1; Vitamina Ds: 2400U1; Vitamina E: 30mg;
Vitamina Ksz: 3mg; Vitamina B;: 2.2mg; Vitamina B2: 8mg; Vitamina B6: 5mg; Vitamina B12:
11ug; Acido félico: 1.5mg; Biotina: 150 ug; Pantotenato calcico: 25mg; Acido nicotinico: 65mg;
Mn: 60mg; Zn: 40mg; 1: 0.33mg; Fe: 80mg; Cu: 8mg; Se: 0.15mg.
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Los pavos en cambio, recibieron tres piensos de tipo comercial a base de trigo
y harina de soja durante el periodo de engorde que fue de 12 semanas. En la Tabla 3.4

se muestran las tres fases en las que se dividio la cria.

Tabla 3.4 Fases de cria de los pavos

Energia
Fase Dias de ensayo metabolizable Proteina bruta (%)
(MJ/Kg)
F1 0-28 11.7 28.0
F2 29-56 12.1 25.0
F3 57-84 125 22.0

La composicion de la dieta basal que se les suministrd durante estas tres fases

se muestra en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Composicion de la dieta basal suministrada a los pavos®

Ingrediente De 0 a4 De5a38 De 9 a 12
semanas semanas semanas

Trigo 41.83 48.46 56.48
Harina de soja, 48% proteina 47.36 41.62 32.82
Soja extrusionada 2.00 2.00 -
Manteca de cerdo 341 3.98 6.00
CaCOg 1.95 1.11 2.26
Cap,HPO, . 2 H,O 2.36 1.85 1.50
Sal 0.37 0.32 0.24
DL-metionina 0.23 0.17 0.12
L-Lisina HCI 0.037 0.095 0.190
ColinaCl 50% 0.042 0.004 -
Minerales y vitaminas? 0.40 0.40 0.40
Monensina (mg/Kg) 90 90 -

Valores expresados en %.

2Un Kg de pienso contiene: Vitamina A: 12000U1; Vitamina Ds: 2400U1; Vitamina E: 30mg; Vitamina Ks: 3mg;
Vitamina B;: 2.2mg; Vitamina B2: 8mg; Vitamina B6: 5mg; Vitamina B12: 11ug; Acido félico: 1.5mg; Biotina: 150 pg;
Pantotenato célcico: 25mg; Acido nicotinico: 65mg; Mn: 60mg; Zn: 40mg; I: 0.33mg; Fe: 80mg; Cu: 8mg; Se: 0.15mg.

85



Material y métodos

3.1.3 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

En el caso de los pollos, se llevaron a cabo ocho tratamientos experimentales
en los que la dieta basal fue suplementada con antioxidantes naturales (a-tocoferol,
B-caroteno y licopeno) en distintas combinaciones y concentraciones. Ademas, en
algunos tratamientos se administré el antibidtico enrofloxacina con o sin fase de
retirada. La composicion de los distintos tratamientos experimentales se muestra en

la Tabla 3.6.

Tabla 3.6 Descripcion de los tratamientos experimentales en pollo

Tratamiento Suplementacion Administracién
experimental antioxidante antibidtico

T1 (control) - -

50ppm enrofloxacina

T2 -
sin fase de retirada
T3 50ppm enrofloxacina
con fase de retirada de 12 dias
100ppm acetato 50ppm enrofloxacina
T4 . . .
de a-tocoferilo sin fase de retirada
100ppm acetato 50ppm enrofloxacina
T5 de oa-tocoferilo con fase de retirada de 12 dias
30ppm acetato
T6 . -
de a-tocoferilo
T7 10ppm licopeno -
30ppm acetato
T8 de a-tocoferilo )

+
15ppm B-caroteno
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Para el estudio con pavos se realizaron siete tratamientos experimentales en

los que la dieta basal se suplementdé con o-tocoferol y B-caroteno ademés de la

administracién de enrofloxacina con o sin fase de retirada en algunos tratamientos

(Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Descripcion de los tratamientos experimentales en pavo

Tratamiento
experimental

Suplementacién
antioxidante

Administracion
antibiotico

P1 (control)

50ppm enrofloxacina

p2 -
sin fase de retirada
p3 50ppm enrofloxacina
con fase de retirada de 12 dias
200ppm acetato 50ppm enrofloxacina
P4 . ) .
de oa-tocoferilo sin fase de retirada
PS5 200ppm acetato 50ppm enrofloxacina
de a-tocoferilo con fase de retirada de 12 dias
50ppm acetato -
P6 .
de a-tocoferilo
50ppm acetato
pP7

de a-tocoferilo +
15ppm B-caroteno

Suplementacion de antioxidantes

La vitamina E, como acetato de a-tocoferilo, el B-caroteno y el licopeno fueron

suministrados por Roche Vitamins (Madrid, Espafia). Los antioxidantes fueron

afiadidos en la dieta de los pollos durante todo el periodo de cria y durante las dltimas

cuatro semanas en el caso de los pavos.
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Administracion de antibiotico

El antibidtico se administr6 a través del agua de bebida. El producto comercial
utilizado fue Roxacin (Laboratorios Calier, S.A., Barcelona). Se afiadi6 una dosis de 50
ppm en el agua, lo que suponia aproximadamente 10 mg/Kg de animal, considerando una
ingestion media de 0.4 Kg de agua y un peso medio de los animales de dos Kg.

En los tratamientos T2 y T4 de pollos y P2 y P4 de pavos, el farmaco se
administré durante los cinco dias anteriores al sacrificio. En los tratamientos T3y T5
de pollos y P3 y P5 de pavos, se administré durante cinco dias y los animales fueron

sacrificados 12 dias después de la ultima administracion.

3.1.4 SACRIFICIO

Los animales fueron sacrificados en un matadero comercial a los 42 dias de
vida los pollos y a los 84 dias los pavos. De diez animales por tratamiento se
diseccionaron las pechugas y los muslos. Las muestras destinadas a analisis quimicos
se limpiaron de grasa, tejido conectivo y huesos, se picaron finamente para
homogenizar el tejido muscular y se distribuyeron en diversas bolsas opacas e
impermeables al oxigeno. Las muestras para el anélisis sensorial se guardaron enteras
en las mismas condiciones. Las bolsas se almacenaron a —-20°C hasta el momento del
analisis. También se obtuvieron los higados de cada animal que, envasados en las
mismas condiciones, fueron almacenados a -80°C.

El resto de las muestras (pechugas, muslos e higados) se guardaron en las
mismas condiciones y fueron utilizadas para la puesta a punto de la metodologia, la
realizacion de ensayos previos (TBARS de las muestras de carne cocida,
determinacién de las condiciones de coccion y del tiempo de almacenamiento de las
muestras para el andlisis sensorial) y para el entrenamiento de los catadores
(tratamientos sin enrofloxacina).

En las Figuras 3.2 y 3.3 se muestra el esquema de trabajo para las muestras de

pollo y pavo respectivamente.
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96 pollos (12/trat)

80 pollos (10/trat)

16 pollos (2/trat)
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Figura 3.2 Esquema de trabajo muestras de pollo
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80 pavos (10/trat)
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3.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

3.2.1 REACTIVOS

El glutation reducido (GSH), la glutatién reductasa (GR), el NADPH, el
peréxido de hidrégeno (H»O,), el pirogalol, la super6xido dismutasa (SOD) y la
seroalbumina bovina (BSA) fueron proporcionados por Sigma (Madrid, Espafia). Los
demés reactivos utilizados eran de grado de pureza analitica. Todas las soluciones

acuosas se prepararon utilizando agua ultrapura.

3.2.2 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

7g de muestra se homogeneizaron en 35ml de tampén Tris-HCI 50 mM pH=7.0
mediante un Ultra Turrax T25 (IKA®-Labortechnik, Staufen, Alemania). Se
centrifugaron 30 min a 150009 y 4°C. El sobrenadante obtenido se filtré a través de
lana de vidrio y se ultracentrifugd durante 1 hora a 100000g y 4°C, proporcionando el
extracto final para la determinacion de la actividad de los enzimas antioxidantes.
Todos los ensayos enzimaticos se realizaron por duplicado a excepcién de la actividad

catalasa (CAT) que se efectud por triplicado.

3.2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA
(GSHPx)

Fundamento

La actividad del enzima glutation peroxidasa (GSHPx) se determin6 de acuerdo
con el procedimiento de DeVore y Greene (1982). EI método se basa en la medida de
la disminucion de la absorbancia del NADPH a 340nm por accion de la GSHPx en

presencia de H,0, (Figura 3.4).
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H,0, m » 2H,0

2 GSH GSSG

NADP* NADPH + H*

Figura 3.4 Base del método de determinacion de la actividad GSHPx

Procedimiento

El medio de reaccion estaba compuesto por:

» 350ul /7 425ul de mezcla de reaccion, segun la muestra fuese de musculo o
higado. La mezcla estaba formada por tampén fosfato potasico 171mM,
EDTA 2.14mM y NaN3 4.28mM.
250yl de glutatién reducido (GSH).
250ul de glutation reductasa (GR).

250ul de NADPH.

YV V VY V

150ul 7/ 75 pul del extracto enzimatico de mulsculo o higado

respectivamente.

Los tubos se incubaron en un bafio a 30°C durante 5 minutos. Pasado el tiempo
se afiadieron 250ul de H,O, a las muestras o el mismo volumen de mezcla de reaccién
a los blancos. Se determiné en el espectrofotémetro la variacion de la absorbancia a

340 nm durante 5 minutos, a 30°C, frente a aire.

La actividad enzimatica se expresé como nmoles de NADPH oxidados por

minuto y por mg de proteina.
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3.2.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALASA (CAT)

Fundamento
La actividad catalasa (CAT) se determind segun Mei et al. (1994) evaluando la
disminucion de la absorbancia del peréxido de hidrégeno a 240 nm por la accion del

enzima (Figura 3.5).

2 H,0, » 2H,0 + O,

Figura 3.5 Reaccion catalizada por la catalasa

Procedimiento
100ul/50ul del extracto enziméatico de musculo o higado, respectivamente, se
mezclaron con 2.9ml/2.95ml de H,0, 11.38mM en tampén fosfato potésico 0.05M

pH=7.0. El blanco contenia tampén fosfato en lugar de extracto enzimético.

La absorbancia de las muestras y los blancos se estim6 a 240nm y 22°C,
durante 5 minutos, frente aire. La actividad CAT se expres6é en umoles de H,O,

consumido por minuto y por mg de proteina.

3.2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA
(SOD)

Fundamento

El ensayo de la actividad superéxido dismutasa (SOD) utilizado se basé en el
procedimiento de Marklund y Marklund (1974).

El pirogalol (1,2,3-benzenetriol) es un compuesto que se autooxida
rapidamente, especialmente en solucion alcalina. En esta autooxidaciéon participa el
radical anion superéxido (O). El enzima SOD cataliza la eliminacion de este radical y

por lo tanto es capaz de inhibir la autooxidacion del pirogalol (Figura 3.6).
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20,7 + 2H » 0, + H,0,

Figura 3.6 Reaccion catalizada por la super6xido dismutasa

Procedimiento

Se realiz6 una recta patron con distintas concentraciones conocidas de SOD
(0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 y 200 ng) a partir del enzima puro (1ug/ml) a las cuales
se afiadieron 250ul de pirogalol y tampén Tris 50mM pH=8.2 con &acido cacodilico que
contenia DTPA 1mM, hasta un volumen final de 2ml.

Las muestras contenian 50ul/25ul del extracto enzimatico de musculo o higado
respectivamente, 250ul de pirogalol y tampén hasta un volumen final de 2ml.

Después de una incubacién de diez minutos a 30°C, se leyd la absorbancia de
las muestras a 420nm frente a tampdn.

La actividad se expresé en unidades de SOD por mg de proteina, teniendo en
cuenta que 1 unidad de SOD corresponde a la concentracion del enzima que provoca

un 50% de inhibicion de la autooxidacion del pirogalol.

3.2.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA

Para la determinacién del contenido de proteina de las muestras, se afiadié 1ml
de TCA al 10% a 500 ul de extracto y se dejo en reposo un minimo de 30 minutos. Los
tubos se centrifugaron 20 minutos a 5000rpm. Tras la redisolucién del precipitado en
2ml de NaOH 1N, el contenido de proteina de las muestras se obtuvo mediante el
procedimiento de Lowry et al (1951) utilizando una recta patron de BSA de

concentraciones comprendidas entre O y 250 pg.

94



Material y métodos

3.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE VITAMINA E EN MUSCULO

3.3.1 REACTIVOS
El acetato de o-tocoferilo para la preparacion de patrones se adquirid en
Roche Vitamins (Madrid, Espafia). Todos los disolventes utilizados eran de grado

HPLC.

3.3.2 EXTRACCION

La extraccion de vitamina E se efectud a partir de 3 g de misculo en 25ml de
hexano/2-propanol (3:2, v/v), sometidos a ultrasonidos durante 15 minutos.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron 10 minutos a 4000 rpm y 4°C. 5ml del
sobrenadante obtenido se evaporaron mediante un evaporador rotatorio con vacio y
se resuspendieron en 1ml de hexano/acetato de etilo (80:20, v/v). El volumen
obtenido se filtré a través de un filtro de PTFE de 0.45um, 13mm @ y se inyectd en el

sistema cromatografico.

3.3.3 PREPARACION DE PATRONES
A cada anélisis se incorporaron dos patrones externos de 5ng/ul y 10ng/ul de

a-tocoferol en fase mavil (hexano/acetato de etilo 80:20, v/v).

3.3.4 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Las muestras se analizaron mediante HPLC en fase normal mediante un
cromatégrafo LKB Bromma integrado por un controlador LKB 2152, bombas de alta
presion LKB 2150 y un inyector automatico 231-401 Gilson equipado con un loop de 50
pl. Se utiliz6 una columna de 250x4.6mm, NH2-NP, 5 um (Supelco). La fase movil
consistié en hexano/acetato de etilo (80:20, v/v) a un flujo de 1.20 ml/min. El
volumen de inyeccién fue de 20ul. La deteccidn se realizé por fluorescencia mediante
un detector de fluorescencia HP 10462, con una Aexcitacion de 280nm y una iAemision

de 330nm.
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3.4 DETERMINACION DEL GRADO DE OXIDACION LIPIDICA
MEDIANTE EL TEST DEL ACIDO TIOBARBITURICO INDUCIDO
(TBA)

3.4.1 REACTIVOS

El trizma-maleato, el &cido ascérbico, el sulfato ferroso, el &cido
tiobarbiturico (TBA) y el éacido tricloroacético (TCA) fueron proporcionados por
Sigma (Madrid, Espafia). Se utiliz6 agua ultrapura para la preparacion de las

soluciones.

3.4.2 FUNDAMENTO

Durante la peroxidacion lipidica se forman radicales peroxilo (ROO-) que
pueden sufrir cambios intramoleculares dando lugar a otras especies, a partir de las
cuales se pueden formar hidroperoxidos secundarios y bicicloendoperéxidos que al
descomponerse generan malondialdehido (MDA). Por lo tanto, la produccion de MDA
puede relacionarse con el grado de peroxidacion lipidica. EI MDA puede detectarse
por su reaccién con el acido tiobarbitdrico (TBA) ya que da lugar a un producto de

color rosa que absorbe a 532 nm (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Reaccion entre el malondialdehido y el &cido tiobarbitudrico
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3.4.3 PROCEDIMIENTO

La determinacién de los valores de oxidacion se realiz6 a partir de una
modificacion del método descrito por Kornbrust y Mavis (1980).

27ml de KCI al 1.15% se afladieron a 3 g de cada muestra y se homogenizo la
mezcla durante 30 segundos a 9500 rpm y durante 30 segundos mas a 13500rpm
mediante un UltraTurrax T25 (IKA®-Labortechnik, Staufen, Alemania). El medio de
reaccion consistié en 1000ul de tampon trizma-maleato 80mM pH=7.4, 400ul de 4cido
ascorbico 2mM, 400ul de sulfato ferroso 5mM y 200ul del homogenizado obtenido, o
el mismo volumen de KCI 1.15% en los blancos. Una vez agitados los tubos, se
incubaron a distintos tiempos (0, 50, 100 y 150 minutos) a 37°C en un bafio con
agitacién. Posteriormente, se afiadieron 4 ml de una mezcla de TBA 26mM, TCA
0.92M y HCI 0.8M a cada tubo y se incubaron durante 15 minutos a 100°C. Una vez a
temperatura ambiente se centrifugaron 15 minutos a 4000 rpm y se leyo la
absorbancia a 532nm frente a aire. El grado de oxidacion (TBARS) se expreso en

nmoles de MDA por mg de tejido.
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3.5 ANALISIS SENSORIAL

3.5.1 PANEL DE CATADORES

Para la evaluacién sensorial de las muestras de pechuga y muslo de pollo y pavo
se utilizé un panel de seis catadores (cuatro mujeres y dos hombres) de edades
comprendidas entre los 24 y 48 afios, con experiencia previa en la realizacion de

anélisis sensoriales descriptivos en carnes y productos carnicos.

Los catadores que participaban fueron entrenados previamente segin normas
ASTM e 1SO siguiendo un programa en el que se incluyeron, entre otras, pruebas de:
» reconocimiento de los sabores basicos: dulce, salado, amargo, acido, umami
y metélico (norma UNE 87003, 1995).
» reconocimiento del olor y flavor rancios.
» practica del uso de escalas de referencia de atributos de textura con

diversos alimentos (norma UNE 87025, 1996).

3.5.2 PROGRAMA DE ENTRENAMIENTO
El proceso de entrenamiento especifico de los catadores, asi como la seleccion
y definicion de los descriptores, se llevaron a cabo de acuerdo con los procedimientos

de la World's Poultry Science Association (WPSA, 1987).

Ademas, se realizaron una serie de pruebas para familiarizar el panel con las
propiedades sensoriales de la carne de pollo y pavo y con el uso de escalas de
puntuacién para distintos descriptores. Estas incluyeron:

» practica del uso de escalas de referencia de atributos de textura con

carne de pollo, pavo, cordero, terneray cerdo, recién cocinada.

» bulsqueda de atributos de flavor citados en la literatura en distintos tipos

de carne: pollo, pavo, cordero, cerdo, ternera y codorniz.

» practica con muestras de carne cocinadas y conservadas durante: cero,

uno, dos, cuatro, seis y nueve dias en refrigeracién y recalentadas

posteriormente.
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» comparacion de atributos entre pollo y pavo frescos recién cocinados y

recalentados después de diversos dias de conservacién en refrigeracion.

3.5.3 SELECCION DE DESCRIPTORES

Los descriptores fueron seleccionados a partir de una lista de términos
descriptivos citados en la literatura consultada (Lyon, 1987; Byrne et a/, 1999b).
Durante cuatro sesiones de evaluacion de diversas muestras, en distintas condiciones
de conservacion y recalentadas o no, los panelistas discutieron y llegaron a un acuerdo
sobre aquellos términos que eran relevantes, permitian discriminar entre muestras y

no eran redundantes.

3.5.4 DISENO EXPERIMENTAL Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS
DE POLLO

La evaluacion sensorial de la carne de pollo, tanto cruda como cocida, se realiz6
s6lo en muestras de animales a los que no se administré el antibiotico enrofloxacina,

es decir, los pertenecientes a los tratamientos experimentales T1, T6, T7 y T8.

Muestras de pechuga cruda de pollo

Se llevé a cabo un disefio de bloques completos. Se realizaron ocho sesiones, en
ocho dias distintos, en cada una de las cuales se valoré una muestra de cada uno de los
cuatro tratamientos experimentales. Participaron los seis catadores y la evaluacién la
realizaron todos sobre las mismas muestras (cuatro muestras en total para cada

sesion), identificadas mediante un cddigo aleatorio de tres cifras.

Muestras de pechuga cocida de pollo
Como en el caso anterior, se planted un disefio de bloques completos con ocho
sesiones de cata en las que participaron los seis catadores. Una vez realizada la

valoracion en crudo, las muestras eran reenvasadas al vacio y cocidas durante 30
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minutos al bafio maria a 80°C. Una vez cocidas, se sacaban de la bolsa, se limpiaba el

exudado y se dividian en seis trozos, correspondientes a seis zonas distintas del

musculo, segun muestra la Figura 3.8.

/ \
/ A B C \
F E D
\ —/

Figura 3.8 Zonas en que se dividieron las muestras de pechuga

En la Figura 3.9 se muestra una secuencia de imagenes de la preparacién de las

muestras de pollo cocidas.

F -

Figura 3.9 Imégenes de la preparacion de las muestras de pollo cocidas.
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Cada trozo se envolvia individualmente en papel de aluminio, se marcaba con el
cbdigo y la zona de la pechuga correspondiente y se almacenaba a 4°C durante seis
dias (tiempo estipulado en las sesiones previas de entrenamiento para poder detectar

con claridad el flavor rancio en las muestras de pollo).

Al sexto dia, las muestras eran recalentadas en un horno de conveccion
durante 25 minutos a 65°C y servidas inmediatamente a cada catador dentro de
contenedores calefactores individuales que permitian mantener la temperatura
constante a 60°C. En cada sesion cada catador valoraba una muestra de cada
tratamiento. Se balance6 ademas el orden de presentacion de las muestras (Tabla
3.8) segun el disefio propuesto por Macfie et al (1989) con el fin de evitar el efecto
de la primera muestra degustada y de las precedentes (first order and carry over

effects).

Tabla 3.8 Ordenes de presentacion de los tratamientos experimentales en pollo

Orden O1 T1 T8 T6 T7
Orden O2 T6 T1 T7 T8
Orden O3 T7 T6 T8 T1
Orden O4 T8 T7 T1 T6

T1-T8 indican los distintos tratamientos experimentales
01-04 indican los distintos érdenes de presentacion de las muestras

En la Tabla 3.9 se muestra un esquema general del disefio utilizado. Asi para
cada sesion y cada catador, se muestra el orden en que degustaba los cuatro

tratamientos y la zona de la pechuga en la que lo hacia.
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Tabla 3.9 Esquema general del disefio experimental de las pechugas cocidas de pollo

Sesibn  Sesibn  Sesién  Sesién  Sesién  Sesién Sesion  Sesidn
1 2 3 4 5 6 7 8
Catador 1 Ol A O2F O3 E 04D o1cC 02B O3 A O4 F

Catador 2 0O2B O3 A O4F OlE 02D 03C 04 B Ol A
Catador 3 0O3C 04 B OlA O2F O3 E 04D o1cC 02B
Catador 4 04D o1cC 028B O3 A O4F OlE 02D 0o3C
Catador 5 Ol1E 02D 03C 04 B OlA O2F O3 E 04D

Catador 6 O2F O3 E 04D Oo1cC 02B O3 A O4 F OlE

A-F indican las distintas zonas de cada una de las pechugas
01-04 indican los distintos 6rdenes de presentacion de las muestras

Muestras de muslo crudo de pollo

Se llevo a cabo un disefio de bloques completos. En el andlisis participaron
cuatro de los seis catadores ya que se destinaron Unicamente a este analisis ocho
muslos por tratamiento. Se realizaron dos sesiones y se utilizaron un total de ocho
muestras de cada uno de los tratamientos experimentales. El disefio experimental,
resumido en la Tabla 3.10, fue el mismo que el utilizado para las muestras de muslo
cocido. A diferencia de las pechugas, la valoracion de los muslos en crudo la hacia
cada catador con un muslo de cada tratamiento por sesion. Antes de la evaluacion, las

muestras eran identificadas mediante un cédigo aleatorio de tres cifras.

Tabla 3.10 Esquema general del disefio experimental del muslo crudo y cocido de pollo

Sesién 1 Sesién 2
Catador 1 01 02
Catador 2 02 03
Catador 3 03 04
Catador 4 04 01

01-04 indican los distintos 6rdenes de presentacion de las muestras (equivalentes a los de la Tabla 3.8)
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Muestras de muslo cocido de pollo

Para la evaluacion sensorial de las muestras de muslo cocido también se realizd
un disefio de bloques completos. Se efectuaron dos sesiones en las que participaron
Unicamente cuatro catadores por los motivos expuestos anteriormente.

Una vez hecha la evaluacion en crudo, las muestras se envasaron de nuevo al
vacio y se cocieron durante 45 minutos al bafio maria a 80°C. Transcurrido este
tiempo se abrieron las bolsas, se limpié el exudado y se diseccion6 el muslo
extrayendo el M. Gastrocnemius que, envuelto en papel de aluminio, se guardo,
debidamente codificado, a 4°C durante seis dias. Al sexto dia las muestras se
recalentaron durante 25 minutos en un horno de conveccion a 65°C y se sirvieron
inmediatamente a los catadores dentro de los contenedores calefactores. Del mismo
modo que en las pechugas se balanceé el orden de presentacién de las muestras

(Tabla 3.8).

3.5.5 DISENO EXPERIMENTAL Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE
PAVO

Al igual que con la carne de pollo, la evaluacion sensorial de la carne de pavo se
realiz6 sobre aquellas muestras de animales a los que no se habia administrado el
antibidtico, en este caso las procedentes de los tratamientos experimentales P1, P6 y

P7.

Muestras de pechuga cruda de pavo

Para el andlisis se disponia de doce pechugas de cada tratamiento. Se plante6
un disefio de bloques completos segun el cual se realizaron seis sesiones dobles en
cada una de las cuales se valoraron dos muestras de cada tratamiento experimental.
Participaron seis catadores que evaluaban las mismas muestras (seis en total para

cada sesion), identificadas con un cédigo aleatorio de tres cifras.
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Muestras de pechuga cocida de pavo

Una vez realizada la valoracion en crudo, las muestras eran reenvasadas al
vacio y cocidas durante 80 minutos en un bafio de agua a 80°C. Una vez frias, eran
divididas en trozos de forma equivalente a las pechugas de pollo (Figura 3.7) aunque
previamente, debido al grosor de la carne, la pechuga se separdé en dos partes
(superior e inferior), utilizandose para el andlisis la parte superior. Los trozos
correspondientes a las distintas zonas eran envasados en papel de aluminio,
codificados y almacenados durante un dia a 4°C. En pruebas previas y tras almacenar
las muestras sin envasar al vacio durante un solo dia, se observd la presencia de
flavores considerablemente rancios, por lo que se decidié no almacenarlas durante un
periodo superior. El dia del analisis las muestras eran recalentadas durante 25
minutos en un horno de conveccién a 65°C y servidas de inmediato dentro de los
contenedores calefactores a cada uno de los panelistas, equilibrandose el orden de
presentacién de las muestras (Tabla 3.11). La Tabla 3.12 muestra el esquema general

del disefio experimental.

Tabla 3.11 Ordenes de degustacion de los tratamientos en pavo

Orden 01 P1 P7 P6
Orden 02 P6 P1 P7
Orden 03 pP7 P6 P1
Orden 04 P6 P7 P1
Orden 05 P7 P1 P6
Orden 06 P1 P6 P7

P1-P7 indican los distintos tratamientos experimentales
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Tabla 3.12 Esquema general del disefio experimental de las pechugas cocidas de pavo

Sesioén Sesion Sesién Sesion Sesibn Sesioén

1 r 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6’

Catador 1 Ol1A O2F O3E 04D 05C 06B OlE 02D 03C 04B O5A 06F

Catador 2 02B O3A 0O4F O5E 06D 01C O2F O3E 04D 05C 06B O1A

Catador 3 03C 04B O5A 0O6F OlE 02D O3 A 0O4F O5E 06D 01C 02B

Catador 4 04D 05C 06B Ol1A O2F O3E 04B O5A 0O6F OlE 02D 03C

Catador 5 O5E 06D 01C 02B O3A 04F 05C 06B O1A O2F O3E 04D

Catador 6 0O6F OlE 02D 03C 04B O5A 06D 01C 02B 03 A 0O4F O5E

01-06 indican los distintos 6rdenes de presentacion de las muestras
A-F indican las distintas zonas de cada una de las pechugas

Muestras de muslo crudo de pavo

La valoracion de las muestras de muslo crudo se realizé en dos sesiones en las
que participaron también los seis catadores (Tabla 3.13). A diferencia de las
pechugas, y como en el caso del pollo, cada catador disponia de sus propias muestras
para la valoracion. El orden de presentacion de las muestras se balanced igual que en

el caso de las pechugas (Tabla 3.11).

Tabla 3.13 Esquema general del disefio experimental del muslo crudo y cocido de pavo

Sesion 1 Sesién 2
Catador 1 o1 02
Catador 2 02 03
Catador 3 03 04
Catador 4 04 05
Catador 5 05 06
Catador 6 06 01

01-06 indican los distintos 6rdenes de presentacion de las muestras
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Muestras de muslo cocido de pavo

Las muestras ya valoradas en crudo eran reenvasadas al vacio y cocidas
durante 120 minutos en un bafio de agua a 80°C. Una vez frias, el M. Gastrocnemius
era diseccionado y separado para el andlisis. Cada muestra se guardaba envuelta en
papel de aluminio y debidamente codificada durante un dia a 4°C. Antes de la
degustacion, las muestras eran recalentadas durante 25 minutos en un horno de

conveccion a 65°C y servidas inmediatamente a los catadores.

3.5.6 EVALUACION SENSORIAL DE LAS MUESTRAS

En todos los casos, los atributos sensoriales fueron cuantificados en una escala
de puntuacién no estructurada en la que O indicaba ausencia del atributo o su valor
minimo y 10 una intensidad muy elevada del mismo.

Para su valoracion en crudo, las muestras de pechuga y muslo se disponian
sobre un fondo blanco identificadas con el cédigo correspondiente y se valoraban bajo
un fluorescente de luz de dia blanca de 8W.

La evaluacion sensorial de las muestras cocidas se realizé en todos los casos en
cabinas de cata normalizadas (norma UNE 87004, 1979) (Figura 3.10) y bajo luz roja
con el objetivo de camuflar posibles diferencias de color entre las muestras que
pudieran influir en la valoracion.

En el caso del muslo, los atributos de flavor eran valorados sobre el M.
Gastrocnemius lateralis, mientras que los de textura se valoraban sobre el M.

Gastrocnemius medialis.

En las Tablas 3.14, 3.15 y 3.16 se describen los atributos valorados en las
muestras, tanto frescas como cocidas, asi como el método de analisis que se utilizo en

cada caso.
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Figura 3.10 Cabina de cata normalizada

Tabla 3.14 Atributos sensoriales valorados en pechuga fresca de pollo y pavo.

Descriptor Definicion Método de andlisis

Atributos visuales

Claridad/oscuridad carne Luminosidad de la carne. A mayor oscuridad le corresponde una nota
superior (rosa palido o rojo intenso).

Manchas de sangre Presencia de hemorragias o petequias en la Una puntuacién superior indica una mayor
superficie de la carne. presencia o importancia de las manchas.

Atributos de olor

Intensidad de olor Intensidad general de olor de la carne. A mayor intensidad de olor le corresponde
una nota superior.

Olor a higado Cuantificacién de la intensidad del olor A mayor intensidad de olor metalico mayor
metalico similar al que produce una solucién puntuacion.
de sulfato de hierro I1.
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Tabla 3.15 Atributos sensoriales valorados en muslo fresco de pollo y pavo

Descriptor

Definicién

Método de analisis

Atributos visuales

Color blanco/amarillo piel

Color blanco/rosa piel

Claridad/oscuridad de la carne

Uniformidad color de la carne

Color grasa interna

Conformacion muslo

Cantidad de plumas

Atributos de olor

Olor rancio

Olor carne cruda

Olor sangre/higado/metélico

Intensidad de color amarillo de la piel del muslo.

Intensidad de color rosa de la piel del muslo.

Luminosidad de la carne del muslo al levantar la piel.

Cuantificacion de las variaciones de color entre los distintos masculos

Intensidad de color amarillo de la grasa interna del muslo.

Forma y grado de desarrollo muscular en el muslo.

Cantidad de plumas adheridas a la piel del muslo.

Intensidad de la percepcion de olor rancio, similar al que produce un
aceite de oliva envejecido.

Intensidad de olor caracteristica de la carne cruda de pollo.

Cuantificacion de la intensidad de olor metalico similar al que produce una
solucion de sulfato de hierro 11.

A mayor intensidad le corresponde una puntuacién superior
(Blanco=0, amarillo=10).

A mayor intensidad le corresponde una puntuacioén superior
(Blanco=0, rosa=10).

A mayor oscuridad le corresponde una nota superior
(rosa pélido o rojo intenso).

A mayor uniformidad de color entre mdsculos le corresponde una
puntuacion superior.

A mayor intensidad de amarillo le corresponde una nota superior
(Blanco=0, amarillo=10).

A mayor desarrollo muscular y forma méas redondeada le
corresponde una puntuacion superior.

A mayor cantidad de plumas, mayor puntuacion.

Una puntuacioén superior hace referencia a una mayor intensidad
de olor.

A mayor intensidad de olor a carne cruda, mayor puntuacion.

A mayor intensidad de olor metélico mayor puntuacion.
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Tabla 3.16 Atributos sensoriales valorados en pechuga y muslo cocidos de pollo y pavo.

Descriptor

Definicién

Método de analisis

Atributos de flavor

Rancidez

Warmed over flavor (WOF)

Atributos de textura

Dureza

Jugosidad

Pastosidad

Fibrosidad

Adhesividad

Intensidad de flavor rancio similar al que produce un aceite de oliva envejecido al
degustarlo.

Intensidad de flavor a recalentado de la carne cocida, relacionado con una
rancidez incipiente.

Propiedad mecéanica de la textura relativa a la fuerza requerida para deformar el
alimento o para hacer penetrar un objeto (cuchara, cuchillo) en él. En la boca se
percibe al comprimir los productos soélidos entre los dientes o los semisélidos
entre la lengua y el paladar.

Adjetivo correspondiente a un determinado nivel de humedad, propiedad
superficial de la textura relativa a la percepcion de la cantidad de agua
absorbida o liberada por el producto.

Sensacién de pasta en la boca producida durante la masticacion y similar a la
producida por una masa de harina en agua.

Adjetivo relativo a la percepcion de una estructura de particulas alargadas de
orientacion paralela al producto.

Propiedad mecanica de la textura relativa al esfuerzo requerido para separar la
superficie del alimento de otra superficie (Ilengua, dientes).

A una mayor intensidad de flavor rancio le corresponde una
puntuacion superior.

Una puntuacién superior corresponde a una mayor intensidad.

Poner la muestra entre los molares y evaluar la fuerza necesaria
para comprimir el alimento. A mayor dureza le corresponde una
nota superior.

Masticar la muestra durante unos segundos y evaluar la cantidad
de agua que libera. A mayor cantidad de agua le corresponde una
mayor puntuacion.

Una mayor sensacion de pasta, similar a una mezcla de harina y
agua, percibida en la boca durante el proceso de masticacion se
traduce en una puntuacion superior.

A mayor percepcion de fibras durante la masticacion le
corresponde una nota superior.

Percepcion de los residuos que quedan adheridos a los dientes
una vez terminada la masticacion. A mayor percepcion le
corresponde una nota superior.
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3.6 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTIBIOTICO EN
MUSCULO E HIGADO

La determinacion de los niveles de antibidtico enrofloxacina y su metabolito
ciprofloxacina se llevo a cabo mediante el método desarrollado y optimizado por
Hernandez-Arteseros (2001). Se trata de un método multiresiduo que fue
desarrollado para la determinaciéon de seis quinolonas, entre ellas la enrofloxacina y

ciprofloxacina, en muestras de musculos de pollo, de cerdo y de salmén.

3.6.1 REACTIVOS

El 4cido dietilmalodnico y el acido oxalico fueron adquiridos en Sigma (Madrid,
Espafa). La ciprofloxacina y enrofloxacina para la preparacion de patrones fueron
proporcionados por Fluka Chemie (Switzerland). Los disolventes utilizados eran de

grado HPLC.

3.6.2 EXTRACCION
2 g de muestra se mezclaron con 1.5 ml de acido dietilmalénico 0.25M pH=7 y
10ml de diclorometano. La mezcla se agité y se centrifugd durante 10 minutos a

4000rpm y 4°C.

3.6.3 PURIFICACION DEL EXTRACTO (CLEAN-UP)

Se realiz6 una extraccion liquido-liquido del extracto con diclorometano. La
fase organica obtenida tras la primera centrifugacién (S1) se reservo. El residuo fue
sometido nuevamente a extraccion y la nueva fase organica (S2) se unio a la anterior.
Después se realiz6 una retroextraccion del analito desde la fase orgénica a la fase
acuosa. Debido a que en medio &cido las quinolonas no pasan facilmente a la fase
acuosa, fue necesario agregar sosa. A la reunion de fases organicas (S1+S2) se
afladieron 2ml de NaOH 1M, se agité y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. De este modo las quinolonas pasaron a la fase acuosa. Como la disolucién

de extraccion era fuertemente basica, se neutralizé con acido oxalico antes de
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inyectarla en la columna. A 1 ml de la fase acuosa se le afiadi6 1ml de &cido oxalico

0.5M, se filtré con PTFE de 0.45um y se inyecto en el sistema.

3.6.4 PREPARACION DE PATRONES

Se prepar6 una solucion stock de ciprofloxacina de 100mg/l y una solucién
stock de enrofloxacina de 1g/1, ambas en HNO3; 0.01M que se guardaron congeladas a
-20°C. A partir de estas soluciones stock se prepararon diariamente patrones de

ciprofloxacina y enrofloxacina de concentracion 0.1mg/I.

3.6.5 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Las muestras se analizaron por HPLC mediante un cromatégrafo LKB Bromma
integrado por un controlador LKB 2152, bombas de alta presién LKB 2150 y un
inyector automatico 231-401 Gilson, con una columna de fase inversa C8 de
250x4.6mm y 5 um (Luna). La fase mdvil consistié en un 18% de acetonitrilo en oxalico
10mM a un flujo de 1.0 ml/min. El &acido oxalico afiadido a la fase movil permitio
mantener el pH éptimo para el analisis. El volumen de inyeccién fue de 100ul. Debido a
gue muchas quinolonas manifiestan una fuerte fluorescencia en solucion acuosa acida,
se utiliz6 la deteccién por fluorescencia que permite una alta selectividad y
sensibilidad. Se trabaj6 a una Aexcitacién de 280nm y una Aemision de 444nm. La

concentracion de antibiotico detectado se expresé en ug/g de tejido.

3.6.6 VALIDACION DEL METODO

Se prepararon curvas de calibraciéon en un intervalo de concentraciéon de 10 a
750 g/l para la ciprofloxacina y de 25 a 2500 ug/| para la enrofloxacina en las que
se represento la concentracion (y) frente al area del pico obtenido (x). Se comprobo
la linealidad del sistema en el intervalo de concentraciones estudiado mediante un
analisis de regresion, obteniendo valores de R? que oscilaban entre 0.9973 y 0.9994.

Se realizaron pruebas de fortificacion de ciprofloxacina y enrofloxacina (50-
150 ppm) en pechuga, muslo e higado de pollo y pavo, obteniéndose recuperaciones que

oscilaban entre el 80% para la enrofloxacina y el 94% para la ciprofloxacina.
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3.7 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos fueron analizados mediante el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS (SAS Institute Inc., 2000). Se realizaron dos tipos de analisis: uno

para los datos de los andlisis quimicos y otro para los de los sensoriales.

» Datos analisis quimicos

Para cada tejido se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores
incluyendo el tratamiento, el dia de anélisis y su interaccion (en los casos en los que
habia medias repetidas). Puesto que la interaccion resultd no significativa (p>0.05) en
todos los casos, se elimind del modelo.

Para poder comparar las diferencias entre tejidos, y teniendo en cuenta que
los distintos tejidos fueron analizados en dias diferentes, se decidio efectuar los
anélisis sobre los residuos. Asi, en primer lugar, se realiz6 un ANOVA de un factor
para cada tejido en el que Unicamente se incluyé como efecto fijo el dia de analisis
para eliminar su efecto. A los residuos obtenidos de este andlisis se les sumé el
correspondiente valor medio del tejido, constituyendo estos datos la base para la
comparacion entre tejidos. Posteriormente se realizaron dos ANOVAs de un factor

(tratamiento o tejido) sobre estos valores (residuotmedia).

» Datos analisis sensorial
Datos pechugas
Se consider6 la pechuga como unidad experimental por lo que previamente al
analisis de la varianza se realiz6 la media de las seis valoraciones (correspondientes a
los seis catadores) sobre una misma pechuga.
Sobre estos valores medios se realizé un ANOVA de dos factores incluyendo
el tratamiento y la sesion de cata como efectos fijos.
Paralelamente y también sobre los valores medios por pechuga, se realiz6 un
ANOVA de un solo factor, incluyendo sesién como efecto fijo, con el fin de obtener

los residuos (valores debidos unicamente al efecto tratamiento).
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Datos muslos

Puesto que cada catador degustaba un muslo de cada tratamiento, se considero6
el muslo, o lo que es lo mismo la medida de cada individuo, como una unidad
experimental. Asi, se realiz6 un ANOVA de tres factores incluyendo el tratamiento,
el catador, la sesién anidada dentro del catador y la interaccién catador-tratamiento.

La interaccién catador-tratamiento se considera una medida de la concordancia
entre los catadores (Guerrero y Guardia, 1997).

En este caso la interaccion resulté no significativa para todos los atributos por
lo que se eliminé del modelo final.

Al igual que en las pechugas se obtuvieron los residuos mediante un ANOVA de
dos factores en este caso, que incluia el catador y la sesi6on dentro del catador como

efectos fijos.

En todos los analisis descritos anteriormente se obtuvieron las medias por
minimos cuadrados y la comparacion entre ellas se efectué mediante el test de
Duncan (SAS Institute Inc., 2000)

Finalmente, sobre todos los residuos obtenidos se efectué un analisis de
correlaciones para todas las variables dentro de cada tejido y cada tratamiento. En el
anexo 1 se muestran todas las matrices de correlaciones obtenidas, mientras que en
el apartado de resultados y discusion Unicamente se comentan aquellas correlaciones

qgue fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
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Resultados y discusién del estudio realizado en pollos

4.1 ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

De forma general se admite que cuando los animales se exponen a una situacion
de estrés oxidativo reaccionan mediante la induccién compensatoria de la actividad de
antioxidantes enddgenos (Rojas et al, 1996; Renerre et al, 1999). Se desconoce en
cambio, si la suplementacion de antioxidantes exdgenos en la dieta animal puede
modificar la actividad del sistema celular de enzimas antioxidantes. Por este motivo y
con el fin de comprobar ademas si la administracion de enrofloxacina afectaba a este
sistema, se determinaron las actividades enzimaticas glutation peroxidasa (GSHPXx),

catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD).

4.1.1 ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA (GSHPx)

De las distintas actividades GSHPx descritas (DeVore y Greene, 1982; DeVore
et al, 1983), se determiné la dependiente de selenio con el objetivo de comprobar si
su actividad resultaba afectada por los tratamientos experimentales llevados a cabo.
La actividad del enzima se analiz6 en pechuga, muslo e higado de todos los
tratamientos experimentales. Se determin6 Unicamente en el tejido crudo ya que esta
descrita la pérdida de actividad del enzima a temperaturas superiores a 70°C y su

inactivacion a partir de 90°C (Lin y Hultin 1978; Mei et a/., 1994; Lee et al., 1996b).

En la Tabla 4.1 se muestra la significacion (valores p) de los distintos factores

incluidos en el modelo para cada uno de los tejidos analizados.

Tabla 4.1 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad GSHPx en
pechuga, muslo e higado de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=80) 0.0029 0.0004 No estimable
= Muslo  (n=8l) 0.4483 0.1307 0.0980
l*J—J Higado (n=80) 0.4612 <0.0001 0.3991
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Observamos que el factor tratamiento experimental fue significativo (p<0.05)
Unicamente en pechuga, mientras que el factor dia de andlisis lo fue en pechuga e
higado. Esta significacién del factor dia podria deberse a pequefias variaciones en la
preparacion diaria de los reactivos o bien en las condiciones de analisis. A pesar de
esto, el hecho de haber analizado cada dia un minimo de una muestra de cada
tratamiento experimental, permitié incorporar el factor dia en el modelo para
corregir su efecto. Ademas, en muslo e higado se disponia de repeticiones de un
mismo tratamiento en un mismo dia, lo que permitié estimar la interaccion
tratamiento*dia de analisis. Esta interaccion resulté ser no significativa (p>0.05) y

por lo tanto se elimin6 del modelo.
Los valores de actividad GSHPx obtenidos para cada tratamiento y tejido,
expresados en nmoles de NADPH oxidado por minuto y mg de proteina, se muestran

en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Valores de actividad GSHPx en pechuga, muslo e higado de pollo®.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE

T1 4.38%C (110 841" (-0 5.66° (9 0.74

T2 370 (-0 811" (9 5478 (9 0.69

E T3 4.16 € (=10) 867" (o) 6.15% (10 0.89
ﬁ T4 4.08°C (=10 848" (=10 543°% (=0 0.77
|<§_z T5 4.20 @€ (r10) 7.96 % () 5565 (-0 0.88
é T6 4.59 8 (1) 837" (e 5078 (-0 0.63
T7 4.39 %€ () 8.63" (12 5658 (12 0.74

T8 4.69% (0 853" (w0 5568 (-0 0.88

RMSE 0.53 0.79 0.97

'Resultados expresados en nmoles NADPH/min*mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

ABCDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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Los valores de actividad GSHPx obtenidos en este estudio oscilaron entre los
3.70 y los 8.67 nmoles NADPH/min*mg proteina. En diversos trabajos realizados con
carne de pollo se describen valores similares de actividad (DeVore et al/, 1983;
Maraschiello, 1998; Maraschiello et al/, 1999; Sarraga y Garcia Regueiro, 2000;

Avanzo et al., 2001; Carreras, 2002).

Debe tenerse en cuenta que la actividad GSHPx depende de distintos
factores. En primer lugar depende de la especie animal que se considere. En este
sentido, Yamauchi et a/ (1984) encontraron en musculo de pollo una actividad
enzimatica superior a la hallada en muasculo de cerdo, Mei et al (1994) obtuvieron
actividades hasta seis veces mayores en ternera que en cerdo y Daun y Akesson
(2004) describieron variaciones de mas de cinco veces en la actividad GSHPx entre
musculos de distintas especies: pato, pollo, pavo, cordero y avestruz, siendo la carne
de pato la que presentaba una actividad mas elevada.

El selenio es un elemento esencial para la actividad de la GSHPx dependiente
de este elemento. Algunos estudios experimentales han demostrado que la actividad
del enzima esta afectada de forma significativa por el contenido de selenio en la
dieta de los animales (DeVore y Greene, 1982; DeVore et al, 1983; Avanzo et al.,
2001; Daun y Akesson, 2004).

Cabe destacar también que el tipo de grasa de la dieta animal influye en la
actividad GSHPx. En general, se observa un incremento de actividad al aumentar el
grado de insaturacién de la grasa y por lo tanto la susceptibilidad a la oxidacion del
tejido animal (Maraschiello, 1998; Maraschiello et al, 1999; Renerre et al., 1999).
Chow et a/ (1973) observaron en ratas que la administracion de dietas ricas en acidos
grasos poliinsaturados aumentaba hasta cuatro veces la actividad GSHPx, sugiriendo
que los animales poseen esta via enzimatica para responder al estrés oxidativo y
protegerse de él.

Finalmente, se han descrito variaciones en la actividad GSHPx dentro de una
misma especie alimentada con una misma dieta en funcion del tejido estudiado

(Hernandez et al,, 2001; Daun y Akesson, 2004).
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En este trabajo, para todos los tratamientos experimentales, se obtuvieron
diferencias significativas (p<0.05) entre los tres tejidos analizados (Tabla 4.2). Los
valores mas elevados de actividad GSHPx se encontraron en muslo, llegando a ser el
doble de los determinados en pechuga, mientras que el higado presenté valores
intermedios pero significativamente distintos a los de muslo y pechuga, exceptuando
el tratamiento T6 (30 ppm de vitamina E) que no difirié significativamente de la

pechuga.

DeVore et al (1983) en carne de pollo, Hernandez et al (2001) en conejo,
Lauridsen et al (1999) en cerdo y Renerre et al (1996) en ternera, entre otros
autores, sefalaron diferencias en la actividad GSHPx entre misculos de una misma
especie. En todos los casos, la actividad GSHPx en musculos rojos y oxidativos fue
superior a la de los musculos blancos y glicoliticos. En este estudio, el muslo de pollo
presentdé una actividad GSHPx superior a la de la pechuga, un muisculo blanco
compuesto mayoritariamente por fibras glicoliticas tipo 11. Segin Lauridsen et al.
(1999), se produce una induccion de la actividad del enzima en los tejidos sensibles al
estrés oxidativo. Estos datos conducen a sefialar al enzima GSHPx como un

mecanismo de proteccién celular frente al dafio oxidativo.

Pechuga de pollo
Unicamente en la pechuga se observaron algunas diferencias significativas

entre tratamientos experimentales (Tabla 4.2).

La suplementacién de vitamina E en la dieta de los animales no tuvo ningln
efecto sobre la actividad GSHPx; ni los tratamientos suplementados con 100 ppm de
vitamina E (T4 y T5) ni los suplementados con 30 ppm de vitamina E (T6 y T8)
difirieron significativamente del control (T1). En un estudio previo, la suplementacién
de 100 ppm de vitamina E en la dieta de broilers tampoco se tradujo en un cambio de
actividad GSHPx en pechuga (Carreras, 2002). Estos resultados concuerdan con los

descritos por Rojas et a/ (1996) y Lauridsen et al. (1999) en cerdos.
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No es de extrafar la falta de relacion entre la actividad GSHPx y la vitamina
E. De hecho, la vitamina E actia en la fase lipidica de las membranas de las células
musculares mientras que la GSHPx ejerce su efecto antioxidante en un entorno
acuoso. Cheng et al. (1999) observaron que dosis muy elevadas de vitamina E (hasta
100 veces superiores a las necesidades diarias) afiadidas a la dieta de ratones a los
que se les habia bloqueado el enzima GSHPx (Knock out para el gen de la GSHPx
dependiente de selenio), no les protegian frente el estrés oxidativo inducido por
herbicidas. Probablemente el estrés oxidativo generado en medio acuoso no podia ser
evitado por la vitamina E en la fase lipidica. Los dos antioxidantes estarian
protegiendo en un entorno distinto y por lo tanto un mayor nivel de vitamina E en las
membranas no tendria porqué modificar la actividad citosolica de la GSHPx. Tampoco
Chow et a/ (1973) observaron cambios significativos en la actividad GSHPx de higado,
pulmén, rifién y testiculos de ratas a las que se habia administrado vitamina E. Por el
contrario, Yamauchi et a/ (1984) apreciaron una disminucion de la actividad GSHPx
tanto en muisculo de pollo como de cerdo, en respuesta a un incremento de la
concentracion de vitamina E. Totalmente opuestos a estos resultados son los de
Avanzo et al. (2001) que detectaron un incremento significativo de la actividad
GSHPx en la fraccion mitocondrial y citosolica de pechuga de pollos alimentados con
dietas suplementadas con vitamina E. En este mismo trabajo, los autores indicaron
que en los animales alimentados con dietas deficientes en vitamina E se producia una
caida de la relacion GSH/GSSG ya que, en ausencia de o-tocoferol, el GSH
reaccionaba directamente con las especies reactivas derivadas del oxigeno y una
parte se utilizaba en el reciclaje de la poca vitamina E presente; entonces, al

disminuir la concentracién de GSH, disminuia la actividad GSHPx.

La suplementacion de 15 ppm de B-caroteno en la dieta animal no afecto a la
actividad GSHPx en pechuga. No hubo diferencias significativas entre el tratamiento
control (T1), el tratamiento que contenia vitamina E y p-caroteno (T8), y el

tratamiento con la misma dosis de vitamina E, pero sin el carotenoide (T6).
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En un ensayo anterior con pechugas de pollo, tampoco se observo ningln efecto
de la administracion de 1.5 ppm de B-caroteno, sélo o en combinacién con 100 ppm de

vitamina E, sobre la actividad del enzima (Carreras, 2002).

Las muestras de pechugas del tratamiento con licopeno (T7) no fueron
significativamente diferentes a las controles en cuanto a la actividad de este enzima.
Los resultados obtenidos concuerdan con los de Sarraga et al. (2001), en los que se
utilizé una dosis de 0.1 ppm de licopeno, sélo 0 en combinacion de 100 ppm de vitamina
E. Existen pocos estudios acerca de la administracién de licopeno en la dieta de
animales. Estudios de administracion de este carotenoide a dosis bajas (5 ppm), en
ratas, mostraron un incremento de la actividad GSHPx en sangre, mientras que a
dosis elevadas la actividad revirtié hacia los niveles control (Breinholt et al/., 2000).
En este mismo estudio, el licopeno administrado a una dosis de 0.05g por Kg. de peso

corporal y por dia provocé la induccion de la actividad GSHPx.

Respecto a la administracion del antibiotico enrofloxacina, se observo una
ligera disminucion de la actividad GSHPx en las muestras de pechuga de los animales a
los que se habia administrado el farmaco, la cual tendi6 a ser superior en los
tratamientos con antibiético en los que no se llevé a cabo la fase de retirada (T2 y
T4). A pesar de esto, sélo el tratamiento T2 (50 ppm de enrofloxacina sin fase de
retirada) fue significativamente inferior al control (T1). Estos resultados no pueden
contrastarse con otros estudios ya que no se dispone de referencias acerca del
efecto de la administracion de antibidticos en produccién animal sobre la actividad de

los enzimas del sistema antioxidante.

Muslo de pollo

No se observo ningin efecto del tratamiento experimental sobre la actividad
GSHPx (Tabla 4.2). Igual que en el caso de la pechuga, la vitamina E adicionada en la
dieta no afecté a la actividad del enzima. Sin embargo, Maraschiello et al. (1999)
describieron una disminucion de la actividad GSHPx en muslo de pollos alimentados

con dietas suplementadas con 200 ppm de vitamina E. Segin Maraschiello (1998),
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niveles superiores de vitamina E disminuian la sensibilidad a la oxidacion y por lo tanto
se producia un descenso de la actividad GSHPx; podria existir un mecanismo de
regulacion genética de forma que se produjera un incremento de la expresion del
enzima en respuesta a un aumento del estrés oxidativo o bien la inhibicion de la

expresién en presencia de otros antioxidantes como la vitamina E.

Ninguno de los dos carotenoides, licopeno y p-caroteno, afiadidos a las
distintas dietas produjo un efecto en la actividad GSHPX. Los resultados obtenidos
con 15ppm de de B-caroteno (T8) concuerdan con el estudio de Sarraga y Garcia
Regueiro (2000) en el que se utilizo una dosis de 50 ppm. Por el contrario,
Maraschiello (1998) describié una disminucion de la actividad GHSPx en muslo de
pollo al suplementar la dieta con 15 ppm de p-caroteno, mientras que cuando el
carotenoide se suplement6 a una dosis de 50 ppm, la actividad GSHPx no difirié del
control pero fue superior a la obtenida con una dosis de 15 ppm. El autor propone un

posible efecto prooxidante del p-caroteno a 50 ppm.

A diferencia de la pechuga, en muslo no se aprecié ningun efecto de la
enrofloxacina administrada sobre la actividad GSHPx, lo que sugiere que el resultado
observado en la pechuga no puede explicarse por las propiedades pro o antioxidantes

de las fluoroquinolonas, sino por la accion de mas de un proceso.

Higado de pollo

En las muestras de higado analizadas no se aprecié ningun efecto del
tratamiento experimental sobre la actividad GSHPx (4.2). Los resultados coinciden
con los de Young et a/. (2003) que incorporaron una dosis de 200 ppm de vitamina E en
la dieta de pollos. Klaus et al. (1995) investigaron la influencia de la incorporacion de
10 y 100 ppm de vitamina E en la dieta de pollos, detectando solamente un pequefio
incremento de la actividad GSHPx en el higado de los animales a los que se habia
administrado la dosis mayor.

Suponiendo que la GSHPx protege a la carne del dafio oxidativo, se podria

correlacionar negativamente la actividad GSHPx con el grado de oxidacion lipidica de
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las muestras representado por los valores de TBARS. Lee et al. (1996b) describieron
una correlacion negativa entre la actividad de la GSHPx y la formacién de TBARS en
carne de cerdo y de ternera, sugiriendo que este enzima podia ser importante en la
prevencion de la oxidacion lipidica. También DeVore et al. (1983) encontraron que al
aumentar la actividad GSHPx disminuian los valores de TBARS en muslo y pechuga de
pollo. En este estudio esta correlacion fue Unicamente significativa en el tratamiento
T3 (50 ppm enrofloxacina con retirada) de pechugas (r=-0.65) y en el tratamiento T5
(100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslos (r=-0.69). El
hecho de que la correlacion sélo se observe en un tratamiento de cada tejido hace
pensar que la proteccion que puede ejercer la GSHPx frente a la oxidacion lipidica no

es tan evidente como algunos autores sugieren.

Maraschiello et a/. (1999) observaron una correlacién positiva entre los valores
de TBARS y la GSHPx ademas de una correlacion negativa entre la actividad del
enzima y los niveles de vitamina E en muslo de pollo, apuntando que la actividad
GSHPx podria ser utilizada como un indicador de la estabilidad oxidativa de un tejido.
Estos autores sugirieron que en condiciones en las que no hubiese suficiente vitamina
E para proteger de la oxidaciéon se produciria un incremento de la actividad GSHPXx.
También Yamauchi et a/ (1984) observaron una tendencia a una menor actividad
GSHPx en los musculos con mayor contenido en vitamina E, tanto en pollo como en
cerdo, y apuntaron gque podria existir una relacion compensacional entre los niveles de
vitamina E y la actividad GSHPx. En este caso, no se observé correlacion significativa
entre la GSHPx y los niveles de vitamina E en ninguno de los tratamientos

experimentales ni de pechuga ni de muslo.

En ninguno de los dos tejidos musculares se obtuvieron correlaciones
significativas entre la GSHPx y los otros dos enzimas analizados (CAT y SOD).

En los tratamientos T1 (control) y T3 (50 ppm enrofloxacina con retirada) de
higado, si se observd una correlacién positiva entre la GSHPx y la SOD (r=0.70 y
r=0.76, respectivamente) que podria estar indicando la cooperacién entre los enzimas

para contribuir a la proteccion frente a la degradacion oxidativa.
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4.1.2 ACTIVIDAD CATALASA (CAT)

La actividad catalasa se determindé en todos los tejidos (pechuga, muslo e
higado) y para todos los tratamientos experimentales. Del mismo modo que la
actividad GSHPx, no se analiz6 en carne cocida pues el enzima se inactiva a

temperaturas superiores a 70°C (Mei et al,, 1994; Lee et al.,, 1996b).

Los valores p de los distintos factores incluidos en el modelo se detallan en la

Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad CAT en
pechuga, muslo e higado de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=80) 0.2066 <0.0001 No estimable
2 Muslo (n=81) 0.1967 <0.0001 P=0.0940
llJ—J Higado (n=80) 0.0013 <0.0001 P=0.0724

El factor tratamiento fue significativo (p<0.05) Unicamente en higado mientras
que el factor dia de andlisis lo fue en los tres tejidos analizados. Igual que en el caso
de la GSHPx, cada dia se analizé un minimo de una muestra de cada tratamiento v,
exceptuando la pechuga, hubo repeticiones de un mismo tratamiento en un mismo dia
lo que permiti6 estimar la interaccion tratamiento*dia. Al resultar no significativa, la
interaccion se elimindé del modelo dejando el factor dia de analisis para corregir su

efecto.

Los valores de actividad CAT, expresados en umoles de H,O, eliminados por

minuto y miligramo de proteina, se muestran en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4 Valores de actividad CAT en pechuga, muslo e higado de pollo®.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE

T1 0.61°% (=10 1.23% (=10 1.61°% (o) 0.41

T2 057°¢ (-0 1138 () 177" (o) 0.31

g T3 0.46° (=0 1.04°% (-0 238 (w0 0.36
ﬁ T4 052°¢ (=10 1.01% (=0 170" (e 0.30
|<§£ T5 0.47°¢ (n=10) 1.08 B (n=10) 1.36°% (-0 0.23
é T6 055°¢ (n=10) 1.08 B (n=10) 1.56 P2 (10 0.31
T7 0.50 ¢ (n=10) 1.00 B (n=12) 1.58 P2 (2 0.27

T8 048° (=0 1.02% (0 149" (=10 0.35

RMSE 0.14 0.21 0.50

'Resultados expresados en pmoles/min*mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

ABCDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

Los valores de actividad oscilaron entre los 0.46 y los 2.38 umoles
H,O./min*mg proteina y fueron similares a los obtenidos en otros estudios (Avanzo

et al,, 2001; Carreras, 2002).

La bibliografia acerca de la actividad antioxidante de la catalasa es escasa a
pesar de que se trata de un enzima critico que se mantiene estable durante el
almacenamiento de la carne fresca refrigerada (Pradhan et a/,, 2000).

En realidad, la GSHPx posee mucha mas afinidad por el H,O, que la CAT,
sugiriendo que en condiciones normales la mayor parte del H,O, es degradado por la
GSHPx (Avanzo et al, 2001). En general, se considera que bajas concentraciones de
H,O, estimulan la actividad GSHPx mientras que altas concentraciones son
preferentemente catalizadas por la CAT (Chihuailaf et a/, 2002). Ademas, el hecho

de que las ROS se generen principalmente en las mitocondrias, las cuales no poseen
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actividad CAT, indica el importante papel de la GSHPx en la reduccion del H,0;

(Avanzo et al., 2001).

Del mismo modo que la actividad GSHPx, la actividad CAT depende en gran
medida de la especie animal considerada. Renerre et al (1999) y Lee et al. (1996a)
observaron una actividad inferior en carne de pavo en comparacion con otras carnes
como la de cerdo o la de ternera y de acuerdo con Mei et al. (1994), la actividad CAT
en musculo de cerdo es el doble que en masculo de ternera.

Por otro lado, esta actividad enziméatica se ve también influida por el tipo de
grasa de la dieta animal, de forma que al aumentar el grado de insaturacion de esta se
observa un incremento de la actividad CAT (Renerre et al., 1999).

También se han descrito diferencias en la actividad segln el tejido estudiado

(Rhee et al,, 1996).

Comparando de forma global los tres tejidos analizados (Tabla 4.4), los valores
de actividad més elevados se obtuvieron en higado y los inferiores en pechuga. Las
diferencias significativas (p<0.05) se dieron entre los tres tejidos en todos los
tratamientos excepto en el control (T1). Respecto a las muestras del tratamiento
control (T1), los resultados en muslo no presentaron diferencias significativas en
relacion a los de higado; al mismo tiempo que en pechuga, dicho tratamiento no difirio
de la mayoria de los resultados obtenidos en muslo.

La mayor actividad CAT detectada en higado y muslo podria estar relacionada
con el contenido en pigmentos de estos dos tejidos. Segln Rhee et al (1996), la
autooxidacion de la oximioglobina genera metamioglobina 'y O,™, el cuél a su vez puede
dar lugar a H,O,; esto explicaria el porqué los musculos mas pigmentados como el
muslo de pollo presentarian, como mecanismo de proteccion, una mayor actividad CAT
en comparacion con los misculos con menor contenido en pigmentos como la pechuga.
También Hernandez et al (2001) describieron actividades del enzima superiores en

muslo que en M. Longissimus dorsi de conejo.

127



Resultados vy discusién del estudio realizado en pollos

Pechuga de pollo

En las muestras de pechuga no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 4.4). Los antioxidantes adicionados en las condiciones descritas
no afectaron la actividad catalasa. Tampoco se observé ningun efecto relacionado con
la administracion de enrofloxacina a los animales.

Carreras (2002) indica una tendencia al incremento de la actividad CAT con
100 ppm de vitamina E suplementada a la dieta, sola o junto a 1.5 ppm de B-caroteno.
Renerre et al. (1999) en cambio, no encontraron ningiin efecto de la vitamina E sobre

la actividad CAT en pechuga de pollo.

Muslo de pollo
Igual que en la pechuga, no se aprecio ningun efecto de los antioxidantes
utilizados ni de la administracion de enrofloxacina sobre la actividad CAT (Tabla 4.4).
Tampoco Renerre et al (1999) observaron efecto de la vitamina E sobre la

actividad CAT en el muslo cuando esta se adicioné en la dieta de pollos.

Higado de pollo

Como muestra la Tabla 4.4, el tratamiento T3 (50 ppm enrofloxacina con fase
de retirada) fue significativamente superior al resto de tratamientos experimentales.
Este incremento en la actividad CAT podria deberse, como describieron Avanzo et al.
(2001), a un intento de contrarrestar una disminucién en la actividad GSHPx, pero
como puede observarse en la Tabla 4.2, la actividad GSHPx de las muestras de higado
del tratamiento T3 resultdé ser la mas elevada de todos los tratamientos. Debe
tenerse en cuenta que los resultados obtenidos en este tejido presentaron una
dispersion considerable. EI hecho de no observarse efecto de la enrofloxacina en
ninguno de los demés tratamientos en los que se administro y dada la variabilidad de
los resultados obtenidos, seria necesario aumentar el nlmero de muestras a analizar
para poder extraer conclusiones acerca de la influencia de la administracion del

farmaco sobre este enzima.
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La suplementacién de vitamina E no afect0 a la actividad CAT en concordancia
con los estudios de Klaus et al/ (1995) y Young et al (2003) en carne de pollo, de

Renerre et al. (1999) en pavo y de Rojas et al. (1996) en cerdo.

Ni el B-caroteno ni el licopeno, en las dosis suministradas, ejercieron ningln

efecto significativo sobre la catalasa.

4.1.3 ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad superéxido dismutasa se evalu6 en el tejido crudo, a pesar de que
este enzima se inactive a temperaturas superiores a las de la GSHPx y CAT (Lee et
al, 1996b). Segun algunos autores, el hecho de que se inactive a temperaturas
superiores al resto de enzimas pareceria indicar que la SOD tendria un papel
importante en la prevencion de la oxidacion lipidica en las carnes cocidas (Mei et al.,

1994).

La significacion de los factores incluidos en el modelo se muestra en la Tabla

4.5.

Tabla 4.5 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad SOD en
pechuga, muslo e higado de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=80) <0.0001 <0.0001 No estimable
= Muslo  (n=8Y) 0.7568 <0.0001 0.2835
l*J—J Higado (n=80) 0.5753 <0.0001 0.8235

En este caso, el factor tratamiento resulté significativo (p<0.0001) Unicamente
en pechuga. Igual que en los casos anteriores, se corrigio el efecto del dia de anélisis
y se estimé la interaccion tratamiento*dia de analisis en los casos posibles (muslo e

higado) que, al resultar no significativa (p>0.05), se elimin6 del modelo.
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La actividad SOD expresada en unidades de SOD por miligramo de proteina

gueda reflejada en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6 Valores de actividad SOD en pechuga, muslo e higado de pollo*.

TEJIDO
Pechuga Muslo Higado RMSE
T1 1.58 ¢ (1-10) 278" (10 3.03% (9 0.73
T2 154 % (o) 2814 (w9 1.84°% (o) 0.77
E T3 1.78 %8 (n=10) 281" (-0 3.09” @m0 0.86
ﬁ T4 1.71°%® (e 277" a0 260" (e 0.78
|<§_z T5 1.76 8 (i) 269" (-0 297" (=0 0.88
Fz_t T6 1.98%® (o) 2.85" (10 287" (=0 0.86
T7 1.98%® (o) 297" (2 2.88" (12 0.81
T8 1.97 % (n=10) 2.76 (n=10) 2.61 (n=10) 0.84

RMSE 0.20 0.34 1.36

'Resultados expresados en unidades SOD/mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

#®cdpentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

Igual que en los otros dos enzimas antioxidantes se ha descrito una variacion
de la actividad SOD entre especies animales (siendo dos veces superior en ternera
que en cerdo (Mei et al/, 1994)), un aumento de actividad al aumentar el grado de
insaturacion de la grasa de la dieta animal (Renerre et a/, 1999) y diferencias entre
tipos musculares dentro de un mismo animal (Renerre et al., 1996).

También parece haber un componente genético responsable de la variabilidad
de la actividad del enzima; Hernandez et al. (2004) encontraron grandes diferencias
en las actividades SOD y CAT en carne de cerdos de distintos genotipos. Estas

variaciones sugieren que la seleccion genética de animales con elevada actividad de
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este u otros enzimas antioxidantes podria utilizarse para mejorar la estabilidad
oxidativa del masculo esquelético (Lee et a/, 1996b; Hernandez et al,, 2001).

Ademas, la biosintesis del enzima parece encontrarse fuertemente regulada
por la concentracion del sustrato sobre el cual actia. Segun algunos investigadores
esta es una ventaja frente a los compuestos antioxidantes afiadidos en la dieta ya que
la actividad del enzima antioxidante enddgeno puede regularse de acuerdo con las
necesidades celulares siendo inducido, inhibido o activado por efectores enddgenos
(Chihuailaf et al., 2002).

McKersie (1996) sugiri6 que cada isoenzima SOD esta regulado
independientemente de acuerdo con el grado de estrés oxidativo del compartimiento
subcelular en el que se encuentra. Aunque el mecanismo a escala molecular es aun
desconocido, podria ser que algunos productos de oxidacion lipidica actuaran sobre la

trascripcion de genes SOD especificos.

En las muestras de pechuga, muslo e higado de pollo analizadas, la actividad del
enzima oscilo entre 1.54 y 3.09 unidades SOD/mg proteina (Tabla 4.6). Los valores
mas elevados se obtuvieron en higado y muslo, no habiendo diferencias significativas
entre estos dos tejidos, excepto para el tratamiento T2 (50 ppm enrofloxacina sin
retirada) que fue significativamente superior en muslo. Los valores obtenidos en
pechuga fueron significativamente inferiores a los de muslo e higado exceptuando los
del tratamiento T8 (30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) que no difirieron en los
tres tejidos estudiados.

En relacion con estos resultados, Renerre et al. (1999) obtuvieron valores de
actividad SOD en muslo de pavo 1.5 veces superiores a los de pechuga. Lauridsen et
al. (1999) describieron una mayor actividad SOD en el musculo psoas major (PM) que
en el /longissimus dorsi (LD) de cerdos. Segun estos autores, la mayor proporcion de
acidos grasos monoinsaturados en los triglicéridos y fosfolipidos del masculo blanco
LD explicaria la menor actividad SOD si se compara con el misculo rojo y mas
oxidativo PM, pues al ser estos acidos grasos menos propensos al ataque oxidativo, las

defensas antioxidantes podrian disminuir.
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Pechuga de pollo

Las muestras de los tratamientos suplementados Unicamente con antioxidantes
(T6, T7 y T8) presentaron valores de SOD significativamente superiores al resto de
tratamientos experimentales, incluyendo el control (T1). Seglun Lauridsen et al.
(1999), 100 y 200 ppm de vitamina E adicionados en la dieta de cerdos no afectaron la
actividad SOD. Tampoco Rojas et al. (1996) observaron cambios en la actividad con la
suplementacién de 15 a 1500 ppm de vitamina E a cerdos. En otro trabajo previo a
este estudio, la suplementacion de 100 ppm de vitamina E o 0.1 ppm de licopeno no
modificaron la actividad SOD en pechuga de pollos respecto al control, en cambio, 1.5

ppm de B-caroteno disminuyeron significativamente dicha actividad (Carreras, 2002).

De los grupos a los que se habia administrado antibidtico, el tratamiento T3
(50 ppm enrofloxacina con retirada) fue el Unico significativamente distinto
(superior) al control. Este tratamiento también fue significativamente superior al
tratamiento T2, al que se habia administrado la misma dosis de enrofloxacina pero sin

fase de retirada.

Muslo de pollo
Del mismo modo que con la GSHPx y la CAT, no se apreciaron diferencias

significativas entre tratamientos en este tejido para la SOD (Tabla 4.6).

Higado de pollo

Tampoco en el higado se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 4.6), aunque ello pudo estar influenciado por la elevada
dispersion de los resultados obtenidos en este tejido. Carreras (2002) tampoco
observo ningun efecto de los antioxidantes suplementados (vitamina E, B-caroteno y

licopeno) sobre la actividad SOD en higado de pollos.
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A partir de los resultados obtenidos en las muestras de carne de pollo se puso
de manifiesto que los antioxidantes utilizados, a las dosis testadas, no influian de
forma significativa sobre la actividad de los enzimas antioxidantes determinados.
Unicamente se observd un efecto significativo sobre la actividad SOD en las
muestras de pechuga. En este sentido, no se pudo establecer una relacion entre los
antioxidantes adicionados en la dieta animal y la actividad de los antioxidantes
endogenos, bien sea por la concentracion de antioxidantes naturales utilizada, por la
biodisponibilidad y acumulacion de estos en los tefidos o por el diferente entorno de

actuacion de estos antioxidantes en relacion a la GSHPx, CAT y SOD.

Los datos obtenidos acerca de la administracion de enrofiloxacina a los
animales muestran gque el farmaco afecto en determinados casos la actividad de los
enzimas antioxidantes endogenos. Asi, la administracion del antibidtico sin periodo de
retirada disminuyo la actividad GSHPx de pechuga, mientras que respetando el
periodo de retirada aumento la actividad CAT y SOD en higado y pechuga,
respectivamente. Sin embargo, con los resultados disponibles no es posible
determinar de forma clara el mecanismo de las interacciones que se producen entre

estos compuestos.
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4.2 NIVELES DE VITAMINA E EN MUSCULO

Con el fin de verificar si el a-tocoferol suplementado en la dieta de los pollos
se acumulaba a nivel muscular, se determinaron las concentraciones de vitamina E en

pechuga y muslo de todos los tratamientos experimentales.

En la Tabla 4.7 se muestra la significacion (valores p) de cada uno de los

factores incluidos en el modelo para los dos tejidos analizados.

Tabla 4.7 Significacién de los factores incluidos en el modelo para la vitamina E en
pechuga y muslo de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=79) <0.0001 0.3078 No estimable
E Muslo (n=79) <0.0001 0.2941 0.8919

El factor tratamiento experimental fue claramente significativo (p<0.0001) en
ambos tejidos. También lo fue el factor tejido para cada uno de los tratamientos
experimentales (valores p no mostrados). ElI factor dia de analisis no resultd
significativo ni en pechuga ni en muslo. La interaccién tratamiento*dia de andlisis
pudo estimarse unicamente en muslo donde se disponia de repeticiones de un mismo

tratamiento en un mismo dia y, al resultar no significativa, se eliminé del modelo.

En la Tabla 4.8 se muestran los valores de concentracion de vitamina E,
expresados en ugramos de vitamina E por gramo de tejido, de los distintos

tratamientos experimentales y en los dos tejidos analizados.
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Tabla 4.8 Niveles de vitamina E en pechuga y muslo de pollo*

TEJIDO
Pechuga Muslo RMSE
T1 0.72 "B (n=10) 2.08 A (n=10) 0.55
T2 0.81 "8 (n=10) 230 n=9) 0.60
g T3 1.06 8 (n=10) 2.39 A (n=10) 0.89
pd
w T4 207%® @ 630" (=10 114
S
}<_z T5 1.8128 (n=9) 5.58 3 n=9) 1.24
F‘—E T6 0.96 "8 (n=10) 4,32 PA (n=10) 153
T7 0.92 "8 (n=10) 2.19 A (n=12) 0.81
T8 0.93 B (n=10) 2.42 A (n=9) 0.54
RMSE 0.68 1.19

'Resultados expresados en pg de vitamina E/g tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

De forma general, los niveles de vitamina E presentes en el tejido animal

dependen de diversos factores:

» En primer lugar dependen del modo de suplementacién de la vitamina. La
adicién postmortem del a-tocoferol en la carne resulta en un contacto
extensivo superficial y no intramembranal. Unicamente la suplementacion
dietética permite la incorporacion del o-tocoferol en los compartimientos
subcelulares en una posicion éptima para su actuacion frente a la peroxidacién
(Arnold et al, 1993; Fernandez-Ginés et al, 2001). Higgins et al (1998)
comprobaron mediante la suplementacion de 600 ppm de vitamina E en la dieta
de pavos que cuando se adicioné la vitamina en condiciones postmortem las
concentraciones presentes en la carne fueron superiores que cuando la
vitamina E se suplement6 en la dieta animal, pero el efecto antioxidante de la

vitamina no se manifesto.
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» Cuando se incorpora la vitamina en la dieta animal, son muy importantes tanto

la dosis como la duracion del periodo de suplementacion. Estos deberan
ajustarse segun el objetivo que se persiga: estabilizar frente a la oxidacion o
aumentar el depésito de vitamina E en la carne. En general, cuanto més
vitamina E se suplementa y/o mas largo es el periodo de suplementacion,
superiores son las concentraciones de la vitamina en el tejido (Arnold et al,
1993; Barroeta y Cortinas, 2002a). En este sentido, Sheehy et al (1991)
observaron que los niveles dietéticos de vitamina E y los encontrados en los

tejidos de broiler estaban muy interrelacionados.

Un factor importante es el tipo de grasa incorporada en la dieta animal. Por un
lado, el tipo de grasa con el que se encuentra la vitamina E a nivel intestinal es
fundamental: un alto contenido en AGPI puede reducir la eficiencia de la
sintesis de quilomicrones y VLDL vy, a la vez, disminuir la tasa de difusion de las
micelas a través de la membrana celular de la mucosa intestinal debido al
incremento del tamafio y al nimero de cargas negativas de las superficie de
estas lo que provoca un descenso en la absorcion de la vitamina (Bramley et al/.,
2000).

Por otro lado, cuando se adicionan grasas insaturadas en la dieta con el
fin de aumentar el contenido en AGPI de la carne, deben ajustarse las
concentraciones de vitamina E para compensar el estrés oxidativo impuesto
por las grasas de la dieta (Galvin et al/, 1997). Se ha observado que el tejido
muscular de animales alimentados con grasas insaturadas acumula menos
vitamina E (Mercier et al, 1998; Renerre et al, 1999; Russell et al, 2001).
Maraschiello et al (1999) observaron que mediante la suplementacion de 200
ppm de vitamina E en la dieta de broilers se producia un incremento de hasta
seis veces los niveles de vitamina E del muslo cuando la grasa de la dieta era
manteca de cerdo, mientras que el incremento era s6lo de dos o tres veces
cuando la grasa era aceite de girasol o de oliva. Mercier et al. (2001)

sugirieron que alimentar animales con grasas mas insaturadas inducia una
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mayor oxidacién de la vitamina E adicionada, disminuyendo el contenido de esta
en las membranas musculares. Por lo tanto, en general, la incorporacion de la
vitamina E necesaria para prevenir la oxidacién de la carne aumenta con la
inclusion de AGPI en el pienso (Barroeta y Cortinas, 2002b).

Tampoco debe despreciarse el contenido de vitamina E enddgena que
aportan determinadas grasas utilizadas en nutricién animal, como el aceite de

girasol o el aceite de oliva (Ruiz et al. 1999).

Las concentraciones de vitamina E dependen de la especie animal que se
considere. El pavo, por ejemplo, acumula menos a-tocoferol a través de la dieta
que el pollo, de modo que se requieren concentraciones superiores de vitamina
E y/0 prolongar el periodo de suplementacién para conseguir efectos similares
(Bartov et al., 1983; Sklan et al, 1983; Morrissey et al, 1998). Sklan et al.
(1983) sugirieron que los niveles inferiores de vitamina E encontrados en carne
de pavo en comparacion con otras especies eran debidos, en parte, a la mayor

produccidén y excrecion de tocoferil glucorénidos en estos animales.

Finalmente los niveles de vitamina E varian en funcion del tejido animal que se
estudie ya que los tejidos responden de forma distinta al a-tocoferol ingerido
por el animal. Sheehy et a/ (1991) encontraron que los niveles de oa-tocoferol
en los tejidos de broiler respondian al aporte dietético en el siguiente orden:
corazén~pulmén > higado > muslo > cerebro. Lo Fiego et a/. (2004) observaron
en tejidos de conejo niveles superiores de vitamina E en higado seguido de
rifion, muslo y lomo. Ademas, existen diferencias dentro del tejido muscular en
funcion del tipo de fibras musculares y las caracteristicas metabdlicas del

musculo (Jensen et al, 1998).

137



Resultados vy discusién del estudio realizado en pollos

En este trabajo, las concentraciones de vitamina E encontradas en el tejido
muscular estuvieron estrechamente relacionadas con la dosis adicionada en la dieta
(Tabla 4.8). Ademas se observo una clara diferencia en los niveles de vitamina E entre
los dos tejidos analizados; para todos los tratamientos experimentales, ya fuesen los
suplementados con niveles supranutricionales de vitamina E (T4, T5, T6 y T8) o solo
contuviesen la concentracién basal (T1, T2, T3 y T7), los niveles fueron
significativamente superiores (p<0.0001) en muslo que en pechuga. Los resultados
obtenidos en diversos estudios de suplementacién de vitamina E a la dieta de pollos
coinciden con este resultado. De Wiinne y Dirinck (1996) obtuvieron niveles de
vitamina E 1.6 veces mas elevados en muslo que en pechuga de pollos alimentados con
dietas que contenian 200 ppm del antioxidante. Mercier et al (1998) encontraron
aproximadamente el doble de vitamina E en muslo que en pechuga de pavos,
independientemente de la dosis de vitamina afadida en la dieta. También Renerre et
al. (1999) y Gatellier et al (2000) observaron niveles el doble de elevados en muslo
que en pechuga de pavos a los que se habia adicionado 200 ppm de vitamina E en la
dieta. Este fendmeno ha sido también observado en otras especies animales como
cerdos (Yamauchi et al, 1984, Kingston et al,, 1998; Lauridsen et al., 1999; Phillips et
al, 2001), terneras (Chan et al, 1996), corderos (Guidera et al, 1997) o patos
(Russell et al., 2001), donde en todos los casos la concentracion de vitamina E era méas
elevada en los musculos méas oxidativos.

Jensen et al (1988) mostraron que los musculos esqueléticos con mas
capacidad oxidativa, ricos en fibras del tipo 1 y 11 A poseian una mayor capacidad de

acumular vitamina E. Los principales motivos serian:

> La presencia de una red mas compleja de capilares sanguineos a
través de los cuales se aporta la vitamina E. En este sentido, Sosnicki et al.
(1991) observaron que el numero de capilares del m. femoris de pavo era el

doble en comparacién con el m. pectoralis.

> El contenido lipidico superior de estos musculos, el cual les

proporciona una mayor capacidad para acumular a-tocoferol.
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> El hecho de poseer un mayor numero de mitocondrias dado que
supone un mayor volumen de membrana donde retener el a-tocoferol (Liu et

al., 1995).

En resumen, independientemente de la suplementacion de a-tocoferol a la
dieta, el muslo de pollo contiene méas vitamina E enddgena que la pechuga, aunque,
como se ha comentado anteriormente, presenta una mayor susceptibilidad a la

oxidacién debido a su mayor proporcion de AGP1 y especies prooxidantes.

Pechuga de pollo

La suplementacion de 100 ppm de a-tocoferol en la dieta (T4 y T5) provoco un
incremento significativo de los niveles de vitamina E respecto al resto de
tratamientos experimentales, en los cuales los animales solo habian recibido 20 ppm
de vitamina E contenidos en la dieta basal o una dosis de 30 ppm (Tabla 4.8). Los
niveles fueron unas dos veces y media superiores en estos tratamientos que en el

control (T1) (Figura 4.1).

fra
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Figura 4.1 Cromatogramas de la vitamina E en muestras de pechuga del tratamiento
control (a) y del tratamiento T4 (b).
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Carreras et al. (2004) observaron un incremento del doble en los niveles de
vitamina E en pechuga de pollos a los que se habia administrado la misma dosis. Tang
et al (2002) y Young et al. (2003) con un suplemento de 200 ppm obtuvieron, en
pechuga, niveles tres veces superiores a los respectivos controles. Gatellier et al.
(2000) y Renerre et al. (1999) obtuvieron, adicionando 200 ppm de a-tocoferol a la
dieta de pavos, niveles en pechuga hasta cinco veces superiores al control. Mercier et
al. (1998) encontraron concentraciones hasta seis veces mayores al control con una
dosis de 400 ppm de la vitamina.

Las diferencias existentes entre los distintos estudios se deben a la dosis de
vitamina E afiadida en la dieta, al contenido de vitamina E de la dieta basal y también
al tipo de grasa administrada. En cualquier caso, todos coinciden en que la
suplementacién de vitamina E por encima de los requerimientos nutricionales en la
dieta de los animales provoca un incremento de los niveles de vitamina E en el tejido
muscular.

La utilizacion de 30 ppm de vitamina E (T6) en cambio, daba lugar a niveles del
antioxidante que no diferian del tratamiento control (T1). Debe tenerse en cuenta que
la dieta basal de todos los tratamientos contenia 20 ppm de a-tocoferol que, segln
las recomendaciones nutricionales, seria la dosis Optima para la cria de broilers en
condiciones normales (Jensen et al., 1998). Por lo tanto, una dosis de 30 ppm es muy
cercana a los requerimientos nutricionales y a la dosis recibida por todos los animales;
este podria ser el motivo por el que no se apreciasen diferencias. A pesar de esto,
esta dosis de vitamina E resultd efectiva como antioxidante en este tejido, como se
comprobd posteriormente mediante los valores de TBARS (ver Tabla 4.16). Galvin et
al. (1997) comprobaron también la eficacia de la suplementacion de 30 ppm de
vitamina E a la dieta de broilers sobre la estabilidad oxidativa del musculo de

pechuga.

No se detectaron diferencias significativas entre la suplementaciéon de 30 ppm

de vitamina E (T6) y la combinacion de 30 ppm de vitamina E junto a 15 ppm de B-

caroteno (T8). La suplementacion del B-caroteno no afectdé de forma significativa a
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los niveles de vitamina E. En un estudio previo con pollos se observo que 1.5 ppm de B-
caroteno suplementados junto a 100 ppm de vitamina E tendian a disminuir los niveles
de vitamina E respecto a cuando se administraba la misma dosis de vitamina E sola, a
pesar de que las diferencias no eran significativas. También se observo que la
suplementacién de 1.5 ppm de B-caroteno tendia a disminuir los niveles de vitamina E
proporcionados por la dieta basal en comparacion con el control (Carreras et al,
2004). A pesar de que el efecto del B-caroteno no se reflejé en este caso en los
niveles de vitamina E, si se observaron diferencias entre los tratamientos T6 y T8 en

los valores de TBARS, como se vera posteriormente en la Tabla 4.16.

El licopeno no afectd significativamente los niveles de vitamina E, coincidiendo
con el resultado obtenido por Carreras (2002) anteriormente en la misma matriz,

pero con una dosis de 0.1 ppm del carotenoide.

En cuanto a la administracién de la enrofloxacina, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos sin y con periodo de retirada (T2 y T3,
respectivamente) y el grupo control (T1). Por otro lado, se observaron tendencias
opuestas entre tratamientos en relacion a la suplementacion de vitamina E y a la
retirada o no del antibidtico. Asi, el nivel de vitamina E en el tratamiento T3 (50 ppm
enrofloxacina con retirada) tendié a ser superior al detectado en el tratamiento T2
(50 ppm enrofloxacina sin retirada), al contrario de lo que ocurri6 entre los
tratamientos en que se suplementé la dieta con 100 ppm de la vitamina (T4 y T5).
Estas diferentes tendencias entre tratamientos, dentro de una misma concentracién
de vitamina E en la dieta, podrian ser debidas al efecto de la enrofloxacina. Sin
embargo, el disefio experimental llevado a cabo no permite discernir cual es el
mecanismo implicado en las diferencias observadas. Los residuos de enrofloxacina
podrian causar un incremento del estrés oxidativo que requiriese una concentracion
superior de vitamina E para combatirlo. Sin embargo, y como se vera mas adelante, no
se apreciaron diferencias entre los tratamientos T2 y T3 ni entre los tratamientos

T4y T5 en cuanto al grado de oxidacién lipidica expresada como TBARS (Tabla 4.16).
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Muslo de pollo

La suplementacion de 100 ppm de a-tocoferol (T4 y T5) provocod un
incremento significativo de los niveles en comparacion con el control y el resto de
tratamientos experimentales (Tabla 4.8). En este caso, el incremento de los niveles
de vitamina E lleg6 a ser de tres veces el del control. La dosis de 30 ppm (T6)
aumento6 también, pero en menor medida, los niveles respecto al control, a diferencia
de lo observado en pechuga. Tang et al. (2002) apreciaron un aumento de cuatro
veces en los niveles de vitamina E en muslo respecto al control al suplementar la dieta
de pollos con 200 ppm de vitamina E, mientras que Ruiz et al. (1999) observaron un

incremento entre cuatro y siete veces con la misma dosis de vitamina E.

Al combinar 30 ppm de vitamina E con 15 ppm de p-caroteno (T8), los niveles
detectados en muslo no fueron significativamente distintos a los controles (T1), pero
fueron inferiores al tratamiento T6, que contenia la misma dosis de vitamina E pero
sin el carotenoide.

Aunque no se dispone de referencias acerca de estudios de suplementacion
conjunta de estos dos antioxidantes, algunos trabajos analizaron el efecto de la
suplementacion de B-caroteno sobre los niveles de vitamina E proporcionados por la
dieta basal. Ruiz (1999) observo en muslo de pollo que, en dietas con manteca de
cerdo, cuando el B-caroteno se incorporaba a niveles de 15 ppm no ejercia ninguna
influencia sobre el contenido de vitamina E del tejido, sin embargo cuando el B-
caroteno se suplementaba en 50 ppm, los niveles de a-tocoferol se reducian
significativamente. Propuso que si la relacién vitamina E/B-caroteno era baja se
producia una disminucion de la concentracion de vitamina E en el tejido. Por otro lado,
King et al. (1995) adicionaron 25 ppm de B-caroteno a una dieta basal de broilers que
contenia 25 ppm de a-tocoferol, observando una reduccién del 37% de la
concentracion de vitamina E en el tejido. Parecia que el a-tocoferol y el B-caroteno
competian durante su absorcién in vivo, ya que ambos requieren la unién a

lipoproteinas para su transporte. En otros estudios, en cambio, no se ha detectado
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este efecto del B-caroteno sobre la absorcion de vitamina E de la dieta basal
(Maraschiello, 1998; Muramoto et al., 2003).

En este estudio, el efecto del B-caroteno sobre los niveles de vitamina E
depositados en el tejido muscular se manifestaba en muslo pero no en pechuga. No se
dispone de datos sobre la acumulacion del B-caroteno en el tejido muscular pero
podria haberse producido una mayor acumulacion en el muslo o quiz4 fuera necesaria
una mayor concentracion de vitamina E en el tejido muscular para observar los

efectos del p-caroteno.

El licopeno (T7) en cambio, no afectdo de forma significativa los niveles de
vitamina E depositados en el muslo.

Debe considerarse que los carotenoides y los a-tocoferoles se absorben por
las mismas vias y pueden interferir mutuamente en su biodisponibilidad, en particular
cuando se toman en dosis elevadas. Asimismo, se ha observado que la presencia de
carotenoides en la dieta basal podria influir en la biodisponibilidad de los
carotenoides suplementados, ya que si son de distintas fuentes compiten en la
absorcién (Farré y Frasquet, 2002). La falta de efecto del licopeno pudo ser debida a
que la dosis administrada fue demasiado pequefia 0 a que no se produjo una buena

absorcién y acumulacion de este carotenoide.

La administracion de enrofloxacina tampoco tuvo un efecto significativo sobre
los niveles de vitamina E en muslo. Los tratamientos a los que se habia administrado
Unicamente el antibiético (T2 y T3) no fueron diferentes del control (T1). Tampoco
hubo diferencias entre los tratamientos con periodo de retirada del antibidtico o sin
él, tanto si se adicionaba (T4 vs. T5) o no (T2 vs. T3) vitamina E. A pesar de esto, se
observaron las mismas tendencias que en la pechuga; con la administracion del
antibidtico solamente, el tratamiento en el que hubo periodo de retirada (T3) tendid a
presentar un nivel superior de vitamina E en comparacién con el tratamiento sin

retirada (T2). Con la combinacién de vitamina E y antibiotico, el resultado tendi6 a ser
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el contrario, es decir, hubo una mayor acumulacién de antioxidante en el tejido
muscular cuando no se practicé la retirada del farmaco (T4).

En el tratamiento T3 (50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslo se observo
ademas una correlacion negativa significativa entre la vitamina E y la concentracion

de enrofloxacina (r=-0.61).

En resumen, la suplementacion de 100 ppm de vitamina E en la dieta de los
pollos provocaba un incremento significativo de /los niveles de antioxidantes
acumulados en el tejido muscular. Una dosis de 30 ppm aumentaba también la
deposicion del antioxidante, aungue solamente de forma significativa en el muslo
debido a que, como ya se ha comentado anteriormente, se trata de un musculo con

mayor capacidad de almacenajfe de la vitamina.

La adicion del p-caroteno junto a la vitamina E reducia la vitamina depositada
en el tejido muscular, quiza por una competencia durante la absorcion o bien por la
destruccion de la vitamina E, una vez acumulada. El licopeno, por su parte, no
provocaba variaciones en los niveles de vitamina E proporcionados a través de /a dieta

basal.

Por otro lado, se apreciaron pequerias tendencias a que la enrofloxacina
administrada afectase a los niveles de vitamina E acumulados en el tefido muscular.
Las tendencias eran distintas segtn si la enrofloxacina se administraba sola o bien se
suplementaba ademads vitamina E en la dieta, indicando que probablemente la
naturaleza de la interaccion entre Jlos dos compuestos dependia del nivel de

antioxidantes presente en el tejido.
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4.3 GRADO DE OXIDACION LIPIDICA

Los métodos utilizados en la determinacion del grado de oxidacion lipidica de
los tejidos animales se han clasificado tradicionalmente en aquellos que miden

cambios primarios y los que miden cambios secundarios:

» Métodos que miden cambios primarios.
Se basan en cuantificar la pérdida de sustratos (&cidos grasos
insaturados y oxigeno) o la formacion de productos primarios de

oxidacion (hidroperdéxidos).

» Métodos que miden cambios secundarios.

Los productos primarios de oxidacion se descomponen
rapidamente generando productos secundarios estables, por lo que
resulta mas apropiado medir estos productos secundarios como indice

de oxidacion.

Dentro de los métodos que miden cambios secundarios, uno de los testos mas
utilizados, es el test del acido tiobarbitdrico (TBA). El test, utilizado en este trabajo,
presenta una serie de inconvenientes.

En primer lugar, debe tenerse en cuenta que otros aldehidos, azlUcares y
aminoacidos formados durante la peroxidacion lipidica reaccionan también con el TBA
generando complejos con un maximo de absorcion préoximo al del complejo
malondialdehido (MDA)-TBA. Esto puede provocar una sobreestimacion de la cantidad
de MDA presente en el tejido estudiado (Sanchez-Moreno y Larrauri, 1998). Por lo
tanto, el test deberia utilizarse para valorar el grado de oxidacion lipidica en general,
mas que para cuantificar el MDA. Ademas el MDA en si puede provenir, a parte de los
hidroperoxidos lipidicos, de endoperéxidos involucrados en la sintesis de
prostaglandinas o incluso de la degradacién de carbohidratos complejos, pentosas y

hexosas (Fernandez et al., 1997). Por este motivo, habitualmente se utiliza el término
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TBARS en referencia a aquellas sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico
(“thiobarbituric acid reactive substances”) y los resultados se expresan como
equivalentes de MDA.

En segundo lugar, iones metélicos contaminantes de los reactivos utilizados,
agentes quelantes u otros compuestos presentes en el sistema pueden ocasionar
interferencias. Por este motivo, en algunas variantes del método se utilizan
antioxidantes con el fin de bloquear la oxidacién durante la realizacién del test, o por
el contrario, se afiade hierro para facilitar la completa descomposicion de los
peréxidos.

Finalmente, algunos autores sugieren gque el ensayo es altamente dependiente

del operador, el método y las condiciones (Gray y Monahan, 1992).

A pesar de todas estas limitaciones, el test del TBA nos proporciona
informacion util sobre el grado de oxidacion lipidica de las muestras. Si todos los
valores de TBARS son determinados mediante un Unico método y en unas mismas
condiciones, las diferencias obtenidas indicaran variaciones en el grado de oxidacién
de las muestras. Esto permite, como en este estudio, evaluar la eficacia de distintos
antioxidantes sobre la estabilidad oxidativa del producto. Sin embargo, si el objetivo
fuese cuantificar el grado exacto de oxidacion deberian utilizarse procedimientos

analiticos complementarios.

Por otro lado, seria también deseable disponer de un método que permitiera la
prediccion, a partir de medidas quimicas o fisicas, del momento en que el producto
pasa a ser inaceptable desde un punto de vista sensorial (Gray y Monahan, 1992); por
este motivo, uno de los objetivos del estudio era relacionar los resultados de
oxidacién de las muestras crudas con los obtenidos mediante el andlisis sensorial de
las muestras cocidas. El test se realiz6 Unicamente sobre las muestras crudas de
pechuga y muslo de los ocho tratamientos experimentales ya que, en pruebas
realizadas previamente (datos no mostrados) se observo que, a pesar de que los
valores de TBARS incrementaban con la coccion de las muestras, las diferencias

entre tratamientos seguian siendo las mismas.
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Debido a que se utilizé el método del TBA inducido por Fe (descrito en el
apartado 3.4), los valores de TBARS se determinaron a cuatro tiempos de incubacién:

0, 50, 100 y 150 minutos.

El grado de significacion de los distintos factores incluidos en el modelo, para

cada uno de los tiempos de incubacién, queda reflejada en las Tablas 4.9- 4.12.

Tabla 4.9 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en pechuga
y muslo de pollo a O min. de incubacion.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=78) <0.0001 <0.0001 No estimable
E Muslo (n=80) <0.0001 <0.0001 0.6612

Tabla 4.10 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pollo a 50 min. de incubacion.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=78) 0.0010 <0.0001 No estimable
E Muslo (n=80) <0.0001 <0.0001 0.4761

Tabla 4.11 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pollo a 100 min. de incubacién.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=78) <0.0001 <0.0001 No estimable
E Muslo (n=80) 0.0079 0.0008 0.3400
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Tabla 4.12 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pollo a 150 min. de incubacion.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=78) <0.0001 <0.0001 No estimable
E Muslo (n=80) 0.0079 0.0008 0.3400

Como puede observarse en la tablas anteriores, el factor tratamiento fue
significativo (p<0.05) para ambos tejidos, en todos los tiempos de incubacion. También
resulté significativo en todos los casos el factor dia de analisis. En muslo, dénde pudo
estimarse la interaccién tratamiento*dia, esta fue no significativa, por lo que se
eliminé del modelo. El factor tejido no fue significativo en algunos casos, como se

comentara posteriormente.

En las graficas 4.1 - 4.8, se ilustra la evolucién de los valores de TBARS en

funcidn del tiempo de incubacion, para cada uno de los tratamientos experimentales.

—e—bhechuga muslo
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Gréafica 4.3 TBARS del tratamiento T3

Grafica 4.4 TBARS del tratamiento T4
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Grafica 4.7 TBARS del tratamiento T7 Grafica 4.8 TBARS del tratamiento T8
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'valores de TBARS representados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.
T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm p-caroteno.
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Se observd, tanto en pechuga como en muslo de todos los tratamientos
experimentales, un incremento en los valores de TBARS con el tiempo de incubacion.
Este incremento se daba desde el inicio del periodo de incubacion. Ruiz (1999)
observo, al suplementar manteca de cerdo en la dieta de broilers, que los valores de
TBARS obtenidos mediante el mismo procedimiento aumentaban mayoritariamente a
partir de los 100 minutos de incubacion, a excepcion del tratamiento con 50 ppm de -
caroteno que incrementd desde el primer momento. Otros trabajos describieron
también aumentos en los valores de TBARS con el periodo de incubacién (Galvin et a/,

1997; Wen et al, 1997; Avanzo et al., 2001).

Los valores de TBARS se ven afectados de forma general por todos aquellos
factores que influyen sobre el grado de oxidacion lipidica de la carne. Estos valores
dependen, en primer lugar, de la especie animal que se considere. En musculo crudo,
las carnes rojas presentan valores de TBARS superiores a las carnes blancas debido a
su mayor contenido en pigmentos hemo. Rhee et al (1987) por ejemplo, encontraron
que los valores de TBARS en carne cruda de ternera, pollo y cerdo almacenada a 4°C
estaban muy correlacionados con el contenido en pigmentos totales de estas carnes.
En muasculo cocido en cambio, las diferencias entre especies pasaban a ser debidas
principalmente al contenido en AGPI, ya que las hemoproteinas sufrian una
desnaturalizacion. Entonces, carnes blancas como la de pollo o pavo una vez cocidas
presentaban valores superiores de TBARS que las rojas (Rhee et al,, 1996; Kim et al,
2002).

Por otro lado, el tipo de grasa suministrada en la dieta del animal tiene una
fuerte influencia sobre la susceptibilidad a la oxidacion de la carne y por lo tanto
sobre los valores de TBARS. Grasa o aceites mas ricos en AGPI, como el aceite de
soja o de girasol, dan lugar a valores superiores de TBARS en la carne en comparacion
con grasas mas saturadas, como la manteca de cerdo (Maraschiello, 1998; Mercier et
al, 1998; Maraschiello et al, 1999; Ruiz, 1999; Gatellier et al/, 2000; Sarraga y
Garcia Regueiro, 2000; Mercier et al, 2001; Russell et al, 2001; Gatellier et al,

2001; Grau et al, 2001). Algunos autores han postulado que la cantidad de AGPI es un
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factor més determinante en la estabilidad oxidativa de carne de cerdos y broilers
gue la cantidad de a-tocoferol (Yamauchi et a/., 1982; Jensen et al, 1997). De hecho,
si se afladen grasas insaturadas a la dieta, la concentracién de vitamina E debe
ajustarse para compensar el estrés oxidativo generado por estas grasas (Galvin et a/,
1997).

La coccion de la carne también provoca un incremento de la oxidacién que se
refleja en los valores de TBARS (King et a/, 1995; Rhee et al,, 1996; Maraschiello et
al, 1999; Ruiz et al, 1999; Grau et al, 2001). Maraschiello (1998) observo, con la
coccion de muestras de muslo de pollo, un incremento de hasta diez veces en los
valores de TBARS. Los motivos de este incremento son diversos: la desnaturalizacion
de proteinas que puede provocar la inactivacion de enzimas antioxidantes, la
liberacion de hierro cataliticamente activo de metaloproteinas, la disrupcion de
membranas celulares que pone en contacto los AGPI con prooxidantes y por dltimo, la
descomposicién de hidroperdxidos en especies prooxidantes como los radicales
alcoxilo e hidroxilo (Grau et al/,, 2001).

Finalmente, se ha descrito un incremento de los valores de TBARS durante el
almacenamiento de la carne (Mei et al, 1994; Higgins et al, 1998; Mercier et al.,

1998; Higgins et al,, 1999; Ruiz, 1999; Formanek et al, 2001; Young et a/, 2003).

En este estudio, debido a que se considera una Unica especie animal alimentada
con un solo tipo de grasa, las diferencias entre tratamientos deberian relacionarse
con la suplementacion de antioxidantes en la dieta del animal o con la administracién

del antibidtico.

Las Tablas 4.13-4.16, muestran los valores de TBARS para cada tratamiento

experimental, tejido y tiempo de incubacion.
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Tabla 4.13 Valores de TBARS® en pechuga y muslo de pollo a O minutos de incubacion.

TEJIDO

Pechuga Muslo RMSE

T1 0.072% @) 0.078° @0 0.008

T2 0.070% (=0 0.073% (9 0.006

o T3 0.067 % (10 0.077 ** (=10 0.009
E T4 0.054 ® (=10 0.063 " (=10 0.007
l<§_r T5 0.060 °® (g 0.069 “* () 0.006
F‘—E T6 0.061 "% (10 0.077 "~ (110 0.009
T7 0.071%® @0 0.088* (12 0.010

T8 0.068 ®®  (:10) 0.075 " (110 0.008

RMSE 0.008 0.009

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

#cdhentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

Tabla 4.14 Valores de TBARS® en pechuga y muslo de pollo a 50 minutos de incubacion.

TEJIDO
Pechuga Muslo RMSE

T1 0.091% (w10 0.096° @0 0.009

T2 0.088% (10 0.089" (9 0.008

o T3 0.084 *B (1) 0.094 " (o) 0.009
ﬁ T4 0.070%® (=0 0.082% (-1 0.008
|<§_z T5 0.079% (=9 0.089 " (9 0.011
é T6 0.081% (10 0.092° @0 0.013
T7 0.090%® (10 0.107 *  (e12) 0.012

T8 0.087% (10 0.092° @0 0.010

RMSE 0.011 0.009

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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Tabla 4.15 Valores de TBARS! en pechuga y muslo de pollo a 100 minutos de incubacion.

TEJIDO
Pechuga Muslo RMSE
T1 0.116 @ (n=10) 0.108° (n=10) 0.012
T2 0.112 2 (n=10) 0.100°" n=9) 0.015
g T3 0.108%° (10 0.107° (n=10) 0.011
pd
w T4 0.090° (w10 0.090° (n=10) 0.010
z bc b
}iﬁ T5 0.098 (n=8) 0.096 (n=9) 0.012
F‘—E T6 0.098 " (110 0.102° (n=10) 0.016
T7 0.110 ® (v=10) 0.137 2 (n=12) 0.047
T8 0.110 # (=10) 0.103° (n=10) 0.014
RMSE 0.012 0.027

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®°Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

Tabla 4.16 Valores de TBARS® en pechuga y muslo de pollo a 150 minutos de incubacion.

TEJIDO
Pechuga Muslo RMSE
T1 0.144 % (10 0.125 38 (110 0.010
T2 0.140 (n=10) 0.118 PeB (n=9) 0.013
g T3 0.132 2 (v=10) 0.123° (n=10) 0.013
Z b d
w T4 0.101 (n=10) 0.101 (n=10) 0.009
E b cd
|<£ T5 0.110 (n=8) 0.109 (n=9) 0.013
é T6 0.113° (=10) 0.118 ¢ (n=10) 0.015
T7 0.131%2 (n=10) 0.133%2 (n=12) 0.015
T8 0.1312 (=10) 0.119° (n=10) 0.014
RMSE 0.016 0.010

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada; T6: 30 ppm vitamina
E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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El comportamiento de los distintos tratamientos experimentales seguia la
misma tendencia para cada uno de los tiempos de incubacion. Por ello, la siguiente
discusion se basa en los resultados obtenidos a los 150 minutos de incubacion (Tabla

4.16).

No se observaron diferencias claras entre tejidos, exceptuando en algunos
tratamientos experimentales y en determinados tiempos de incubacion, aunque sin una
pauta definida. Algunos autores (Lauridsen et al, 1997; Jensen et al., 1998; Tang et
al, 2002) describieron valores de TBARS superiores en muslo que en pechuga de
pollo, ya que el muslo a pesar de su mayor capacidad de almacenaje de vitamina E
posee un mayor contenido en AGPI, pigmentos y especies prooxidantes y por lo tanto
es mas susceptible a la oxidacion. Lauridsen et al. (1997) a su vez, observaron que
fracciones subcelulares (mitocondrias y microsomas) aisladas de muslo de pollo

resultaban méas susceptibles a la oxidacion que las de pechuga.

Pechuga de pollo

Considerando cada uno de los tejidos analizados, en las muestras de pechuga
se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos experimentales
(Tabla 4.16). La adicion de 100 ppm de vitamina E a la dieta (T4 y T5) provocaba la
disminucion de los valores de TBARS respecto al control (T1), demostrando el efecto
antioxidante de esta vitamina. Diversos estudios de suplementacién de vitamina E en
animales por encima de los requerimientos nutricionales han obtenido resultados
similares (Galvin et a/, 1997; Maraschiello, 1998; Ruiz 1999; Tang et a/, 2001; Young
et al, 2003; Carreras et al, 2004). El efecto beneficioso de la vitamina E sobre la
estabilidad oxidativa de la carne ha sido también demostrado en otras especies
animales; Mercier et al. (1998) y Batifoulier et a/ (2002) describieron un aumento de
la estabilidad oxidativa de la carne de pavo tras la suplementacion de 400 ppm de
vitamina E en la dieta de estos animales. Kingston et a/. (1998), Phillips et a/ (2001) y
Wen et al (1997) estudiaron el efecto de la suplementacion en cerdos, obteniendo

también resultados positivos. Guidera et al. (1997) y Kasapidou et al (2001)
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mostraron que los valores de TBARS en carne de corderos suplementados con
vitamina E eran superiores cuanto menor era la concentraciéon de vitamina E en la
carne.

En este caso, la accién protectora ejercida por la vitamina E fue debida a su
acumulacion en el tejido muscular (ver apartado 4.2). Los niveles de vitamina E
proporcionados a través de la dieta basal (20mg/Kg.), no fueron suficientes para
mantener la estabilidad oxidativa de la carne, como se vera posteriormente en el

apartado 4.4.2.

La suplementacion de 30 ppm de vitamina E (T6) resultdé también efectiva en
pechuga, tal como indican los valores de TBARS significativamente inferiores al
control (T1). Sin embargo, cuando esta misma dosis de vitamina E se suplementé junto
a 15 ppm de B-caroteno (T8), los valores de TBARS ya no fueron significativamente
distintos a los del control (T1). La combinacion de los dos antioxidantes se investigo
en parte, con el fin de comprobar si se producia un efecto sinérgico entre los dos. En
algunos casos, la utilizacion conjunta de dos o mas antioxidantes resulta en un
incremento del potencial antioxidante superior al que se esperaria de un mero efecto
aditivo. Otras veces, en cambio, la presencia simultanea de los dos compuestos puede
disminuir la capacidad antioxidante esperada, produciéndose efectos antagonistas
(Moure et al, 2001). No se dispone de referencias acerca de la utilizacion conjunta
de estos dos antioxidantes. Unicamente en un estudio anterior se observé, con la
suplementacion de 100 ppm de vitamina E junto a 1.5 ppm de B-caroteno, el efecto
descrito en este caso, es decir, los valores de TBARS no fueron significativamente
distintos a los del control (Carreras et al.,, 2004). Se podria decir que el B-caroteno
afecta de algin modo a la capacidad antioxidante de la vitamina E pues los niveles de
vitamina E detectados en el tratamiento T8 (vitamina E+p-caroteno) no diferian
significativamente a los del tratamiento T6 (vitamina E Unicamente) (Tabla 4.8).

Los resultados obtenidos sugieren que el B-caroteno se acumula en el tejido
muscular ejerciendo un efecto, aunque no antioxidante. Existen algunos estudios /n

vitro y con modelos experimentales sobre la capacidad antioxidante del pB-caroteno.
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Vile y Winterbourn (1988) estudiaron la peroxidacion lipidica en microsomas
hepaticos de rata, observando que el B-caroteno era mejor antioxidante que el a-
tocoferol a bajas presiones de O, (4mm Hg.). Burton (1989) estudio los efectos de la
variacion de la presion parcial de O, y la concentracion del carotenoide sobre la
oxidacién inducida del cetil linoleato; observé que a bajas pO, (15 Torr), el B-caroteno
era un eficaz antioxidante, mientras que a elevadas pO, (760 Torr) se comportaba
como prooxidante. Palozza y Krinsky (1991), utilizando una solucién de lipidos aislados
de membranas microsomales de higado de rata, observaron que el a-tocoferol era
entre 40 y 50 veces mejor antioxidante que el B-caroteno en aire (150 Torr); cuando
la pO, se reducia por debajo de 20 Torr, la diferencia de efectividad entre los dos
compuestos disminuia ya que incrementaba la eficacia del B-caroteno. Como las pO;
gue se encuentran en los tejidos animales estan habitualmente por debajo de los 20
Torr, los autores propusieron que el B-caroteno podia tener un importante papel como
antioxidante. Los mismos autores demostraron que en membranas microsomales
existia un sinergismo entre el B-caroteno y el a-tocoferol y apuntaron que el a-
tocoferol inhibia los efectos prooxidantes del radical p-car-OO- generado durante la
actuacion del B-caroteno como antioxidante (Palozza y Krinsky, 1992). Subagio y
Morita (2001) estudiaron el efecto del B-caroteno sobre la oxidacion lipidica de
triacilglicéridos purificados y encontraron que, al incrementar la concentracion del
carotenoide, se producia un aumento de la formacion de hidroperoxidos. Sugirieron
que la conducta antioxidante de los carotenoides estaria relacionada con su propia
oxidacién; debido a su estructura de dobles enlaces conjugados, los carotenoides son
muy reactivos frente al O, y los productos de oxidacion pueden reaccionar con los
lipidos acelerando asi su oxidacién. Observaron que la incorporacion de vitamina E en
el experimento suprimia la oxidacion inducida por el B-caroteno y mediante la
utilizacién conjunta de los dos se producia un efecto sinérgico.

Por ultimo, Anguelova y Warthesen (2000) observaron que el B-caroteno a una
concentracion de 160ug/g, no manifestaba efecto antioxidante sobre la oxidacion del

metilo linoleato, debido a la formacién de radicales B-car-. Con la adicion de a-
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tocoferol, la degradacion del carotenoide disminuia y se reducia de forma eficaz la

formacion de hidroperoxidos.

La suplementacion de 10 ppm de licopeno (T7) no disminuyé de forma
significativa los valores de TBARS. En un estudio previo tampoco se observd un
efecto antioxidante del licopeno a 0,1 ppm, pero a diferencia del B-caroteno, este no

afectd la actividad antioxidante de la vitamina E (Carreras, 2002).

Tampoco la administracién del antibidtico enrofloxacina a los animales ya
fuese sin (T2) o con (T3) periodo de retirada parecia afectar el grado de oxidacién
lipidica de las muestras de pechuga. Tampoco se observd ningin efecto cuando se

administré junto con la vitamina E (T4 y T5).

Muslo de pollo

Respecto al otro tejido analizado, el muslo, se encontraron también diferencias
significativas en los valores de TBARS entre tratamientos experimentales (Tabla
4.16).

La suplementacion de 100 ppm de vitamina E (T4 y T5) resulté también
efectiva en muslo, tal y como demostré la disminucién de los niveles de TBARS
respecto al control. Maraschiello (1998) comprobé la eficacia de la suplementacion de
200 ppm de vitamina E en la dieta de broilers en el mantenimiento de la estabilidad
oxidativa de la carne de muslo; sin embargo, cuando la grasa suministrada en la dieta
aportaba muchos AGPI, como en el caso del aceite de girasol, esta dosis de
antioxidante no fue suficiente para proteger frente a la oxidacion. Un caso similar
fue descrito por Galvin et al. (1997) al constatar que 200 ppm de vitamina E
resultaban suficientes en pechuga pero no en muslo para proteger frente a los
efectos prooxidantes del aceite de girasol oxidado que se administrd a los animales.
Ruiz (1999) obtuvo una disminucion de la oxidacion lipidica en carne fresca de muslo

de pollo de entre un 44 y un 66% al suplementar 200 ppm de vitamina E en la dieta de
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los animales. O'Neill et al. (1998) y Grau et al. (2001) comprobaron también la eficacia
de la suplementacion de vitamina E en la dieta de pollos, en este caso a una dosis de

200y 225 ppm, respectivamente.

En este caso, la reduccién de los valores de TBARS respecto al tratamiento
control (T1) no resulté superior que en pechuga a pesar de que la acumulacion de
vitamina E en muslo fue superior (Tabla 4.8), probablemente debido a la mayor
susceptibilidad a la oxidacion del muslo. Sin embargo, Mercier et al. (1998) y Renerre
et al. (1999) observaron una disminucién mayor en los niveles de TBARS de muestras
de muslo de pavo que en las de pechuga, lo que atribuyeron al mayor contenido de
vitamina E del tejido muscular del muslo.

A diferencia de la pechuga, en este caso 30 ppm de vitamina E (T6) no fueron
suficientes para proteger la carne frente a la oxidacion, como reflejan los valores de

TBARS que no difirieron significativamente de los del control (T1).

En el tratamiento con B-caroteno y vitamina E (T8) tampoco se observaron
valores de TBARS significativamente inferiores al control (T1). Por un lado, ya se
habia comprobado que esta dosis de vitamina E (30 ppm) no era suficiente, pero
ademas, como se mostré en la Tabla 4.8, los niveles de vitamina E en las muestras del
tratamiento (T8) eran aproximadamente la mitad de los encontrados en el
tratamiento T6, con la misma dosis de vitamina E pero sin el carotenoide.

Existen algunos estudios sobre el efecto del B-caroteno en la estabilidad
oxidativa del muslo de pollo. Ruiz et al (1999) estudiaron el efecto del B-caroteno
sobre la estabilidad oxidativa de carne de broilers y encontraron que este era
dependiente del tipo de grasa suministrada en la dieta y de la concentracion a la que
se adicionaba. Con manteca de cerdo, el B-caroteno a 15 ppm no afectd la
susceptibilidad oxidativa de las muestras, en comparacién con el tratamiento basal,
mientras que a 50 ppm actué como prooxidante causando a su vez una reduccion del
contenido de vitamina E del tejido.

Por otro lado, Maraschiello (1998) observo en broilers que la suplementacion

de 15 ppm de B-caroteno mostraba un efecto antioxidante en comparacién con el
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grupo basal, mientras que a 50 ppm producia un incremento de dos veces en los
valores de TBARS, mostrando un efecto prooxidante. King et a/. (1995) utilizando una
dosis de 25 ppm de B-caroteno en la dieta de pollos observaron un aumento
significativo de los valores de TBARS. En todos estos estudios se demuestra que el
efecto del B-caroteno depende claramente de la concentracion a la que este se

suplemente en la dieta animal.

Igual que en el caso anterior, el licopeno no mostro efecto antioxidante en
muslo. No obstante, no puede descartarse que la falta de efectividad del carotenoide
pudiera ser debida a la falta de absorcion y/o acumulacién de este, puesto que no se

dispone de las concentraciones presentes en el tejido muscular.

Parece haber una cierta influencia del modo de administracion de la
enrofloxacina sobre los valores de TBARS. Cuando se administré Unicamente el
antibiotico, al respetarse el periodo de retirada del mismo (T3), se observé una
tendencia a valores de TBARS superiores a cuando no se practico la retirada (T2),
aungue en ninguno de los dos casos se obtuvieron diferencias significativas en
comparacion con el control (T1). Este mismo fendmeno tuvo lugar cuando se combiné la
administracién del antibiotico con la suplementaciéon de 100 ppm de vitamina E (T4 y
T5).

Se ha observado que como consecuencia del metabolismo a nivel hepatico de
las fluoroquinolonas, en el que tiene un papel importante el sistema del citocromo
P450, se generan radicales libres que podrian provocar un incremento de la oxidacién
lipidica (Schwimmer, 1981b). Trush et a/ (1982) observaron que la formacién de
radicales libres a partir de los farmacos administrados estaba catalizada
mayoritariamente por la NAD(P)H-citocromo P450 reductasa, una flavoproteina que
mediante el consumo de NAD(P)H y oxigeno generaba diversas especies reactivas de
oxigeno, pudiendo conducir a una situacion de estrés oxidativo. Giirbay et a/. (2001)
investigaron la formacién de radicales libres durante el metabolismo de la

ciprofloxacina en microsomas hepéticos; observaron que durante el metabolismo se
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generaba un radical libre y que este proceso era dependiente de NADPH; al
incorporar al ensayo un inhibidor del citocromo P450 dejaba de generarse el radical,
por lo tanto la produccion dependia de una reaccion catalizada por este sistema;
ademas, la adicion de un anélogo de la vitamina E al sistema, proporcionaba proteccién

frente a los radicales libres producidos.

En este caso no se observo aparentemente un incremento del estrés oxidativo
en aquellas muestras de los tratamientos a los que se habia administrado
enrofloxacina (T2 y T3) ya que los valores de TBARS no fueron significativamente

distintos del control.

Valorando los resultados obtenidos en los dos tefidos musculares, se ponia de
manifiesto la eficacia de la vitamina E como antioxidante. Si bien, una dosis de 100
ppm resulto claramente efectiva reduciendo la oxidacion lipidica de las muestras de
pechuga y muslo, 30 ppm fueron efectivos dnicamente en pechuga, pero no en muslo,
debido a las caracteristicas metabdlicas de este tefido que le hacen especialmente
susceptible a la oxidacion.

Al combinar la suplementacion de vitamina E con p-caroteno, se perdia la
eficacia antioxidante de la vitamina ya que, como se habia observado, los niveles de a-
tocoferol acumulados en el tefido disminuian.

Los valores de TBARS reflejaban la falta de eficacia antioxidante del licopeno
a la dosis suplementada. Por este motivo, junto con las dificultades de adquisicion del
producto, sumados a la necesidad de testar dosis mayores, se decidio suprimir el
tratamiento con licopeno en el experimento posterior con pavos.

La administracion de enrofloxacina no se vio reflejada en el grado de oxidacion
lipidica de las muestras de pollo aunque en muslo, al respetarse el periodo de retirada

del farmaco, se observo una tendencia a aumentar los valores de TBARS.
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4.4 ANALISIS SENSORIAL

Segun la bibliografia consultada sobre el anélisis sensorial de carne de pollo,
existen una gran diversidad de procedimientos de preparacién de las muestras,
presentacién y condiciones de andlisis, lo que dificulta la comparaciéon de los
resultados obtenidos en diferentes estudios (Poste, 1990). Asi, las condiciones de
iluminacion durante la valoracion visual de las muestras, el método utilizado, la
temperatura y tiempo de coccion de estas, los atributos y escalas seleccionados,
entre otros, haran que los resultados obtenidos varien de forma importante por lo
que todo esto deberia tenerse en cuenta a la hora de comparar las conclusiones

obtenidas en los distintos trabajos.

En este estudio, el analisis sensorial de las muestras de pollo se llevo a cabo
Unicamente con las muestras de pechuga y muslo pertenecientes a los tratamientos
experimentales en los que no se habia administrado antibidtico, es decir las de los

tratamientos T1, T6, T7 y T8 (ver apartado 3.1.3).

4.4.1 PECHUGA DE POLLO CRUDA

Los resultados obtenidos tras la valoracion sensorial de las muestras de

pechuga crudas se muestran en la Tabla 4.17.

Tabla 4.17 Atributos visuales y atributos de olor sobre muestras de pechuga de pollo

crudas’.
ATRIBUTOS VISUALES ATRIBUTOS DE OLOR
Color claro/oscuro Hematomas Intensidad olor Olor higado
T1 (n=s) 4.7 1.3 35 1.8
T6 (=8 5.2 21 3.7 2.4
T7 (n=8) 55 21 35 2.0
T8 (=9) 54 1.4 3.2 1.4
RMSE 12 15 0.7 10

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.
RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para ninguno
de los atributos visuales ni de olor valorados sobre las muestras de pechuga de pollo

crudas.

Atributos visuales

La apariencia de la carne es un atributo crucial que determina la aceptacion de
esta por parte del consumidor (Armstrong y Mcllveen, 2000). Por otro lado, la
aceptacion visual de la carne estd de frecuentemente correlacionada de forma
negativa con la decoloracion de su superficie (Chan et al, 1996) por lo que una
reduccion en la velocidad de decoloracion como consecuencia de los antioxidantes
suplementados hubiera sido deseable.

Entre los atributos visuales evaluados, se observé una tendencia a que las
muestras de los tratamientos que incluian antioxidantes (T6, T7 y T8) presentasen
una carne mas oscura que las muestras control (T1), aunque las diferencias no fueron
significativas (p>0.05) (Tabla 4.17). En un estudio anterior, tampoco se observd ningln
efecto significativo de la suplementacion de vitamina E (100 ppm), B-caroteno (1.5
ppm) o licopeno (0.1 ppm) en la dieta de pollos sobre los pardmetros de color
instrumental (L*, a* y b*) determinados en pechuga (Carreras, 2002).

De forma general, en estudios realizados con carnes blancas como la de pollo,
no se observa ningun efecto de la suplementacién de vitamina E sobre el color de la
carne. Por contra, el efecto de la incorporacion de este antioxidante en la dieta
animal sobre el color de la carne es mas evidente en carnes rojas con niveles
superiores de pigmentos musculares. Asi, Chan et al. (1996) observaron que musculos
de terneras tratadas con vitamina E (2000mg/dia) presentaban una menor
transformacion de mioglobina en metamioglobina, aumentando asi la vida media del
color rojo de la carne. En este mismo estudio, las muestras control presentaban una
disminucion de los valores de a* (tendencia al rojo) superior que las muestras de
animales tratados con vitamina E, reflejando una menor estabilidad de color. Robbins
et al. (2003) apreciaron también un incremento de la vida media del color y una

disminucion de la velocidad de decoloracion de la carne de ternera como resultado de

162



Resultados y discusién del estudio realizado en pollos

la suplementacion de vitamina E (1000Ul/dia) en la dieta animal y Guidera et al.
(1997) observaron el mismo efecto incorporando 1000 ppm de vitamina E, en este

caso, en la dieta de corderos.

En cuanto a la presencia de hematomas, tampoco se observaron diferencias
significativas entre tratamientos a pesar de que los valores de los grupos con 30 ppm
de vitamina E (T6) y con 10 ppm de licopeno (T7) tendieron a ser superiores al resto.
En estos dos grupos se observo ademas, una correlacion positiva entre la presencia de
hematomas y la oscuridad de la carne, aunque fue Unicamente significativa (r=0.76)
para el tratamiento T6 (30 ppm vitamina E). La mayor oscuridad de la carne
detectada en estos dos tratamientos podria ser debida en gran parte a la presencia
de hematomas en su superficie, mas que a un efecto del antioxidante suplementado.

Las petequias, equimosis y hematomas constituyen un porcentaje elevado de
los defectos presentes en la carne de ave. Segun su apariencia (color, % de sangre o
tamafo) puede llegar a detectarse si la herida se ha producido durante la
cria/transporte del animal o bien durante el procesado de la carne (Northcutt, 2003).
En el presente estudio Unicamente se valord la presencia o ausencia de estas, no
encontrandose ninguna relacién clara con los tratamientos experimentales llevados a

cabo.

Atributos de olor

La intensidad de olor detectado en las muestras de los cuatro tratamientos
experimentales fue practicamente igual, mientras que los tratamientos con 30 ppm de
vitamina E (T6) y 10 ppm de licopeno (T7) presentaron una intensidad superior,
aunque no significativa, de olor a higado. Esta tendencia a presentar una mayor
intensidad de olor a higado, también descrita por los catadores como olor a sangre u
olor metalico, coincidié con la tendencia a una mayor presencia de hematomas en

estos dos tratamientos. Las pequefias hemorragias observadas en estas muestras
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podrian ser las principales responsables del olor metalico y no el efecto directo de los
antioxidantes adicionados en la dieta animal.

En los cuatro tratamientos experimentales se obtuvo una correlacion positiva
entre la intensidad de olor general y el olor a higado, aunque esta fue Unicamente
significativa en los tratamientos T7 (10 ppm licopeno) y T8 (30 ppm vitamina E + 15

ppm B-caroteno) con coeficientes de correlaciéon de r=0.82 y r=0.70, respectivamente.

4.4.2 PECHUGA DE POLLO COCIDA
En la Tabla 4.18 se presentan los resultados de la valoracién sensorial de las
muestras de pechuga de pollo una vez cocidas, almacenadas y recalentadas segun se

describié en el apartado 3.5.4.

Tabla 4.18 Atributos de flavor y de textura sobre muestras de pechuga de pollo

cocidas®.
FLAVOR TEXTURA
WOF Rancidez | Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad Adhesividad
T1 (n=s) 2.8 41°% 39 34 25 2.6 2.9
T6 (-s) 3.0 22° 3.7 3.2 2.7 24 34
T7 (=9 2.7 49°% 33 3.6 25 2.6 34
T8 (=9 2.7 36° 3.8 3.3 25 25 31
RMSE 05 12 05 05 0.6 0.6 05

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.

Atributos de flavor

El fenébmeno del warmed-over flavor (WOF) es complejo y en realidad su
mecanismo no ha sido completamente elucidado. La rotura de los hidropero6xidos
generados durante la peroxidacién lipidica da lugar a pequefias moléculas como el
pentanal, hexanal y 2,4-decadienal que poseen olores y flavores designados como

“warmed-over” (Vega y Brewer, 1994). Se trata de sustancias extremadamente
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volatiles y perceptibles a muy bajas concentraciones (ppbs) (Labuza, 1971; Gray y
Monahan, 1992). Estas sustancias son liposolubles y quedan retenidas en la fase
lipidica hasta que el mudsculo es recalentado (Mottram y Edwards, 1983; Brewer,
1998).

Algunos autores sugieren que, desde una perspectiva sensorial, el término
WOF es demasiado amplio y ambiguo lo que hace necesario el desarrollo de una
terminologia especifica para describir los olores y flavores generados a raiz de la
aparicién del WOF (Byrne et al, 1999a; Byrne et al, 2001). Para el estudio del
fendmeno, Byrne et al. (1999b) trabajaron con pechugas de pollo cocidas en un bafio
de agua y posteriormente en el horno, almacenadas y finalmente recalentadas. A
partir de estas muestras desarrollaron un vocabulario de 18 términos para describir
notas de olor y flavor asociadas al WOF que incluia los atributos oxidado, rancio y
recalentado, entre otros. Poste et al/. (1986) en cambio, describieron tres fases en el
desarrollo del flavor de carne de cerdo precocinada, almacenada y recalentada,
detectadas por un panel de catadores y en las que diferenciaron claramente entre el
WOF vy la rancidez. En un primer estadio los panelistas apreciaron flavor a carne
recién cocida, después percibieron el WOF, que describieron como un estadio
intermedio aln no rancio y finalmente flavor rancio, extremadamente oxidado. Segin
St. Angelo et al. (1987) las moléculas causantes de la rancidez y las del WOF podrian
ser las mismas variando en proporcion e intensidad durante los cambios de flavor de

la carne.

En el entrenamiento llevado a cabo en este caso por el panel de catadores y
durante la seleccion de atributos se considerd que los descriptores rancidez y WOF
eran claramente diferenciables y podian ser distinguidos por los catadores una vez
entrenados; ademas permitian una caracterizacion clara de las muestras de los cuatro
tratamientos, por lo que se acordé utilizar estos dos atributos en la valoracion

sensorial de las muestras y eliminar otros que parecian redundantes.
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No se detectaron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos

experimentales en el WOF, pero si en la rancidez (Tabla 4.18).

La suplementacion de 30 ppm de a-tocoferol en la dieta de los pollos (T6)
provoc6 una disminucion de la rancidez de las muestras detectada a nivel sensorial, en
comparacion con el resto de tratamientos experimentales. Este mismo resultado se
habia observado previamente con una dosis de vitamina E de 100 ppm (Carreras et al.,
2004), pero en este caso una suplementacion considerablemente inferior demostro
ser también eficaz. Los 20 ppm contenidos en la dieta basal, en cambio, no fueron
suficientes. Por el contrario, De Winne y Dirinck (1996), estudiando el efecto de 200
ppm de vitamina E en la dieta de pollos, comprobaron que a pesar de que las
puntuaciones de off-flavors fueron superiores en las muestras control que en las

suplementadas con el antioxidante, las diferencias no fueron significativas.

Cuando la misma dosis de vitamina E se adicion0 junto a 15 ppm de B-caroteno
(T8) los valores de rancidez no disminuyeron lo suficiente como para diferir del
control (T1). Carreras et al. (2004) observaron este mismo fendmeno en pechugas de

pollo cuando la dieta contenia 100 ppm de vitamina E y 1.5 ppm de B-caroteno.

El licopeno, en las condiciones ensayadas, no mostré efecto antioxidante sino
més bien lo contrario como indica la rancidez de las muestras del tratamiento T7, que,
si bien no fue significativamente distinta del control, tendié a ser mas elevada.
Anteriormente el licopeno administrado a una dosis inferior (0.1 ppm) no afecté
significativamente los valores de rancidez de muestras de pechuga de pollo valoradas

en las mismas condiciones (Carreras, 2002).

En la grafica 4.9, donde se representa mediante barras las puntuaciones
medias de WOF y rancidez para cada uno de los tratamientos, se observa una
tendencia a que los tratamientos con valores superiores de rancidez presentasen
puntuaciones menores de WOF'y viceversa. Esto se aprecié de forma mas clara en los

tratamientos T6 y T7 que eran, respectivamente, el menos y el méas rancio. Parece que
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la deteccion del WOF podria quedar enmascarada por la rancidez de las muestras.
Este fenbmeno se habia observado también en un trabajo previo (Carreras et al.,
2004). Asimismo, en el estudio de Poste et a/. (1986) la fuerte rancidez que tenian las
muestras de cerdo recalentadas después de ocho dias de almacenamiento interfirio
en la percepcién del WOF. El aroma rancio gradualmente enmascaro el aroma warmed-
over percibido inicialmente por los panelistas. La sensibilidad individual de cada uno
de ellos al aroma rancio decidi6 en qué momento el WOF empezaba a verse

enmascarado. En este estudio podria haber ocurrido un fenémeno similar.

Gréafica 4.9 Valores de WOF y rancidez de las muestras de pechuga de pollo cocidas*

OWOF
M Rancidez

T1 T6 T7 T8

Valores que hacen referencia a las puntuaciones
de los catadores en una escala de 1 a 10.
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno;
T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno

Como se percibié durante el programa de entrenamiento de los catadores, el
tiempo de almacenamiento de las muestras una vez cocidas, era clave para la
deteccibn de los cambios oxidativos producidos. A pesar de que Lyon (1987) observo
que el cambio de flavor en muestras de pechuga y muslo de pollo era detectable 24 h.
después de la coccion, en este estudio se considerd adecuado un periodo de
almacenamiento de seis dias, que propiciaba claramente el desarrollo de la rancidez y
permitia testar la eficacia de los antioxidantes. Lyon (1988) comprobd que tres dias
de almacenamiento de la carne de pollo cocida no eran suficientes para acentuar el
caracter rancio de las muestras. Otro estudio mostro que inmediatamente después de

la coccion no se encontraban diferencias en aroma y flavor entre muestras de muslos
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de pavos control y los tratados con antioxidantes mientras que al almacenar la carne
cocida a 4°C durante cuatro dias pasaban a detectarse diferencias entre los

tratamientos experimentales (Vara-Ubol y Bowers, 2002).

Atributos de textura

La textura de la carne es un aspecto fundamental a tener en cuenta ya que una
gran parte de los consumidores se basan en ella para determinar la aceptabilidad y
calidad de la misma. Un nimero importante de consumidores define la calidad en
términos de terneza y jugosidad (Chambers y Bowers, 1993) por este motivo resulta
interesante conocer si la suplementacion de los antioxidantes puede afectar de algin

modo a la textura de la carne.

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos para ninguno
de los atributos de textura analizados (Tabla 4.18). Si el tratamiento con alguno de
los antioxidantes afectd de algun modo a la textura de la carne, los cambios no fueron
lo suficientemente importantes como para ser apreciados a nivel sensorial. Robbins et
al. (2003) tampoco detectaron ningin efecto de la suplementacion de vitamina E
(1000 Ul/dia) sobre la textura de la carne de ternera, aungue debe tenerse en
cuenta que la degustacion se realizé inmediatamente después de la coccidén de las
muestras. En otro trabajo previo, Carreras (2002), utilizando la misma metodologia,
describid pequefios cambios en la dureza y la adhesion de muestras de pechuga de
pollo; asi, la suplementacion de 100 ppm de vitamina E, de 1.5 ppm de B-caroteno y la
combinacién de ambos disminuy6 la dureza de la carne en comparaciéon con el control.
También se redujo la adhesividad, aunque solo el tratamiento con B-caroteno fue
significativamente distinto del control.

En cualquier caso, es muy dificil la comparacion de estos resultados con los
obtenidos en otros estudios ya que en muchos casos existen diferencias en el método
de coccion de la carne, lo que puede influir de forma notable en la textura que esta
presenta una vez cocida. Su et al (1991), por ejemplo, compararon dos métodos de

coccién para pechugas de pollo, observando que la coccion en el horno daba lugar a
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muestras mas secas que la coccion en bafio de agua, debido a que requeria mayor
tiempo y la carne se encontraba mas expuesta al aire. Se sabe también que la
composicion de &cidos grasos de la carne afecta de forma importante a la textura de
esta. Cuando el perfil de acidos grasos es mas saturado, el tejido es mas firme (Wood
et al, 2003). Asi, Garcia Regueiro et al. (2000) observaron que la dureza de la carne
de pollo era mayor cuanto mayor era el contenido de triglicéridos que contenian &cido
estearico (18:0). En general, se ha observado que la adicion de antioxidantes en la
dieta animal no provoca cambios en la composicion de acidos grasos del tejido
muscular (Ahn et al, 1995; Nam et al, 1997; O"Neill et al, 1998), por lo tanto, en
este sentido, seria de esperar no observar cambios de la textura. En este caso no se
analiz6 la composicién de &cidos grasos del tejido muscular pero si esta se vio
modificada por alguno de los antioxidantes, el cambio no influy6 en la textura de la
carne.

En la grafica 4.10 se representan los atributos de flavor y textura que se

valoraron en las muestras cocidas de pechuga de pollo.
Grafica 4.10 Representacion grafica de los atributos de flavor y de textura valorados en

pechuga de pollo cocida.

WOF

Adhesividad \ /‘/ Rancidez
S
3
FIbI’OSIdad//\ Z Jugosidad
(

Pastosidad Dureza

—T1 —T6 T7 T8 ‘

T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno;
T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno
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En el andlisis de correlaciones entre la vitamina E y los atributos de textura
valorados se observé Unicamente una correlacién negativa significativa (r=-0.89)
entre el nivel de antioxidante y la pastosidad de las muestras del tratamiento T6 (30
ppm vitamina E).

Los valores de TBARS estuvieron correlacionados negativamente con la dureza
de las muestras en el tratamiento control (T1), siendo el coeficiente de correlacion
de r=-0.71. En este mismo grupo se observé también una correlacion negativa entre
los valores de TBARS y la fibrosidad (r=-0.71).

La dureza de las muestras estuvo correlacionada negativamente con la
jugosidad (r=-0.73 para el grupo control y r=-0.77 para el grupo con 10 ppm de
licopeno). También se observdé una correlacion negativa significativa entre la
jugosidad y la fibrosidad en el tratamiento control (r=-0.87) y entre la jugosidad y la
adhesividad en el tratamiento T7 (r=-0.76).

La dureza y la fibrosidad, en cambio, estuvieron relacionadas positivamente
(r=0.71 para el tratamiento control y r=0.73 para el tratamiento con 30 ppm de
vitamina E) del mismo modo que la pastosidad y la adhesividad (r=0.82) en el grupo

con 10 ppm de licopeno.

4.4.3 MUSLO DE POLLO CRUDO

En la Tabla 4.19 se muestran los resultados de los atributos visuales y

atributos de olor valorados sobre las muestras de muslo de pollo crudo.
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Tabla 4.19 Atributos visuales y atributos de olor sobre muestras de muslo de pollo crudo®.

ATRIBUTOS VISUALES

ATRIBUTOS DE OLOR

. . . . Color . Olor
Color piel Color piel  Color carne Uniformidad rasa  Conformacién Cantidad Olor Olor carne sanare/metalico
blanco/amarillo blanco/rosa claro/oscuro color carne _g plumas rancio  cruda/pollo g .
interna /higado
T1 ) 1.4 14° 5.8 6.1 1.2 452 162 0.1 3.4 2.1
T6 (-s) 2.8 292 6.4 5.4 2.4 41° 15° 0.0 3.9 3.6
T7 (=9 3.0 2.7% 5.0 4.9 2.6 53% 1.2° 0.1 4.1 3.1
T8 (=9 2.1 1.6° 4.8 51 1.8 58¢% 26°% 0.0 4.3 2.1
RMSE 16 1.0 13 13 13 12 1.0 0.2 2.0 27

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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Atributos visuales

El color de la piel del muslo se examiné con el fin de comprobar si la deposicion
de los antioxidantes, principalmente los carotenoides, afectaba a la pigmentacion. El
color de la piel viene determinado genéticamente, pero depende también del

contenido de carotenoides de la dieta (Barton-Gade et a/,, 1988).

En este estudio, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en las tonalidades amarillentas de la piel. Tampoco King et al. (1995)
notaron ningun efecto debido a la suplementacion de 25 ppm de B-caroteno en la dieta
de pollos y Muramoto et al. (2003), trabajando con carne de ternera, observaron que
la adicion de 7500mg de B-caroteno/ animal y dia no provocaba ningin cambio sobre
los valores de b* (tendencia al amarillo) del M. Semimembranosus y del M.
Longissimus lumborum. Por otro lado, Ruiz et a/. (2001) obtuvieron valores menores de
coloracion amarilla de la piel en muslos de pollos a los que se les habia adicionado 15
ppm de B-caroteno en la dieta. Estos autores sugirieron que podia ser debido a una

competencia entre el B-caroteno y otros carotenoides durante su absorcion in vivo.

Si se obtuvieron diferencias significativas al analizar la coloracion rosada de la
piel. La suplementacion de 30 ppm de vitamina E (T6) y la de 10 ppm de licopeno (T7)
provocaron un incremento del color rosa. El efecto de la vitamina E sobre el color no
se observo en combinacion con el B-caroteno (T8). Seria explicable que el licopeno
provocase una mayor coloracion rosada si se hubiese acumulado en el tejido adiposo
subcuténeo, ya que se trata de un pigmento responsable de la coloracién de muchos
frutos rojos. En el caso de la vitamina E, el incremento del color rosado podria ser
debido a la tendencia de las muestras de este tratamiento a presentar un color méas
oscuro de la carne. Como se ha comentado anteriormente, el efecto de la vitamina E
sobre el color de la carne es mas evidente en tejidos con un nivel superior de
pigmentos musculares, por lo que podria apreciarse un efecto en el muslo que no se
habia observado anteriormente en las muestras de pechuga.

En los tratamientos T1, T7 y T8 se observo una correlacion positiva entre el

color amarillento y el color rosado de la piel (r=0.88, r=0.81 y r=0.76,
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respectivamente) probablemente porqué los dos atributos se valoraron de tal manera

gue puntuaciones bajas indicaban una coloraciéon mas blanquecina de la piel.

Ni el color de la carne ni la uniformidad de esta se vieron afectados por los
tratamientos experimentales. Tampoco el color de la grasa interna, aunque en los
tratamientos T6 (30 ppm vitamina E) y T7 (10 ppm licopeno) tendié a ser méas intenso
gue en el resto, coincidiendo con una mayor coloracién rosa de la piel en estos
tratamientos. Ruiz et al. (2001) describieron valores inferiores de intensidad y
uniformidad de color en los muslos correspondientes al tratamiento con 15 ppm de -
caroteno. King et al (1995) por otro lado, apreciaron un mejor mantenimiento del
color rojo durante el almacenamiento de ocho semanas de muslos de pollos a los que

se adicionaron 150 ppm de vitamina E en la dieta.

Los muslos del tratamiento que incluia p—caroteno (T8) resultaron ser los mas
conformados, aunque la diferencia fue solamente significativa en comparacion con los
muslos del tratamiento con vitamina E (T6). Estos muslos mas conformados también
presentaban una cantidad de plumas significativamente superior a los tratados con

vitamina E (T6) y licopeno (T7).

Hubo una correlacion negativa significativa entre la conformacion y la
uniformidad de color de la carne en el tratamiento control (r=-0.71) y entre la
conformacion y la intensidad de color en el tratamiento T8 (r=-0.74).

En el tratamiento T6 (30 ppm vitamina E), la intensidad de color del muslo
estuvo correlacionada negativamente con la conformacion (r=-0.72) asi como también
con la cantidad de plumas (r=-0.73). Podria ser que el desarrollo muscular (mayor
conformacién) implicase una mayor proporcién de un determinado tipo de fibras
musculares con una cantidad determinada de pigmentos musculares y esto podria

relacionarse, en cierta medida, con la intensidad de color del muslo.
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Atributos de olor

No se apreciaron diferencias en los atributos de olor valorados. Tampoco Ruiz
et al. (2001) observaron diferencias en el muslo para estos atributos ni con la
suplementacion de 200 ppm de vitamina E ni con la de 15 ppm de B-caroteno en la
dieta de pollos.

El olor rancio de las muestras crudas era practicamente inapreciable
seguramente porqué son los compuestos volatiles generados durante la coccién o
recalentamiento de la carne los principales responsables de los off-flavors
detectados (Gray et a/,, 1996).

El tratamiento con una tendencia a presentar una mayor intensidad de olor a
sangre (T6), correspondia a su vez con el que presentaba una tendencia a mostrar la
carne mas oscura.

Hubo una correlacion positiva entre el olor a carne cruda y el olor a sangre o
metaélico en el grupo control (r=0.87) y en el grupo con 10 ppm de licopeno (r=0.92).

En general el olor a higado era superior en muslo que en pechuga debido

probablemente al mayor contenido de pigmentos de este musculo (Lyon, 1993).

4.4.4 MUSLO DE POLLO CcOCIDO

En los muslos cocidos se evaluaron los mismos atributos de flavor y textura

que en el caso de las pechugas (Tabla 4.20).

Tabla 4.20 Atributos de flavor y de textura sobre muestras de muslo de pollo cocidas’.

FLAVOR TEXTURA
WOF  Rancidez | Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad Adhesividad
T1 (n=s) 2.6 1.4 4.8 41 2.7 2.6 1.8
T6 (=9 2.8 1.1 49 5.0 2.0 34 2.4
T7 (n=s) 1.9 33 4.0 5.0 2.2 2.8 1.7
T8 (r=s) 2.2 2.4 4.3 4.8 2.7 33 20
RMSE 15 19 12 0.8 1.0 0.9 13

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.
RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno; T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno.
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Atributos de flavor

Igual que en la pechuga, no se encontraron diferencias significativas entre

tratamientos experimentales en el WOF.

A pesar de que tampoco las hubo en la rancidez, se observd una tendencia a
gue esta disminuyese en las muestras del tratamiento con 30 ppm de vitamina E (T6).
El hecho de almacenar el musculo gastrocnemius entero una vez cocido, antes de las
sesiones de cata, a diferencia de la pechuga que era dividida en pequefios trozos que
se almacenaban separadamente, pudo influir en que el enranciamiento de las muestras
no fuese tan acusado y se apreciaran con menor intensidad que en la pechuga las
diferencias entre tratamientos. El interior del misculo entero contiene muy poco
oxigeno, sin embargo si este se corta o pica se mezcla aire promoviendo la oxidacion.

Por otro lado, diversos autores han demostrado la necesidad de un
determinado tiempo de almacenamiento de la carne una vez cocida para que se
manifiesten los cambios derivados de la degradacion oxidativa (Lyon, 1993; Poste et
al, 1996; Joseph et al, 1997). Durante las sesiones de entrenamiento se consideré
gue un periodo de almacenamiento de seis dias era suficiente para detectar bien la
rancidez de las muestras.

La dosis de 30 ppm de vitamina E utilizada no fue suficiente para mantener la
estabilidad oxidativa del muslo que, debido a sus caracteristicas, presenta una mayor
susceptibilidad a la oxidacion en comparacion con la pechuga. De hecho, los valores de
TBARS de estos tratamientos no fueron significativamente diferentes a los del
control, tal y como se mostré anteriormente en la Tabla 4.16. Ruiz et a/ (2001)
observaron solamente una ligera disminucion de la rancidez en muslo de pollos a los
que se habia suministrado una dosis muy superior de la vitamina (200 ppm). En
general, los valores de rancidez que encontraron estos autores estaban muy por
debajo de los obtenidos en este estudio debido que las muestras se consumian entre
uno y cuatro dias después del sacrificio de los animales, un periodo demasiado corto
para que los procesos oxidativos hubiesen disminuido de forma notable la calidad
sensorial de la carne. Ademas las muestras se servian de inmediato tras la coccion sin

almacenarlas ni recalentarlas. Bou et al. (2001) en cambio, comprobaron que niveles
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bajos de vitamina E contenidos en la dieta basal de pollos eran suficientes para
prevenir el desarrollo de rancidez en muestras de muslo almacenadas a -20°C durante
13 meses. Mielnik et al. (2002) comprobaron también el efecto antioxidante de 200
ppm de vitamina E adicionados en la dieta de pollos al reducir los off-flavors
asociados a la rancidez de los muslos. Sheldon et a/ (1997) apuntaron que cuanto
mayor era la concentracion de vitamina E suplementada en la dieta de pavos, superior

era la estabilidad oxidativa de las muestras.

En los tratamientos con licopeno (T7) y vitamina E mas p-caroteno (T8) la
rancidez tendia a superar los valores control. Como se vio anteriormente la
suplementacion del B-caroteno afectd la deposicion de a-tocoferol en muslo,
reduciéndola (ver Tabla 4.8). Ruiz et a/ (2001) describidé también un incremento del
flavor rancio de las muestras de muslos de pollo correspondientes al tratamiento con

15 ppm de B-caroteno.

Cuando se compararon los valores de WOF y rancidez de cada uno de los
tratamientos (Grafica 4.11) se observé de nuevo la tendencia observada en las
pechugas a que la rancidez enmascarase la deteccién del WOF. El tratamiento con
licopeno (T7), que presentaba una mayor rancidez, era el que tenia menor nivel de

WOF mientras que en el tratamiento T6 (30 ppm vitamina E) ocurria lo contrario.

Gréafica 4.11 Valores de WOF y rancidez de las muestras de muslo de pollo cocidas®

OwWOF
[l Rancidez

T1 T6 T7 T8

Valores que hacen referencia a las puntuaciones
de los catadores en una escala de 1 a 10.
T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno;
T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno
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Atributos de textura

No se detectaron diferencias entre tratamientos para los cinco atributos de
textura valorados (Tabla 4.20).

Ruiz (1999) adicionando 15 ppm de B-caroteno a la dieta de pollos obtuvo un
incremento de la jugosidad inicial y de la adhesividad respecto al tratamiento con 200
ppm de vitamina E y un aumento de la terneza respecto al control. En otras especies
animales como el cerdo se ha descrito un efecto beneficioso de la suplementacién de
vitamina E en la dieta sobre algunos atributos sensoriales de textura (terneza y
jugosidad) de la carne (Dirinck et a/, 1996).

De acuerdo con Grashorn (1995) unos de los criterios mas destacables de
calidad de la carne son la jugosidad y la terneza. Estos dos atributos estéan
intimamente relacionados; cuanto mas tierna es la carne, mas jugos se liberan al
masticarla y la sensacion de jugosidad incrementa. En este estudio, para el
tratamiento control se obtuvo una correlacién negativa entre la jugosidad y la dureza

(r=-0.87).

En la grafica 4.12 se representan todos los atributos valorados en las muestras

de muslo de pollo cocido.

Grafica 4.12 Representacion grafica de los atributos de flavor y de textura valorados en
muslo de pollo cocido.

WOF
Adhesividad / Rancidez
7
Fibrosidad Jugosidad
Pastosidad / "Dureza
‘—Tl —T6 T7 T8

T1: control; T6: 30 ppm vitamina E; T7: 10 ppm licopeno;
T8: 30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno
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La dureza de las muestras estuvo correlacionada positivamente con la
fibrosidad, aunque esta correlacion so6lo fue significativa en el tratamiento T8
(r=0.82). Este mismo tratamiento presentaba también una correlacién negativa entre

la jugosidad y la adhesividad (r=-0.70).

La rancidez de las muestras estuvo correlacionada negativamente con la
jugosidad de estas (r=-0.74 para el grupo control y r=-0.80 para el tratamiento T4) y

con la fibrosidad, en el tratamiento T6 (r=-0.71).

Los resultados obtenidos mediante el andlisis sensorial de las muestras de
pechuga y muslo corroboraron los resultados obtenidos quimicamente mediante los
valores de TBARS. La suplementacion de 30 ppm de vitamina E en la dieta de los
pollos conseguia disminuir la rancidez de las muestras de pechuga sometidas a
condiciones prooxidantes, en cambio en el muslo, aunque se apreciaba también una
tendencia a una menor rancidez, la dosis no era suficiente.

Al combinar la misma dosis de vitamina E con el f[-caroteno, dejaba de
manifestarse la capacidad antioxidante del a-tocoferol.

El licopeno a la dosis testada, si bien no incremento los valores de TBARS,
tendio a provocar una mayor rancidez de las muestras, por lo tanto a actuar como
prooxidante.

También cabe destacar que, de forma general, los antioxidantes

suplementados no modificaron la textura de la carne en ningin sentido.
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4.5 NIVELES DE ANTIBIOTICO EN MUSCULO E HIGADO

Los niveles de enrofloxacina y de su metabolito ciprofloxacina fueron
determinados en las muestras de los tratamientos experimentales a los cuales se les
habia administrado el farmaco (T2, T3, T4 y T5) asi como también en el tratamiento
control (T1). El analisis se llevo a cabo en tejido muscular de pechuga y muslo asi como

también en higado, érgano dénde tiene lugar el metabolismo del farmaco.

Una vez analizados los resultados obtenidos, la significacion de cada uno de los
factores incluidos en el modelo se muestra en la Tabla 4.21 en el caso de la

enrofloxacina y en la Tabla 4.22 para la ciprofloxacina.

Tabla 4.21 Significacién de los factores incluidos en el modelo para la enrofloxacina en
pechuga, muslo e higado de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=50) <0.0001 0.1665 0.1790
= Muslo  (=50)  <0.0001 0.8742 0.9767
llJ—J Higado (n=51) <0.0001 0.4268 0.6683

Tabla 4.22 Significacién de los factores incluidos en el modelo para la ciprofloxacina en
pechuga, muslo e higado de pollo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=50) <0.0001 0.4020 0.5154
2 Muslo (n=50) <0.0001 0.0260 0.8400
llJ—J Higado (n=51) <0.0001 0.5052 0.6400
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El factor tratamiento resultd claramente significativo (p<0.0001) tanto en el
caso de la enrofloxacina como la ciprofloxacina para todos los tejidos analizados. El
factor dia de analisis lo fue Unicamente para la ciprofloxacina en muslo. La
significacion del factor dia en un solo caso fue probablemente debido a algun factor
relacionado con la extraccion de ese tipo de muestra en particular ya que no se
observo en los demés tejidos. El factor tejido (valores p no mostrados) fue
significativo en los tratamientos T2, T4 y T5 para la enrofloxacina y en todos los
tratamientos exceptuando el control para la ciprofloxacina.

En todos los tejidos se pudo estimar la interaccion tratamiento*dia de analisis

que, al resultar no significativa, se eliminé del modelo.

Los niveles de enrofloxacina y de su metabolito en cada uno de los tejidos

analizados, respectivamente, se muestran en las Tablas 4.23 y 4.24.

Tabla 4.23 Niveles de enrofloxacina en pechuga, muslo e higado de pollo®.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE
o T1 N.D. (n=10) N.D. (n=10) N.D. (n=10) 0.28
5 T2 231% o 218 (o) 351 (o 0.52
UEJ T3  020° (o 026° (10 0.21% (=10 036
E T4 2.62 (0 1.82"% (10 277" a0 0.63
~ T5 0.44 *28 (110 0.18 (n=10) 053 (1) 0.32

RMSE 0.50 0.35 0.46

'Resultados expresados en ug de enrofloxacina/g tejido (ppm).

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

N.D. <0.01 ng de enrofloxacina/g tejido.

#®°Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada.
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Tabla 4.24 Niveles de ciprofloxacina en pechuga, muslo e higado de pollo*.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE
o T1 N.D. (n=10) N.D. (n=10) N.D. (n=10) 0.05
2 T2 014%® (o 010%® (e 154 (o) 0.18
UEJ T3 003" (uo 0.02°%® (10 0.12 °“* (10 0.04
E T4 014%* @ 0.10 % (=10 112" =0 0.18
E T5 0.05"® (110 0.04 "8 (110 0.24 A (e 0.05

RMSE 0.03 0.02 0.20

'Resultados expresados en ug de ciprofloxacina/g tejido (ppm).

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

N.D. <0.01 ng de ciprofloxacina/g tejido.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

T1: control; T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada; T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada; T4: 100 ppm vitamina E +
50 ppm enrofloxacina sin retirada; T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada.

Como era de esperar, no se detectaron residuos de enrofloxacina ni de su
metabolito en las muestras control (T1) de ninguno de los tejidos analizados.

Para los deméas tratamientos, con o sin periodo de retirada, y en todos los
tejidos analizados, los niveles de enrofloxacina fueron superiores (p<0.05) a los de
ciprofloxacina. Es un hecho aceptado que la enrofloxacina se metaboliza en el higado
dando lugar a la ciprofloxacina, la cual es responsable de una parte de la actividad
antimicrobiana (Otero et a/, 2001b), sin embargo existen discrepancias sobre que
porcentaje del farmaco inicial es transformado a ciprofloxacina. Gorla et a/ (1997),
en un estudio de administracion oral de enrofloxacina y ciprofloxacina a gallinas,
detectaron también niveles de ciprofloxacina por debajo de los de enrofloxacina en
los huevos de las gallinas tratadas. Anadon et al. (1995) en cambio, observaron que la
enrofloxacina administrada a pollos se metabolizaba de forma extensiva a
ciprofloxacina. Estos autores describieron el mismo fenémeno en cerdos (Anadén et
al., 1999).

En las graficas 4.13, 4.14 y 4.15 se representa el porcentaje de ciprofloxacina

respecto al antibidtico total detectado en pechuga, muslo e higado, respectivamente.
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Grafica 4.13 Porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado en
pechuga de pollo.
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% Ciprofloxacina
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T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada;

T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada;
T4: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada;
T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada.

Grafica 4.14 Porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado en
muslo de pollo.
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T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada;

T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada;
T4: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada;
T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada.

182



Resultados y discusién del estudio realizado en pollos

Grafica 4.15 Porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado en
higado de pollo.
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T2: 50 ppm enrofloxacina sin retirada;

T3: 50 ppm enrofloxacina con retirada;
T4: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada;
T5: 100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada.

En musculo, los tratamientos con periodo de retirada (T3 y T5) presentaron el
mayor porcentaje de ciprofloxacina, con niveles maximos del 13% en el tratamiento
T3 de pechuga y del 18% en el tratamiento T5 de muslo.

El porcentaje de ciprofloxacina detectada respecto a la concentracién de
antibiotico total fue superior (p<0.05) en higado que en tejido muscular,
probablemente debido a que es en el tejido hepéatico donde tiene lugar el metabolismo
de la enrofloxacina. Los porcentajes de ciprofloxacina detectados en este tejido
oscilaron entre el 28.8% del tratamiento T4 y el 36.4% del tratamiento T3 e igual que
en musculo, los tratamientos con periodo de retirada (T3 y T5) presentaron el mayor
porcentaje. En un estudio de administracion de enrofloxacina también a pollos, los
autores encontraron un 51% en higado y un 85% en musculo del antibiotico en forma
de enrofloxacina, es decir, un porcentaje superior de ciprofloxacina en higado
(EMEA, 1998).

Tanto en muasculo como en higado, los residuos de ciprofloxacina en valor
absoluto fueron inferiores en los tratamientos en los que se efectud la retirada del

antibidtico (T3 y T5), pero fue precisamente en estos tratamientos donde el
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porcentaje de ciprofloxacina en relacion al antibidtico total era mayor. Con periodo
de retirada se producia un mayor metabolismo y eliminacién del farmaco. Sin la

retirada, en cambio, gran parte del fArmaco se encontraba sin metabolizar.

Comparando los niveles de enrofloxacina entre los tres tejidos analizados
(Tabla 4.23), se encontraron diferencias significativas entre tejidos en todos los
tratamientos donde se habia administrado el antibidtico, exceptuando el tratamiento
T3 (enrofloxacina con retirada).

En general, los niveles méas elevados se presentaron en higado, O6rgano
responsable del metabolismo del farmaco, mientras que la acumulacion en tejido
muscular fue menor. Otros estudios describieron concentraciones superiores del
farmaco a nivel hepatico (Anadén et al, 1995; Anadon et al,, 1999; Bayer, 2002).

Los niveles de residuos del farmaco en el tejido muscular se vieron influidos
por la presencia de vitamina E en este tejido. Cuando la enrofloxacina se administro
sola y sin periodo de retirada (T2) los niveles de antibidtico detectados en higado
fueron significativamente superiores a los de pechuga y muslo. Cuando se suplemento
ademas vitamina E en la dieta (T4 y T5), los niveles de enrofloxacina en higado fueron
también superiores a los de muslo, pero no significativamente diferentes de los de
pechuga. Fue precisamente el muslo el tejido donde se acumulé mas vitamina E (Tabla
4.8), por lo tanto si la suplementacion del antioxidante influia de algin modo sobre los
niveles de antibidtico restantes en el tejido, tenia que ser precisamente en este

tejido donde se manifestasen mas claramente los efectos.

Para la ciprofloxacina, en todos los tratamientos, excepto el control en el cual
no se detectaron residuos, hubo una mayor presencia de residuos en higado que en
tejido muscular (Tabla 4.24) probablemente porqué es en el tejido hepéatico donde se
genera. La concentracion de ciprofloxacina en pechuga y muslo no fue

significativamente distinta.
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Pechuga de pollo

En este tejido se observdo una marcada diferencia en los niveles de
enrofloxacina entre los tratamientos en los que se habia respetado el periodo de 12
dias de retirada tras la administracion del farmaco (T3 y T5) y aquellos en los que se
habia administrado el antibiético durante los dias previos al sacrificio (T2 y T4).
Como puede observarse en la Figura 4.2, los residuos de enrofloxacina y de su
metabolito se redujeron significativamente al aplicar el periodo de retirada del

farmaco.

C)] (b)

Figura 4.2 Cromatograma de la enrofloxacina en muestras de pechuga de un tratamiento
con (a) o sin (b) periodo de retirada.

Como era previsible, cuando no se aplico el tiempo de retirada (T2 y T4) los
niveles de enrofloxacina sobrepasaron el limite maximo permitido por la legislacion y
establecido en 0.1 ug/g para el tejido muscular (Tabla 4.23). En los tratamientos en
los que se llevé a cabo la retirada (T3 y T5), los niveles superaron también
ligeramente los LMRs establecidos. Anadén et al/ (1995) encontraron residuos de
ciprofloxacina en muasculo, higado y rifion y de enrofloxacina en higado de broilers a
los que se administré 10mg/Kg. de enrofloxacina oralmente durante 4 dias, incluso
después de un periodo de retirada de 12 dias.

Debe tenerse en cuenta gue el estudio no tenia como objetivo la cuantificacion

exacta de los niveles de antibidtico en el tejido sino el analisis de las diferencias
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entre tratamientos experimentales, por lo que el método de andlisis estaba mas
enfocado hacia la deteccidn que no hacia la cuantificacion del antibidtico.

Por otro lado, deben de considerarse también las condiciones de ensayo y
como algunos parédmetros pudieron afectar los niveles de enrofloxacina y su
metabolito, por ejemplo, la via de administracion del farmaco. Si bien la via de
administracion habitual en la préactica avicola es la oral, como ya se ha comentado
anteriormente, esta presenta algunas desventajas; el hecho de que los animales
fuesen criados durante el verano, en el que se alcanzaron temperaturas muy elevadas,
pudo influir en la ingestion de agua y en consecuencia de antibiotico.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con
administracion del antibidtico, con o sin retirada, y los que ademés contenian vitamina
E. A pesar de esto, parecia haber una tendencia a que los tratamientos con vitamina E
presentasen mayor concentracion de residuos de enrofloxacina que sus

correspondientes tratamientos sin el antioxidante (T4 vs. T2y T5 vs. T3).

Los niveles de ciprofloxacina en pechuga (Tabla 4.24) siguieron la misma pauta
que los de enrofloxacina. Los tratamientos sin periodo de retirada (T2 y T4),
presentaron niveles de residuos superiores a los de los tratamientos con retirada (T3
y T5) y no se observé ningun efecto significativo de la suplementacion de vitamina E

en la dieta sobre los niveles de ciprofloxacina.

Muslo de pollo

En muslo, la administracion de enrofloxacina seguida de los doce dias de
retirada, ya fuese sola (T3) o junto a la suplementacién de vitamina E en la dieta (T5),
dio lugar a niveles de enrofloxacina significativamente inferiores a los respectivos
tratamientos sin la retirada (T2 y T4) (Tabla 4.23). A pesar de esto, e igual que en el
caso anterior, estos valores estaban ligeramente por encima de los LMRs permitidos.

En este caso se observaron diferencias entre los dos tratamientos sin periodo
de retirada (T2 y T4). Cuando no se suplementé vitamina E en la dieta animal (T2) los

niveles de enrofloxacina detectados en muslo fueron significativamente superiores a
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cuando se incorpor6 el antioxidante en la dieta (T4). Se observd por lo tanto, un
efecto de la suplementacién dietética de vitamina E sobre los residuos del farmaco
detectados en el tejido.

Este efecto no se observd entre los tratamientos en los que se aplicé el
periodo de retirada, aunque los niveles de enrofloxacina del tratamiento T5 (vitamina
E y enrofloxacina con retirada) tendieron a ser inferiores a los del tratamiento T3

(enrofloxacina con retirada).

Respecto a los niveles de ciprofloxacina (Tabla 4.24), estos fueron superiores
en los tratamientos T2 y T4 (sin retirada del antibiotico), entre los que no se vio
ningun efecto de la suplementacion de la vitamina E.

En los tratamientos con retirada del antibiotico, el que contenia vitamina E
(T5) tendié a presentar mayor concentracion de ciprofloxacina, aunque la diferencia

no fue significativa.

Higado de pollo

Los resultados obtenidos en higado seguian la misma pauta que los de muslo
(Tabla 4.23). De nuevo, con periodo de retirada del antibidtico (T3 y T5),
independientemente de la suplementacion de vitamina E o no, los niveles de
enrofloxacina fueron inferiores a los de cuando no se retiré el antibidtico (T2 y T4),
pero superiores al LMR establecido para este tejido (0.2ug/g).

Se observé de nuevo un efecto de la vitamina E adicionada en la dieta. Cuando
no hubo retirada del antibidtico, la vitamina E redujo significativamente los residuos
de enrofloxacina (T4 vs. T2) en higado. Si bien cuando se retird el antibidtico se
observd una tendencia contraria de la vitamina E, las diferencias en este caso no

fueron significativas (T5 vs. T3).

Los residuos de ciprofloxacina presentes en higado (Tabla 4.24) siguieron la
misma tendencia que en el caso de la enrofloxacina: mayor presencia de residuos sin

retirar el antibidtico y disminucion de estos con la presencia de vitamina E en la dieta
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(T4), mientras que tendencia a una mayor concentraciéon de residuos cuando hubo

retirada en el tratamiento que contenia vitamina E (T5 vs. T3).

Las fluoroquinolonas son eliminadas del organismo principalmente por
metabolismo hepatico y excrecion renal. Los farmacos lipofilicos en general y las
fluoroquinolonas en particular, no se eliminan de forma eficiente por lo que para ser
excretadas en la orina deben ser metabolizadas previamente a nivel hepético,
transformandose en sustancias méas polares (Rang et al, 2003). El metabolismo de
fase 1 que estos farmacos sufren en el higado, esta mediado por un conjunto de
enzimas entre los que cabe destacar el sistema del citocromo P450 (Shlosberg et al.,
1995). Existen diversos trabajos en los que se ha estudiado la influencia de la
administracion de enrofloxacina sobre la actividad de los enzimas del citocromo P450.
Fuhr et al (1992) observaron que las fluoroquinolonas podian inhibir de forma
selectiva algunos isoenzimas del citocromo P450. Vancutsem y Babish (1996)
demostraron que la enrofloxacina en dosis terapéuticas, provocaba una inhibicion de
los enzimas hepaticos P4501A1 y 1A2. Del mismo modo, Shlosberg et al/ (1997)
observaron una inhibicién por parte de la enrofloxacina de monooxigenasas
microsomales del citocromo P450 en higado de pollos. Ershov et a/. (2001) sugirieron
qgue la induccion o inhibicion del sistema P450 podia hacer cambiar la velocidad y
direccion del metabolismo del farmaco y llevar a efectos no deseados como la
peroxidacion lipidica o a la acumulacion del farmaco en la sangre.

Por el contrario, Shlosberg et al (1995) en otro estudio, no observaron
cambios en la actividad P450 de broilers tratados con enrofloxacina.

Por lo tanto, diversos estudios demuestran que pueden producirse
interacciones entre la enrofloxacina y otros farmacos metabolizados a través del
citocromo P450 (Stratton, 1998).

A parte de esta, existen otro tipo de interacciones posibles entre las

fluoroquinolonas y otros farmacos administrados;
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Por un lado, la administracion conjunta con otros farmacos puede disminuir la
biodisponibilidad de las fluoroquinolonas. Este tipo de interaccion se produce cuando
las fluoroquinolonas forman un quelato con compuestos (farmacos, alimentos,
excipientes...) que contienen cationes metalicos (Ca, Mg, Al, Fe o Zn); la formacion de
estos quelatos de escasa solubilidad provoca cambios en la capacidad del farmaco
para atravesar la membrana gastrointestinal causando una reduccion de la
concentracion plasmatica de antibiotico.

Por otro lado, ciertos farmacos pueden inhibir la secrecion tubular de algunas
fluoroquinolonas, dificultando su excrecién.

Finalmente, pueden producirse interacciones farmacodinamicas, es decir,
competicion entre farmacos por un mismo receptor.

En la mayor parte de casos, las interacciones descritas se dan entre las
fluoroquinolonas y otros farmacos administrados conjuntamente. Por ejemplo, Ershov
et al (2000) investigaron las interacciones entre un antimicrobiano administrado a
broilers y la monensina, un coccidiostato ion6foro administrado habitualmente en la
practica avicola para la prevencion de la coccidiosis (enfermedad parasitaria que
afecta a diversas especies de aves y que ocasiona importantes pérdidas econdémicas).

No se han investigado, en cambio, posibles interacciones entre la
administracién de fluoroquinolonas, enrofloxacina en particular, y otros componentes
de la dieta animal como pueden ser antioxidantes. Los resultados obtenidos en este
estudio muestran que este otro tipo de interacciones, la naturaleza de las cuales se
desconoce, pueden afectar la presencia de residuos en los tejidos comestibles del

animal y por lo tanto deberian de ser consideradas.
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En resumen, en pollo, la no retirada del antibiotico antes del sacrificio de los
animales daba lugar a niveles de enrofioxacina y ciprofloxacina superiores a cuando se
retiraba el fdarmaco doce dias antes del sacrificio y por encima de los LMR
establecidos.

La suplementacion de vitamina E en la dieta animal no tuvo ningun efecto
significativo sobre los residuos detectados en pechuga.

En muslo e higado, se observo un efecto significativo de la adicion de vitamina
E en la dieta sobre los residuos de antibiotico cuando no se retiro este antes del
sacrificio. En este caso, la presencia de vitamina E dio lugar a una menor presencia de
residuos. Aungue en los tratamientos con retirada del antibiotico el efecto de la
suplementacion de vitamina E en la dieta no fue significativo, se observo una
tendencia a que la suplementacion del antioxidante incrementase la presencia de

residuos, sobre todo en higado.

190



5. RESULTADOS Y DISCUSION
DEL ESTUDIO REALIZADO
EN PAVOS



Resultados y discusidn del estudio realizado en pavos

5.1 ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

5.1.1 ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA (GSHPx)

La actividad GSHPx dependiente de selenio se determindé en las muestras
crudas de pechuga, muslo e higado de pavo. lgual que en el pollo se pretendia
comprobar si la actividad se veia afectada por la suplementacion de la dieta con los
antioxidantes y/o por la administracion de enrofloxacina e investigar si se podia

establecer alguna relacion entre los enzimas y el estado de oxidacion de las muestras.

La significacion de los factores (valores p) que se incluyeron en el modelo se

presenta en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad GSHPx en
pechuga, muslo e higado de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia anlisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=67) 0.3004 <0.0001 0.4663
= Muslo  (n=67) 0.7602 <0.0001 0.0526
llJ—J Higado (n=67) 0.5836 0.0015 no estimable

Como puede observarse, el factor tratamiento experimental no fue
significativo (p>0.05) en los tres tejidos analizados, mientras que el efecto del dia de
anélisis resulté significativo en los tres casos. Como se analiz6 un minimo de una
muestra de cada tratamiento cada uno de los dias de analisis pudo corregirse este
efecto. Ademas en pechuga y muslo pudo estimarse la interaccion tratamiento*dia de

analisis que, al ser no significativa (p>0.05), se eliminé del modelo.
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Los valores de actividad GSHPx, expresados en nmoles de NADPH oxidados
por minuto y miligramo de proteina, para cada tejido y tratamiento experimental,

guedan reflejados en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2 Valores de actividad GSHPx en pechuga, muslo e higado de pavo.

TEJIDO
Pechuga Muslo Higado RMSE

P1 6.14¢ @0 10.70 % (r-10) 10.96 *  @=10) 175

5 P2 559°¢ @0 10.83" @0 8.99°% (- 167
= P3 6.20¢ (o 10.74" (o) 9.91° (o) 213
§ P4 533¢ (0 11184 (10 10.76 % (-0 166
E P5 589°¢ () 11.06 & (=1 8258 () 3.46
~ P6 595¢ (0 11.50 % (=10 9958 (0 135
P7 6.12° @0 1140 % (=10 9.69°% (-0 1.60

RMSE 0.91 1.35 2.95

'Resultados expresados en nmoles NADPH/min*mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

ABCDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Los valores de actividad GSHPx oscilaron en este caso entre los 5.33 y los
11.83 nmoles NADPH/min*mg proteina. A pesar de que Lee et a/ (1996a) encontraron
una actividad GSHPx en carne de pavo inferior a la descrita en carne de pollo y
ternera pero superior a la descrita en cerdo, en este caso las actividades observadas
en los tres tejidos fueron superiores a las determinadas en carne de pollo.
Considerando todos los factores que influyen en la actividad GSHPx (ver apartado
4.1.1) las diferencias observadas respecto a la carne de pollo probablemente estaban
relacionadas, en gran medida, con la especie animal ya que el contenido de selenio y el

tipo de grasa de la dieta era el mismo en ambos casos.
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Para todos los tratamientos experimentales se apreciaron diferencias significativas
entre los tres tejidos analizados (Tabla 5.2). En todos los tratamientos exceptuando
el control (P1) la actividad GSHPx fue superior en muslo seguida de higado y por
ultimo de pechuga, habiendo diferencias significativas entre los tres tejidos y siendo
la actividad en pechuga aproximadamente la mitad que en muslo.

Lee et al. (1996a) y Renerre et al. (1999) describieron también en carne de
pavo una mayor actividad del enzima en musculos mas oxidativos como los del muslo en
comparacion con musculos mas glicoliticos como los de la pechuga. Daun y Akesson
(2004) demostraron que los muasculos oxidativos de pavo tenian un contenido de
selenio tanto total como soluble superior a los musculos glicoliticos y esto afectaba

de forma importante a la actividad de este enzima dependiente de selenio.

En ninguno de los tejidos estudiados se observaron diferencias significativas
entre tratamientos experimentales (Tabla 5.2). No se manifestaba pues ningln
efecto de la suplementacion de vitamina E, B-caroteno o de la administracién de
enrofloxacina sobre la actividad GSHPx en pechuga, muslo o higado. Respecto a la
suplementacién de antioxidantes, estos resultados concordaban con los obtenidos en
carne de pollo, dénde tampoco hubo variaciones en la actividad GSHPx entre
tratamientos experimentales. Renerre et al (1999) tampoco observaron ningln
efecto de la adicién de 30 y 200ppm de vitamina E en la dieta de pavos sobre la

actividad GSHPx de pechuga y muslo.

Se obtuvo una correlaciéon negativa entre la actividad GSHPx y los valores de
TBARS en las pechugas del tratamiento P7 (50 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) y
en los muslos del tratamiento P3 (50 ppm enrofloxacina con retirada), siendo los
coeficientes de correlacion de r=-0.69 y r=-0.70, respectivamente. En el muslo, y para
los tratamientos P1 (control) y P4 (200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin
retirada), la GSHPx estuvo correlacionada negativamente con los niveles de vitamina
E (r=-0.71 y r=-0.62, respectivamente). Maraschiello (1998) observo, en muslos de

pollos alimentados con dietas suplementadas con 200 ppm de vitamina E, una
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correlacién negativa entre el contenido del antioxidante y la actividad GSHPXx; el
autor sugirié que un nivel inferior de vitamina E incrementaba la produccion de
hidroperoxidos lipidicos que, por accién de la fosfolipasa A2, eran liberados al citosol
donde podia actuar la GSHPx.

Finalmente, y también en muslo, en el tratamiento P7 (50 ppm vitamina E + 15
ppm B-caroteno) se obtuvo una correlacion positiva entre la actividad GSHPx y SOD

(r=0.74), la cudl podria estar indicando una cooperacion entre los dos enzimas.

5.1.2 ACTIVIDAD CATALASA (CAT)

La actividad catalasa fue determinada en las muestras pertenecientes a todos

los tratamientos y tejidos.

La Tabla 5.3 muestra la significacion de los factores incluidos en el modelo en

este caso.

Tabla 5.3 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad CAT en
pechuga, muslo e higado de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=67) 0.0096 0.0420 0.3226
2 Muslo (n=67) 0.0314 <0.0001 0.7051
IU—J Higado (n=67) 0.0061 <0.0001 no estimable

Para la catalasa, el factor tratamiento fue significativo (p<0.05) en los tres
tejidos analizados. También hubo en los tres casos un efecto dia significativo. Como
en el resto de casos, la interaccion tratamiento* dia de analisis resulté no

significativa en pechuga y muslo y por lo tanto, se elimin6 del modelo.
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Los valores de actividad CAT de todos los tratamientos para cada tejido se

muestran en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4 Valores de actividad CAT en pechuga, muslo e higado de pavo’.

TEJIDO
Pechuga Muslo Higado RMSE
P1 017 @0 0.67 @A (10 038" (0 0.22
P2 0.21 ¢ (1210 0.64 B (n=10) 0.87° (o) 0.18
(ED P3 0.29 % (n=10) 0.76 (n=10) 0.78 A (=10 0.28
§ P4 018%® @0 0.66 ** (10 0.75" (- 0.30
E P5 0.22 %% (g 0.70 %8 (=) 1.73% @ 0.83
~ P6 0.21°¢ (o) 0.69 A (110 0.47 "% (o) 0.23
P7 0.25 %8 (0 0.76 * (w0 058" (n=10) 0.33

RMSE 0.07 0.10 0.60

'Resultados expresados en pmoles/min*mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®°Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

ABDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Los valores de actividad estuvieron comprendidos entre los 0.17 y 1.73 umoles
de H,O./ min*mg proteina, siendo inferiores a los obtenidos con las muestras de
pollo.

Resulta interesante apreciar, comparando las dos especies de aves, como en
carne de pavo se detect6 de forma general una mayor actividad GSHPx y una menor

actividad CAT que en la carne de pollo.

Comparando los tres tejidos, y siguiendo la misma tendencia que en la carne de
pollo, la actividad en pechuga de pavo fue significativamente inferior a la de muslo e
higado. Unicamente en el tratamiento P5 (200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina

con retirada) no hubo diferencias entre los dos tejidos musculares, pero fue
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precisamente en este tratamiento donde se observdé una mayor dispersiéon de
resultados. Los valores superiores de actividad se obtuvieron en muslo (P1 y P6) e
higado (P2 y P5) en funcién del tratamiento y, en algunos casos, no fueron
significativamente diferentes entre estos dos tejidos (P3, P4 y P7).

En concordancia con los trabajos de Renerre et al. (1999) y Lee et al. (1996a),
la actividad en muslo llegé a ser hasta cuatro veces superior a la detectada en
pechuga. Segln sugirieron Renerre et al. (1996), un incremento en determinadas
actividades enzimaticas antioxidantes podria ser un mecanismo de proteccion frente
al estrés oxidativo para aquellos misculos méas inestables en cuanto a oxidacién se

refiere.

Pechuga de pavo

En la pechuga, el tratamiento con 50ppm de vitamina E (P6) no modifico la
actividad CAT con respecto al control (Pl). Segun Lauridsen et al (1999) la
suplementaciéon de vitamina E (100 y 200 ppm) en la dieta de cerdos no afectaba la
actividad CAT. Tampoco Renerre et al. (1999) observaron ningun efecto de la
suplementacién de vitamina E (30 y 200 ppm) en la dieta de pavos sobre la actividad

de este enzima en pechuga.

Cuando la vitamina E se suplemento6 junto al B-caroteno (P7) si se produjo un

incremento significativo de actividad, comparando de nuevo con el grupo control.

La administracion de enrofloxacina incrementé la actividad del enzima aunque,
solamente el tratamiento P3 (50ppm enrofloxacina con retirada) resulto
significativamente distinto al control.

Se observé que cuando el antibiotico se retiraba antes del sacrificio del
animal, la actividad del enzima era superior a cuando no habia tiempo de retirada,
tanto si el antibidtico se administraba solo (P3 vs. P2) o si se administraba junto con
la vitamina E (P5 vs. P4), a pesar de que en este ultimo caso las diferencias no fuesen

significativas.
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En el tratamiento P7 (50 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) la actividad CAT
estuvo correlacionada positivamente con la actividad SOD (r=0.66). Este resultado

podria indicar de nuevo la cooperacién entre los dos enzimas.

Muslo de pavo

En el muslo, no se detectaron diferencias significativas en la actividad CAT
entre los tratamientos en los que Unicamente se suplementaron los antioxidantes (P6
y P7) y el control (P1) (Tabla 5.4). Tampoco las diferencias entre los tratamientos con
antibiotico (P2, P3, P4 y P5) y el control fueron significativas. Aun asi, en el muslo se
observo el mismo efecto que en la pechuga en cuanto a la administracion de

enrofloxacina, con o sin tiempo de retirada, y junto o sin vitamina E en la dieta.

Higado de pavo

En el higado no pudo verse ningun efecto de los antioxidantes suplementados
sobre la actividad CAT (Tabla 5.4). En cambio, el tratamiento P5 (200ppm vitamina E
+ 50ppm enrofloxacina con retirada) mostr6é una actividad CAT significativamente
superior al resto de tratamientos. En carne de pollo, este mismo efecto se observo en
el tratamiento T3 (50ppm enrofloxacina con retirada). En los dos casos debe tenerse

en cuenta la variabilidad en los resultados obtenidos.

5.1.3 ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad superéxido dismutasa (SOD) se analiz6 también en muestras de

los tres tejidos.

Los valores p de los factores incluidos en el modelo asi como de su interaccion

aparecen en la Tabla 5.5.
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Tabla 5.5 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la actividad SOD en
pechuga, muslo e higado de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=67) 0.4660 <0.0001 0.7997
= Muslo  (n=67) 0.6254 <0.0001 0.0550
Lll—J Higado (n=67) 0.0903 <0.0001 no estimable

El factor tratamiento no fue significativo (p>0.05) en ninguno de los tres
tejidos analizados mientras que el factor dia de anélisis fue claramente significativo.
La interaccion entre los dos factores fue no significativa en los dos tejidos donde se

pudo evaluar, por lo que en estos casos se eliminé del modelo.

Los valores de actividad SOD de los distintos tratamientos en cada uno de los

tejidos se presentan en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6 Valores de actividad SOD en pechuga, muslo e higado de pavo®.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE

P1 358°% (0 401% @m0 478" (e 0.58

o P2 3.51 (n=10) 3.93 (n=10) 3.38 (n=10) 0.66
E P3 358°% (- 418" (-0 3.42°% (o) 0.48
Lé P4 3.33 (n=10) 3.66 (n=10) 3.27 (n=10) 1.01
E PS5 3.48 (0=7) 4.00 (0=7) 4.26 (0=7) 1.08
E P6 3.44 (n=10) 4.09 (n=10) 3.40 (n=10) 0.99
P7 3.42 (n=10) 411 (n=10) 3.57 (n=10) 0.71

RMSE 0.29 0.62 1.24

'Resultados expresados en unidades SOD/mg proteina.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.
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La actividad de las muestras analizadas estuvo comprendida entre 3.27 y 4.78
unidades de SOD/mg proteina siendo bastante similares los valores de actividad
entre los tres tejidos. De hecho, solamente se observaron diferencias significativas
entre tejidos en el tratamiento control (P1) en el cual la actividad SOD fue superior
en higado en comparacion con la pechuga y el muslo y en el tratamiento con
enrofloxacina y tiempo de retirada (P3) donde el muslo presenté una actividad
significativamente superior a los otros dos tejidos. Renerre et al (1999) habian
descrito actividades 1.5 veces superiores en muslo que en pechuga de pavo.

Los valores obtenidos fueron superiores a los encontrados en pechuga, muslo e

higado de pollo (ver Tabla 4.6).

En ninguno de los tres tejidos se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos experimentales. Renerre et al. (1999) mostraron que la suplementacién
de 30 y 200ppm de vitamina E en la dieta de pavos no afectaba la actividad SOD ni en
muslo ni pechuga de estos animales.

En el estudio de correlaciones entre variables quimicas, se encontrd en
pechuga una correlacion negativa entre la SOD y los valores de TBARS, pero
Unicamente para el tratamiento control (r=-0.80).

En muslo y para el tratamiento P6 (50 ppm vitamina E), la correlacion entre la
SOD vy la vitamina E presento un coeficiente de r=0.69.

En higado y para el tratamiento P3 (50 ppm enrofloxacina con retirada) y el
tratamiento P5 (200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada), la
actividad SOD estuvo correlacionada positivamente con la GSHPx (r=0.66 y r=0.99,

respectivamente).

Por lo tanto, en los tejidos de pavo, del mismo modo que en los de pollo, no se
observo una relacion clara entre los antioxidantes adicionados en la dieta animal y la
actividad de los enzimas antioxidantes endogenos. Tampoco la administracion de
enrofioxacina afecto significativamente la actividad de estos enzimas y tnicamente

se observaron algunos efectos sobre la actividad catalasa en las muestras de pechuga.
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5.2 NIVELES DE VITAMINA E EN MUSCULO

Del mismo modo que con las muestras de pollo, se determinaron los niveles de
vitamina E acumulados en musculo para todos los tratamientos experimentales. Como
ya se ha mencionado, en el experimento con pavos no se llevo a cabo el tratamiento
con licopeno y los niveles de B-caroteno en el tejido muscular no pudieron ser
determinados debido a que el carotenoide se encontraba a concentraciones por

debajo del limite de deteccién de los métodos disponibles.

En cuanto a la determinacion de la vitamina E, la significacion de los distintos
factores incluidos en el modelo para cada uno de los tejidos analizados se muestra en

la Tabla 5.7.

Tabla 5.7 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la vitamina E en
pechuga y muslo de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
Q Pechuga (n=67) <0.0001 0.1691 0.9082
E Muslo (n=67) <0.0001 0.0073 0.4588

Como se aprecia en la tabla anterior, el factor tratamiento fue significativo
(p<0.0001) tanto en pechuga como en muslo de pavo. El factor tejido también resultd
significativo para todos los tratamientos (valores p no mostrados). Por otro lado, el
factor dia de andlisis fue significativo Unicamente en muslo, debido probablemente a

las propiedades de las muestras.

La Tabla 5.8 muestra los niveles de vitamina E, expresados en ugramos de
vitamina por gramo de tejido, detectados en las muestras de pechuga y muslo de cada

uno de los tratamientos experimentales.
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Tabla 5.8 Niveles de vitamina E en pechuga y muslo de pavo'

TEJIDO

Pechuga Muslo RMSE

P1 0.66 % (10 1.61°%9% (o) 0.14

o P2 0.49 ® (n=10) 117 4 (n=10) 0.26
E P3 0.50 & (n=10) 1.31 %A (n=10) 0.15
UEJ P4 1.56 *° (n=10) 3.90 % (1=10) 0.50
E P5 079" @ 196" =) 0.32
~ P6 0.80" (=0 206" (=0 0.27
P7 070" (=0 1745 (0 0.14

RMSE 0.20 0.34

'Resultados expresados en pg de vitamina E/g tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

acdeHeantro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Los niveles de vitamina E observados en musculo de pavo fueron inferiores a
los obtenidos en muisculo de pollo a pesar de que las dosis de vitamina E
suplementadas en la dieta de los pavos fueron superiores a las de los pollos (50 y
200ppm en pavo vs. 30 y 100ppm en pollo). Marusich et a/. (1975) detectaron que las
concentraciones de vitamina E en higado y pechuga de pavo eran solamente 1/5y 1/3
respectivamente de las encontradas en broilers alimentados con niveles similares del
antioxidante. Diversos autores apuntan que esto es debido a que, en comparacion con
otras especies como el pollo, los tejidos de pavo acumulan a-tocoferol mucho mas
lentamente, por lo tanto es necesario un periodo de suplementacion mas largo o una
dosis mayor para alcanzar niveles similares (Bartov et a/, 1983; Sklan et al/, 1983;
Morrissey et al,, 1998). Ademas, Sklan et al. (1983) sugieren que los niveles inferiores
de vitamina E en pavo podrian ser debidos, en parte, a la mayor produccion y

excrecién de tocoferil gluocorénidos.
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En este caso la dosis de antioxidante suplementada en la dieta fue superior,
pero debe tenerse en cuenta que los tratamientos dietéticos se aplicaron a los pollos
durante todo el periodo de engorde (6 semanas) mientras que a los pavos solamente

durante las cuatro ultimas semanas.

Se pudieron observar diferencias significativas entre los dos tejidos para
todos los tratamientos experimentales. Los niveles de vitamina E encontrados en
muslo fueron alrededor de dos veces superiores a los de pechuga. Otros trabajos en
los que se investigaron los niveles de vitamina E en mdsculo de pavo tras la
suplementacién del antioxidante en la dieta de los animales, mostraron que el muslo
contenia el doble de vitamina E que la pechuga, independientemente de la dosis de
vitamina E en la dieta (Mercier et al/, 1998; Renerre et al, 1999; Gatellier et al,

2000).

Pechuga de pavo

En este tejido se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.0001) (Tabla 5.8).

La suplementacién de 50 ppm de vitamina E en la dieta de los pavos (P6) no
aument6 suficientemente el nivel de vitamina E en pechuga como para que se
detectaran diferencias respecto al grupo control (Pl). Contrariamente a estos
resultados, Renerre et al. (1999) y Nam et a/ (2003) observaron que el contenido de
vitamina E en las pechugas de pavos alimentados con 200ppm de la vitamina resultaba
ser cinco y cuatro veces superior, respectivamente, al del control. Batifoulier et a/
(2002) apuntaron un incremento de hasta 14 veces respecto al control en membranas
microsomales de pechuga de pavos a los que se adicionaron 400 ppm de vitamina E v,
con esta misma dosis, Mercier et al. (1998) obtuvieron concentraciones de vitamina E
seis veces superiores al control. En todos estos casos la dosis suplementada fue muy

superior a la utilizada en este estudio.
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Por otro lado, se administraron dosis de 200 ppm de vitamina E junto con la
enrofloxacina, dando lugar a niveles de vitamina superiores a los estimados en el
grupo control s6lo cuando el antibiético no se retiré con anterioridad al sacrificio de

los animales (P4).

La suplementacion conjunta de 15 ppm de B-caroteno y 50 ppm de vitamina E
(P7) dio niveles semejantes al control aunque parecia que el B-caroteno tendia a
disminuir la concentracion de vitamina E en el mdsculo si se comparaba con la
administracion unica de 50ppm de la vitamina (P6). Igual que en la pechuga de pollo, el

efecto del B-caroteno sobre los niveles de vitamina E del tejido no era significativo.

La administracion de enrofloxacina a los animales ya fuese con o sin periodo de
retirada (P2 y P3) no modificaba la concentracion de vitamina E, proporcionada por la
dieta basal, respecto al control. Como se ha comentado, se apreciaron diferencias
significativas en los niveles de vitamina E, entre el tratamiento con (P5) y sin (P4)
periodo de retirada, en administrarse el fadrmaco junto con 200ppm de vitamina.

Ademas, en el tratamiento P2 (50 ppm enrofloxacina sin retirada), se observé
una correlacion positiva significativa (r=0.62) entre la vitamina E y los niveles de

ciprofloxacina.

Muslo de pavo

También se apreciaron diferencias significativas entre tratamientos en el
muslo (Tabla 5.8).

En este tejido, a diferencia de la pechuga, una dosis de 50 ppm de vitamina E
en la dieta (P6), incremento significativamente la concentracién del antioxidante en el
tejido respecto al grupo control (P1). Lo mismo se observo en el muslo de pollo con una
dosis de 30ppm (Tabla 4.8).

Como era de esperar, la adicion de 200 ppm de antioxidante produjo un
incremento de los niveles de vitamina detectados en el tejido. Gatellier et al. (2000)

obtuvieron niveles en muslo de pavos cinco veces superiores al control cuando la dosis
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suplementada fue de 200 ppm, mientras que Mercier et al. (2001), con la misma
suplementacidn, apreciaron un incremento entre cinco y seis veces el nivel del control
en la fraccion microsomal de muslo de pavo.

En el presente estudio, y como ocurriera en pollo, se observd un efecto del
tiempo de administracion del antibidtico sobre la acumulacién de vitamina E. Asi,
cuando no se retiré la enrofloxacina antes del sacrificio (P4) se obtuvieron los niveles
mas elevados de vitamina E, mientras que en el tratamiento en que se dejaron 12 dias
de tiempo de retirada (P5), la concentracion de vitamina E no fue significativamente
distinta a la obtenida con una suplementacion de 50 ppm (P6).

Al comparar los resultados de los tratamientos en los que las dietas no fueron
enriquecidas con vitamina E (P1 a P3), se puede apreciar un efecto, aunque no
estadisticamente significativo, de la administracion del antibiético sobre los niveles
de tocoferol proporcionados por la dieta basal, los cuales son inferiores en el
tratamiento sin retirada de enrofloxacina (P2).

La Unica correlacion significativa que se observo en este tejido fue en el
tratamiento P3 (50 ppm enrofloxacina con retirada) entre los niveles de vitamina E y

los valores de TBARS (r=-0.64).

El B—-caroteno a 15ppm junto con la vitamina E a 50ppm (P7) tendi6 a disminuir

la concentracion de vitamina E en el muslo en comparacion con el tratamiento P6 que

contenia unicamente 50ppm de vitamina E.
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En resumen, en la carne de pavo, la dosis de 200 ppm de vitamina E incremento
claramente los niveles del antioxidante en el tefido muscular, mientras que 50 ppm
produjeron un incremento significativo unicamente en muslo, del mismo modo que 30
ppm en el caso de los pollos.

También igual que en los pollos, se manifestaba un efecto del f-caroteno sobre
la vitamina E adicionada, de modo que tendian a disminuir los niveles de a-tocoferol
detectados tanto en pechuga como en muslo, en presencia del carotenoide.
Finalmente, también la administracion de enrofiloxacina influia sobre los niveles de
vitamina E y lo hacia de forma distinta segtn si se aplicaba el periodo de retirada del

antibiotico o no, en concordancia con los resultados obtenidos en pollo.
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5.3 GRADO DE OXIDACION LIPIDICA

Igual que en las muestras de pollo, los valores de TBARS fueron determinados
a cuatro tiempos de incubacion en las muestras de pechuga y muslo de todos los

tratamientos experimentales.

La significacién (valores p) de los distintos factores incluidos en el modelo, asi

como de su interaccion se muestra en las Tablas 5.9-5.12.

Tabla 5.9 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en pechuga
y muslo de pavo a 0 min. de incubacién.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
9 Pechuga (n=67) <0.0001 <0.0001 0.0564
E Muslo (n=67) 0.3930 0.0735 0.1580

Tabla 5.10 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pavo a 50 min. de incubacion.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
Q Pechuga (n=67) <0.0001 <0.0001 0.2053
E Muslo (n=67) <0.0001 0.0007 0.1013

Tabla 5.11 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pavo a 100 min. de incubacién.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
Q Pechuga (n=67) <0.0001 <0.0001 0.1490
E Muslo (n=67) <0.0001 0.0001 0.2015
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Tabla 5.12 Significacion de los factores incluidos en el modelo para los TBARS en
pechuga y muslo de pavo a 150 min. de incubacién.

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
Q Pechuga (n=67) <0.0001 0.0005 0.3174
E Muslo (n=67) <0.0001 0.0005 0.073

Como puede observarse, exceptuando en el muslo a O minutos de incubacion, el

factor tratamiento fue significativo (p<0.0001) en todos los casos. También lo fue el

efecto del dia pero, al analizar un minimo de una muestra por tratamiento, pudo

corregirse este efecto.

En las graficas 5.1-5.7 puede observarse la evolucion de los valores de TBARS

durante el tiempo de incubacion en los dos tejidos analizados y para cada uno de los

tratamientos experimentales.
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Gréafica 5.3 TBARS del tratamiento P3

Grafica 5.4 TBARS del tratamiento P4
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Grafica 5.5 TBARS del tratamiento P5

Grafica 5.6 TBARS del tratamiento P6
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Valores de TBARS representados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;

P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.
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En todos los tratamientos experimentales se observo un incremento de los
valores de TBARS con el tiempo de incubacién. En los tratamientos P4 y P5 donde se
suplementaron 200 ppm de vitamina E en la dieta, los valores de TBARS estuvieron
por debajo de los obtenidos en los demas tratamientos, pero aun asi estos
incrementaron al aumentar el tiempo de incubacién. Debemos tener en cuenta que
observamos una escala de valores de TBARS mucho mas amplia que en el caso de las

muestras de pollo.

Las Tablas 5.13 - 5.16 muestran los valores de TBARS para cada tratamiento y

tejido en cada uno de los tiempos de incubacién.

Tabla 5.13 Valores de TBARS' en pechuga y muslo de pavo a O minutos de incubacion.

TEJIDO
Tiempo O Pechuga Muslo RMSE
P1 0.093%  (n=10) 0.073 (n=10) 0.033
5 P2 0.107 @ (n=10) 0.081 (n=10) 0.045
2 P3 0.094%  (n=10) 0.073 (n=10) 0.033
I:E: P4 0.062 ¢ (n=10) 0.032 (n=10) 0.040
> P5 0.080 *  (n=7) 0.069°  (n=7) 0.008
K P6 0.059 ¢ (n=10) 0.111 (n=10) 0.125
P7 0.065 ° (n=10) 0.046 (n=10) 0.024
RMSE 0.025 0.077

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

#®°Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Inicialmente, a 0 minutos de incubacioén, (Tabla 5.13) los valores de TBARS en
las muestras de pechuga no difirieron significativamente de los de muslo salvo en el
tratamiento P5 (200 ppm de vitamina E y enrofloxacina con retirada), donde los

TBARS en pechuga fueron ligeramente superiores.
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Practicamente no se observaron diferencias entre tratamientos
experimentales. Solamente en pechuga, los tratamientos con vitamina E (P4, P5, P6 y
P7) presentaron valores inferiores al tratamiento control (P1), aunque el tratamiento
P5 (200ppm vitamina E y 50ppm enrofloxacina con retirada) no fue significativamente

distinto. En el muslo, en cambio, no se apreciaron diferencias significativas.

Tabla 5.14 Valores de TBARS! en pechuga y muslo de pavo a 50 minutos de incubacion.

TEJIDO
Tiempo 50 Pechuga Muslo RMSE
P1 012138 (0 0.233 %A (0 0.069
o P2 0.140%® @0 0.257 * (w10 0.071
5 P3 0.115 %8 () 0.264* (i) 0.065
U§J P4 0067 % (=10 0.052 ¢ (n=10) 0.050
E P5 0.098 (w7 0.167 A =) 0.017
~ P6 0.064 ¢ (n=10) 0.090 ° (n=10) 0.045
P7 0.079° (0 0.109® (10 0.055
RMSE 0.029 0.075

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

acdDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

A partir de los 50 minutos de incubacion (Tabla 5.14) empezaron a observarse
diferencias entre tratamientos dentro de cada tejido y en la mayor parte de
tratamientos los TBARS en muslo fueron significativamente superiores a los

obtenidos en pechuga.
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Tabla 5.15 Valores de TBARS® en pechuga y muslo de pavo a 100 minutos de incubacion.

TEJIDO
Tiempo 100 Pechuga Muslo RMSE
P1 0.117 @8 (1) 0.331 %" (10 0.077
o P2 0.138 *® (n=10) 0379 () 0.076
5 P3 0.122 %8 (o) 0422 (o) 0.097
U§J P4 0.074 ¢ (n=10) 0.036 ¢ (n=10) 0.071
E P5 0.103 " (1) 0241 () 0.016
~ P6 0.078 ¢ (n=10) 0.130 ¢ (n=10) 0.056
P7 0.088 « (n=10) 0.148 © (n=10) 0.082
RMSE 0.031 0.099

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.
RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

#®cdpentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Tabla 5.16 Valores de TBARS' en pechuga y muslo de pavo a 150 minutos de incubacion.

TEJIDO

Tiempo 150 Pechuga Muslo RMSE
P1 0.132 %8 (10 0.511% (=) 0.080

o P2 0.137%® (o) 0.583* @0 0.069
= P3 0.117 8 (o) 0.610% (i) 0.099
UEJ P4 0.074 ¢ (n=10) 0.034 ¢ (n=10) 0.080
E P5 0.104 "® (=) 0381 (=) 0.020
~ P6 0.077® @0 0.270°* @0 0.099
P7 0.087® @0 0.278 " @) 0.140

RMSE 0.031 0.127

Valores de TBARS expresados en nmoles de equivalentes de MDA/mg tejido.
RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

aDentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.
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A 150 minutos de incubacion (Tabla 5.16) se observaron de forma mas clara las

diferencias entre tejidos y entre tratamientos.

Comparando los dos tejidos analizados, los valores de TBARS en muslo fueron
significativamente superiores a los de pechuga, en todos los tratamientos
exceptuando el P4 (200ppm de vitamina E y enrofloxacina sin retirada).

A pesar de que el muslo de pavo contenia mas vitamina E que la pechuga (ver
Tabla 5.8), los valores de TBARS mostraron que tendia a oxidarse mas que la pechuga.
Esto demuestra que, a pesar de que el a-tocoferol muscular es un factor importante,
la influencia de los AGPI1 y el contenido en prooxidantes, deben de ser considerados.
La mayor susceptibilidad del muslo a la oxidacion se explicaria por su mayor contenido
absoluto en AGPI y a un mayor nivel de especies prooxidantes originadas a partir de
la mioglobina y otras hemoproteinas (Jensen et a/., 1998).

Gatellier et al (2000), incubaron extractos de muslo y pechuga de pavos
alimentados con dietas suplementadas con 200ppm de vitamina E en un sistema
oxidante y observaron que, a pesar de que la vitamina E inhibia fuertemente la
oxidacién, en general se observaba una mayor produccién de radicales en muslo.
También Higgins et al (1999) obtuvieron valores superiores de oxidacion lipidica en
las muestras de muslo en comparacion con las de pechuga de pavos tratados con
600ppm de vitamina E, a pesar de que en este caso la oxidacion se estudi6 en las
muestras cocidas. Mercier et al. (2001) en cambio, no observaron diferencias en el
grado de oxidacion lipidica de la fraccién microsomal de muslo y pechuga de pavos

cuando el tratamiento dietético contenia 200ppm de vitamina E.

Pechuga de pavo

La suplementacion de 200 ppm de vitamina E (P4 y P5) en la dieta de los pavos,
provoco la disminucion de los valores de TBARS en las muestras de pechuga en
comparacion con el grupo control (P1) (Tabla 5.16), aunque de forma significativa
Unicamente en el tratamiento P4 (200ppm vitamina E y 50ppm enrofloxacina sin

retirada). Mercier et al (1998) y Batifoulier et al. (2002) observaron también la
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reduccion de los valores de TBARS en musculo y microsomas obtenidos de pechuga de
pavos a los que se habia proporcionado 400ppm de vitamina E, independientemente del
tipo de grasa de la dieta de los animales. Higgins et al (1998) observaron una
reduccion en la produccién de TBARS en muestras de pechuga de pavos a los que se
suplementaron 600ppm de vitamina E en la dieta.

En este caso, incluso una dosis de 50ppm de vitamina E (P6) disminuyd también

los valores de TBARS respecto al control (P1).

Cuando esta misma dosis de vitamina E se administro junto a 15ppm de B-
caroteno (P7), siguié habiendo diferencias con el control pero los valores de TBARS
incrementaron ligeramente respecto a la adicion Unica de vitamina E en las mismas

concentraciones (P6).

La enrofloxacina administrada sola, ya fuese con (P3) o sin (P2) periodo de
retirada no modifico significativamente los valores de TBARS respecto al control.

Si se observé efecto de la administracion del farmaco sobre el grado de
oxidacién lipidica de las muestras cuando se administré conjuntamente con vitamina E
(P4 y P5). Como se ha mencionado, el grupo con 200ppm de vitamina E y enrofloxacina
sin retirada (P4) presento niveles de TBARS significativamente inferiores al control,
mientras que este efecto no se observd con la suplementacion de la misma dosis de

vitamina E pero con la retirada del farmaco (P5).

Muslo de pavo

En el muslo, las diferencias entre tratamientos fueron mas evidentes que en el
caso de la pechuga.

La suplementacion de 200ppm de vitamina E disminuy6 significativamente los
valores de TBARS en comparacion con el control, tanto cuando la enrofloxacina
administrada conjuntamente se retirdé (P5) como cuando no (P4), a pesar de gque la
reduccion fue mayor cuando no hubo periodo de retirada (P4). La reduccion de los

valores de TBARS respecto al control por parte de la vitamina E fue mayor en muslo
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que en pechuga. Mercier et al. (1998) también con carne de pavo observaron que las
mayores diferencias en los valores de TBARS entre el control y las muestras de
animales suplementados con 400ppm de vitamina E se dieron en el muslo, debido a su
mayor contenido en vitamina E en comparacion con la pechuga. El mismo resultado fue

obtenido por Renerre et al. (1999) pero con una dosis de 200ppm en la dieta de pavos.

50ppm de vitamina E resultaron igualmente efectivos en disminuir los TBARS

al adicionarse solos (P6) o junto a 15ppm de B-caroteno (P7).

La administracion de enrofloxacina sola, con o sin periodo de retirada (P3 y
P2), no afect6 de forma significativa los valores de TBARS. Se observé un efecto de
la enrofloxacina cuando junto a ella se suplementé la vitamina E; se detect6 una caida
de los TBARS en el tratamiento con enrofloxacina sin retirada y vitamina E (P4), pero
debe tenerse en cuenta que la mayoria de muestras de este tratamiento se analizaron

juntas.

A /a vista de los resultados obtenidos, se observo que la suplementacion de la
dieta de los pavos con 200 ppm de vitamina E provocaba la reduccion de los valores de
TBARS, aunque no en todos los casos de forma significativa. También la dosis de 50
ppm resulto eficaz desde un punto de vista quimico, aunque como se verad
posteriormente, a nivel sensorial no se detecto una disminucion de la rancidez en
estas muestras. El efecto del -caroteno en los tejidos de pavo no fue tan evidente
como en el caso del pollo; quiza la dosis suplementada, que fue equivalente a la
utilizada en pollo, no fue suficiente en esta especie para provocar algun efecto sobre
la capacidad antioxidante de la vitamina E. Finalmente, la enrofloxacina por si sola no
afecto a los valores de TBARS pero si se observaron diferencias cuando se

aaministro junto a la vitamina E.
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5.4 ANALISIS SENSORIAL

El analisis sensorial de la carne de pavo se realizd Unicamente sobre las
muestras pertenecientes a los tratamientos sin administracion de antibidtico, es
decir el tratamiento control (P1), el tratamiento con 50ppm de vitamina E (P6) y la

combinacién de 50ppm de vitamina E con 15ppm de B-caroteno (P7).

5.4.1 PECHUGA DE PAVO CRUDA

Los resultados del andlisis de las muestras de pechuga cruda se muestran en la

Tabla 5.17.

Tabla 5.17 Atributos visuales y atributos de olor sobre muestras de pechuga de pavo

crudas®.
ATRIBUTOS VISUALES ATRIBUTOS DE OLOR
Color claro/oscuro Hematomas Intensidad olor Olor higado
P1 (r-12) 5.3 0.9 30° 15°
P6 (n=12) 53 0.9 36°% 2.2°%
P7 (=12) 5.1 0.9 32%® 17%
RMSE 0.8 11 0.6 0.7

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
P1: control; P6: 50ppm vitamina E; P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Atributos visuales

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el color
claro u oscuro de las pechugas ni tampoco en la presencia de hematomas (Tabla 5.17).
Los antioxidantes suplementados en la dieta no afectaron aparentemente al color de
la carne de pechuga.

En comparacion con las carnes rojas, se han llevado a cabo pocos estudios

sobre la decoloraciéon de carnes blancas, como la de pavo, donde esta se caracteriza
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por cambios de rosa/amarillo a amarillo/marrén. Mercier et al (1998) estudiaron
durante nueve dias la evolucién del color de pechugas de pavos, la dieta de los cuales
se habia suplementado con 400ppm de vitamina E. No observaron ningun efecto de la
vitamina E sobre los valores de L*, a* o b*. Si apreciaron cambios en estos
parametros debidos al almacenamiento de la carne, como un incremento en los valores
b* y en el Hue, sugiriendo cierto cambio de color de rojo a amarillo, pero sin verse
este afectado por la vitamina E suplementada en la dieta. Higgins et a/. (1998) en
cambio, con una suplementacion de 600ppm de vitamina E en pavos, observaron una
tendencia a que los valores de a* de la carne almacenada durante 9 dias a 4°C
incrementasen, aunque las diferencias no fueron significativas respecto al control.
También la suplementacion de dosis crecientes de vitamina E en la dieta de pavos
causo, segun Nam et al. (2003), un incremento de la tendencia al rojo en la pechuga de
pavo. Parecia que la vitamina E era efectiva estabilizando el color de la pechuga
durante el almacenaje, pero sus efectos eran altamente dependientes de los niveles
de antioxidante en el tejido. Probablemente la dosis utilizada en este trabajo no fue

lo suficientemente elevada como para afectar al color de la carne de pechuga.

Atributos de olor

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en la
intensidad de olor de las muestras (Tabla 5.17). Las muestras de los tratamientos con
vitamina E (P6) y con vitamina E mas B-caroteno (P7) presentaron una mayor
intensidad de olor que el control (P1), aungue Unicamente el tratamiento P6 fue

significativamente distinto a este.

Los valores de olor a higado siguieron la misma tendencia que la intensidad de
olor general, siendo el tratamiento con vitamina E sola (P6) el que presenté una
puntuacién superior mientras que el grupo con vitamina E y B-caroteno (P7) no fue

significativamente distinto al control.
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En los tres tratamientos experimentales (P1, P6 y P7), la intensidad de olor
general estuvo correlacionada positivamente y de forma significativa con el olor a
higado (r=0.77, r=0.84 y r=0.64, respectivamente). Ademas, en el tratamiento P7 (50
ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) el olor a higado estuvo relacionado positivamente
con la presencia de hematomas (r=0.63); este fendmeno, comentado anteriormente,

también se observo en la carne de pollo.

5.4.2 PECHUGA DE PAVO COCIDA

La Tabla 5.18 muestra los resultados obtenidos en la evaluacion sensorial de

las muestras de pechuga de pavo una vez cocidas.

Tabla 5.18 Atributos de flavor y de textura sobre muestras de pechuga de pavo
cocidas?.

FLAVOR TEXTURA

WOF  Rancidez |Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad Adhesividad

P1 (n=12) 24 1.9 34 3.8 2.6 3.3 3.3
P6 (n=12) 2.2 1.4 3.2 4.2 24 3.6 3.0
P7 (n=12) 21 1.9 34 3.8 24 3.3 3.1

RMSE 0.6 0.7 0.6 0.9 0.8 0.8 0.5

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.
RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.
P1: control; P6: 50ppm vitamina E; P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

Atributos de flavor

Como se describio en el apartado 3.5.5 del material y métodos, las muestras de
pechuga de pavo una vez cocidas y enfriadas, se almacenaron durante un solo dia a
4°C antes de la valoracion sensorial, ya que con este periodo se observd que las
muestras eran considerablemente rancias, a diferencia de las de pollo que se

guardaron durante 6 dias. Segun Sheldon et al. (1997) los panelistas eran capaces de
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detectar algunas notas aromaticas oxidadas en pechuga de pavo después de un dia de

refrigeracion de la carne.

Ademas, las muestras una vez cocidas tampoco se reenvasaron al vacio, con el
fin de potenciar méas el desarrollo de la rancidez. Brunton et a/. (2002) estudiaron el
efecto de la exclusion de oxigeno durante el enfriamiento de la pechuga de pavo
cocida. Observaron que evitando el contacto de las muestras con el aire después de
su coccidén retardaba el desarrollo de la oxidacidn. Por contra, las muestras enfriadas
al aire inmediatamente después de la coccion presentaban el nivel inicial de oxidacién

mas elevado asi como el mayor incremento de oxidacion durante cinco dias.

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos

experimentales ni para el WOF ni para la rancidez (Tabla 5.18).

Las muestras de los tratamientos con vitamina E (P6 y P7) tendieron a tener
valores inferiores de WOF que el control (Pl) pero las diferencias no fueron
significativas. En el trabajo de Higgins et al (1999), los valores de WOF de las
muestras de pechuga de pavos a los que se habian administrado 600ppm de vitamina E
fueron significativamente inferiores a los de las muestras control. En este caso debe

tenerse en cuenta que la dosis suplementada era muy inferior.

También la rancidez tendio6 a ser inferior en el grupo con 50ppm de vitamina E
(P6) aunque con la misma dosis de vitamina E y B-caroteno (P7), los valores de
rancidez fueron exactamente iguales a los del grupo control. Probablemente la dosis
de vitamina E utilizada no fue suficiente para incrementar la estabilidad oxidativa de

las muestras.

A diferencia de lo que se observd en la carne de pollo, en este caso, el

enmascaramiento del WOF por la rancidez que presentaban las muestras no fue

evidente (Gréafica 5.8), probablemente por ser los valores de rancidez més bajos que
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en el caso de la pechuga de pollo, mientras que los del WOF se mantuvieron en un

valor similar.

Gréafica 5.8 Valores de WOF y rancidez de las muestras de pechuga de pavo cocidas*

4,
3,
2 OwWOoF
[l Rancidez
1,
0,

P1 P6 P7

Valores que hacen referencia a las puntuaciones
de los catadores en una escala de 1 a 10.
P1: control; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno

Atributos de textura
No se observaron tampoco diferencias entre tratamientos para los atributos

de textura (Tabla 5.18). A pesar de esto, se observé una tendencia a que las muestras
del tratamiento P6 (50 ppm vitamina E) fueran mas duras y fibrosas y, en
consecuencia, menos jugosas que las de los otros dos tratamientos.

En los tres tratamientos, la dureza de la carne estuvo correlacionada
negativamente con la jugosidad y positivamente con la fibrosidad.

Fue también positiva en los tres casos, la relacion entre la pastosidad y la
adhesividad de las muestras y negativa la relacion entre la pastosidad y la fibrosidad,

asi como también entre la fibrosidad y adhesividad.

A continuacion se representan, de forma grafica, los atributos de flavory textura

analizados (Grafica 5.9).
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Grafica 5.9 Representacion grafica de los atributos de flavor y textura valorados en
pechuga de pavo cocida.

WOF
Adhesividad / Rancidez
Fibrosidad "~ Jugosidad
Pastosidad Dureza
—P1 ——P6 P7

P1: control; P6: 50ppm vitamina E; P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno

5.4.3 MUSLO DE PAVO CRUDO
Las puntuaciones de los atributos visuales valorados en las muestras de muslo

de pavo crudas se presentan en la Tabla 5.19.
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Tabla 5.19 Atributos visuales y atributos de olor sobre muestras de muslo de pavo crudo’.

ATRIBUTOS VISUALES

ATRIBUTOS DE OLOR

. . . . Color . Olor
Color piel Color piel  Color carne Uniformidad ., Cantidad Olor Olor carne .
. grasa  Conformacion . sangre/metalico
blanco/amarillo blanco/rosa claro/oscuro color carne . plumas rancio  cruda/pavo .
interna /higado
P1 (n=12) 28%® 35 5.7 5.6 2.9 5.3 33 0.0 5.2 4.7
P6 (n=12) 34°% 3.0 5.8 5.6 2.6 53 3.1 0.3 6.1 5.0
P7 (n=12) 2.7° 34 5.9 53 2.8 55 2.8 0.0 5.6 4.9
RMSE 0.7 0.9 11 11 0.6 1.4 0.8 0.4 1.0 12

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
P1: control; P6: 50ppm vitamina E; P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.
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Atributos visuales

En el Unico atributo en el que se apreciaron diferencias significativas entre
tratamientos fue en el color blanco o amarillo de la piel del muslo (Tabla 5.19). Los
muslos del tratamiento P6 (50ppm de vitamina E) presentaron una piel mas amarilla
que los del tratamiento P7, que contenia la misma dosis de vitamina E mas 15ppm de -
caroteno. A pesar de esto, ninguno de los dos tratamientos fue, de forma individual,

distinto al control.

Atributos de olor

En cuanto a los atributos de olor, no se apreciaron diferencias entre
tratamientos. El olor rancio de las muestras crudas fue practicamente inapreciable,
mientras que presentaron un fuerte olor a carne cruda o carne de pavo y méas olor a
higado (sangre, metalico) que las muestras de pechuga de los mismos animales,

probablemente debido a la mayor irrigacion sanguinea de este musculo.

5.4.4 MUSLO DE PAVO COCIDO

En la Tabla 5.20 se observan los resultados de la valoraciéon de las muestras de

muslo de pavo cocidas.

Tabla 5.20 Atributos de flavor y textura sobre muestras de muslo de pavo cocidas®.

FLAVOR TEXTURA

WOF  Rancidez | Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad Adhesividad

P1 (n=12) 35 1.6 3.2 4.5 16° 46° 3.4
P6 (n=12) 3.0 1.5 35 4.2 20 36° 2.4
P7 (n=12) 2.1 1.3 2.8 4.7 272 35° 2.9

RMSE 1.5 1.2 11 1.3 0.9 1.0 1.0

Valores que hacen referencia a las puntuaciones de los catadores en una escala de 1 a 10.

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).
P1: control; P6: 50ppm vitamina E; P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.
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Atributos de flavor
No se apreciaron diferencias significativas entre tratamientos en los atributos
de flavor (Tabla 5.20). Las muestras control (P1) fueron las que tendieron a un mayor
nivel de WOF aunque no hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos.
También las muestras control tendieron a ser las mas rancias pero seguidas de
inmediato por las tratadas con vitamina E. Los resultados reflejaban que la dosis de
vitamina E utilizada no era suficiente para mantener la estabilidad oxidativa del muslo

de pavo.

Igual que en la pechuga y de forma contraria a lo que ocurria con la carne de
pollo, no hubo una relacion inversa entre el WOF y la rancidez (Grafica 5.10).
Probablemente, la rancidez no fue lo suficientemente intensa como para enmascarar

la deteccion del WOF.

Gréafica 5.10 Valores de WOF y rancidez de las muestras de muslo de pavo cocidas*

4,
3,
2 OWOF
M Rancidez
1,
0,

P1 P6 P7

Valores que hacen referencia a las puntuaciones
de los catadores en una escala de 1 a 10.
P1: control; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno.

De acuerdo con Higgins et al (1999), los panelistas detectaron valores de
WOF superiores en muslo que en pechuga durante el almacenamiento de las muestras

cuatro dias. En este estudio, los valores de WOF detectados en muslo fueron

225



Resultados y discusién del estudio realizado en pavos

ligeramente superiores a los de pechuga, pero debe tenerse en cuenta que el

almacenaje de las muestras fue de un solo dia.

Atributos de textura

En los atributos de textura valorados (Tabla 5.20), se detectdé una mayor
pastosidad de las muestras del tratamiento con p-caroteno (P7) respecto al control y
una menor fibrosidad de las muestras de los tratamientos con antioxidantes (P6 y P7)

también en relacion al grupo control (P1).

De nuevo, en la Gréafica 5.11 se representan los atributos de flavor y textura

valorados en las muestras de pavo cocido.

Grafica 5.11 Representacion grafica de los atributos de flavor y textura valorados en
muslo de pavo cocido.

WOF
Adhesividad Rancidez
Fibrosidad Jugosidad
Pastosidad / Dureza
——p] =——P6 P7

P1: control; P6: 50ppm vitamina E;
P7: 50ppm vitamina + 15 B-caroteno
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En resumen, desde el punto de vista del andlisis sensorial, la vitamina E
adicionada en la dieta de los pavos a una dosis de 50 ppm no provocaba una
disminucion significativa de la rancidez de las muestras de pechuga ni de muslo
sometidas a condiciones prooxidantes. Probablemente, esta dosis no era lo
suficientemente elevada, teniendo en cuenta que se trata de una especie en la que la
acumulacion de la vitamina E se da de forma mas lenta, por lo que harian falta
cantidades mas elevadas de antioxidante en comparacion con el pollo para obtener un

efecto similar.
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5.5 NIVELES DE ANTIBIOTICO EN MUSCULO E HIGADO

Los niveles del antibiotico y de su metabolito, se determinaron en pechuga,
muslo e higado de los pavos pertenecientes a los tratamientos a los que se administro

la enrofloxacina (P2, P3, P4 y P5) asi como al tratamiento control (P1).

La significacion de los factores incluidos en el modelo para cada uno de los
tejidos se muestra en las Tablas 5.21 para la enrofloxacina, y 5.22, para la

ciprofloxacina.

Tabla 5.21 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la enrofloxacina en
pechuga, muslo e higado de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=47) <0.0001 0.1668 no estimable
= Muslo  (=47)  <0.0001 0.5462 no estimable
IU—J Higado (n=47) 0.0004 0.3289 no estimable

5.22 Significacion de los factores incluidos en el modelo para la ciprofloxacina en
pechuga, muslo e higado de pavo

FACTOR (valores p)

Tratamiento Dia analisis Tratamiento * Dia analisis
o Pechuga (n=47) 0.0077 <0.0001 no estimable
2 Muslo (n=47) - - -
i
= Higado (n=47) 0.0008 0.3947 no estimable

En este caso el factor tratamiento fue significativo, tanto para la

enrofloxacina como para la ciprofloxacina, en los tres tejidos analizados. En muslo, no
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se detecto ciprofloxacina en ninguno de los tratamientos experimentales, por este

motivo no se presentan los valores p.

El factor dia de analisis fue Unicamente significativo en la pechuga de pavo
para la ciprofloxacina. La interaccién tratamiento * dia de anélisis no pudo estimarse

en ninguno de los tejidos.

En las Tablas 523 y 5.24 se muestran los valores de concentracion de
enrofloxacina y ciprofloxacina, respectivamente, para cada uno de los tratamientos

experimentales y cada uno de los tejidos analizados.

Tabla 5.23 Niveles de enrofloxacina en pechuga, muslo e higado de pavo.

TEJIDO

Pechuga Muslo Higado RMSE
5 P1 N.D. (n=10) N.D. (n=10) N.D. (n=10) -
2 P2 049°  (n-10) 0.42°  (n=10) 0.62°  (n-10) 0.23
§ P3 N.D. (n=10) N.D. (n=10) N.D. (n=10) -
E P4 1.03 % (n=10) 0.88%®  (n=10) 118  (n=10) 0.23
~ P5 N.D. (n=7) N.D. (n=7) N.D. (n=7) -

RMSE 0.25 0.16 0.26

'Resultados expresados en ug de enrofloxacina/g tejido (ppm).

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

N.D. <0.01 pug de enrofloxacina/g tejido.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada.
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Tabla 5.24 Niveles de ciprofloxacina en pechuga, muslo e higado de pavo®.

TEJIDO
Pechuga Muslo Higado RMSE
P1 N.D.  (n=10) N.D.  (n=10) N.D.  (n=10) -
E P2 0.04"®  (n=10) N.D.  (n=10) 0.14 *  (n=10) 0.08
Lé P3 N.D.  (n=10) N.D.  (n=10) N.D.  (n=10) -
E P4 0.06 **  (n=10) N.D.  (n=10) 0.35*  (n=10) 0.07
- P5 ND.  (=7) ND.  (n=7) ND.  (=7) -
RMSE 0.01 - 0.11

'Resultados expresados en pg de ciprofloxacina/g tejido (ppm).

RMSE: raiz cuadrada del error estandar medio.

N.D. <0.01 ng de ciprofloxacina/g tejido.

®Dentro de cada columna, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

“BDentro de cada fila, las medias con superindices distintos son significativamente diferentes (p<0.05).

P1: control; P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada; P3: 50ppm enrofloxacina con retirada; P4: 200ppm vitamina E +
50ppm enrofloxacina sin retirada; P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada.

Igual que en los resultados obtenidos en carne de pollo, y como se esperaba, no
se detectaron residuos de enrofloxacina ni de ciprofloxacina en las muestras control

de ninguno de los tres tejidos.

Observando los niveles de antibidtico y de su metabolito en los tejidos de
pavo, estos fueron considerablemente inferiores (p<0.05) a los de pollo. En
farmacocinética animal es necesario tener en cuenta las diferencias entre especies vy,
en el caso de las aves, los valores pueden variar considerablemente entre pollo, pavo,
pato u otras especies. Ademas, las diferencias entre razas y la edad del animal son
otros factores a considerar (Serrano, 2002).

Aungue la dosis de enrofloxacina administrada a los animales fue igual en los
dos casos, el metabolismo hepéatico y renal, que esta en relacion con el desarrollo
corporal, puede modificar los resultados obtenidos. Segin un estudio reciente, la
administracion de 50ppm de Baytril durante tres semanas a pollos y cuatro semanas a
pavos en el agua de bebida, dio concentraciones superiores del farmaco en los

primeros (Bayer, 2002).
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Por otro lado, a pesar de que la via de administracion del farmaco fue también
equivalente en los dos casos, los animales fueron criados en épocas distintas y esto
pudo afectar al consumo de agua y por tanto a la ingestién del farmaco. Ademas, el
consumo relativo de agua (volumen de agua ingerido a diario en proporcion al peso

corporal) es aproximadamente el doble en pollos que en pavos (Bayer, 2002).

A diferencia de la carne de pollo, en pavo no se detectd la presencia de
residuos en el tejido de aquellos animales a los que se aplicé el periodo de retirada del

antibiético (P3 y P5), ni siquiera en higado.

En los tratamientos en los que se detectaron residuos y para los tres tejidos
analizados, los niveles de enrofloxacina fueron superiores (p<0.05) a los de

ciprofloxacina.

En las graficas 5.12 y 5.13 se muestra el porcentaje de ciprofloxacina en
pechuga e higado respecto a la concentracion de antibidtico total hallada en estos
tejidos. El muslo no esta representado ya que, como se ha comentado, en este tejido
no se detectaron residuos de ciprofloxacina en ninguno de los tratamientos

experimentales.

Gréfica 5.12 Porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado en
pechuga de pavo.
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% Ciprofloxacina

P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada;

P3: 50ppm enrofloxacina con retirada;
P4: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina sin retirada;
P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada.
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Grafica 5.13 Porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado en
higado de pavo.
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P2: 50ppm enrofloxacina sin retirada;

P3: 50ppm enrofloxacina con retirada;
P4: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina sin retirada;
P5: 200ppm vitamina E + 50ppm enrofloxacina con retirada.

De nuevo, como puede observarse graficamente, la presencia de residuos de
ciprofloxacina en los tejidos fue muy inferior a la de enrofloxacina. EI mayor
porcentaje de ciprofloxacina respecto al antibidtico total detectado se hallé en el
tratamiento P4 en higado (22.9%), mientras que en pechuga los porcentajes fueron de

7.5% en el tratamiento P2 y 5.5% en el tratamiento P4.

Se apreciaron diferencias significativas en los niveles de enrofloxacina y para
los tres tejidos sélo en el tratamiento P4 (200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina
sin retirada), donde el higado presenté una mayor concentracion del antibidtico en
comparacion con el tejido muscular, aunque la diferencia fue Unicamente significativa
al ser comparado con el muslo.

Se observo por tanto, el mismo fendmeno que en la carne de pollo: en el
tratamiento que contenia vitamina E (P4), el muslo, tejido con una mayor

concentracion del antioxidante, presentaba menos residuos del farmaco.
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En cuanto a la ciprofloxacina las diferencias significativas se dieron entre
tejidos tanto en el tratamiento P2 como en el P4, detectandose en ambos casos una

mayor concentracion de residuo en el higado.

Pechuga de pavo

En este tejido se observé un efecto de la vitamina E suplementada en la dieta
sobre los residuos, tanto de enrofloxacina como de ciprofloxacina (Tablas 5.23 y
5.24). El tratamiento con vitamina E (P4) presentd una mayor concentracion de
enrofloxacina y de ciprofloxacina que el tratamiento equivalente pero sin el

antioxidante (P2).

Muslo de pavo

También en el muslo de pavo se observé un efecto de la vitamina E en el mismo
sentido que en la pechuga, ya que el tratamiento con el antioxidante (P4) presentd
mas residuos de enrofloxacina.

Como se ha mencionado anteriormente, no se encontraron residuos de

ciprofloxacina en este tejido.

Higado de pavo
De nuevo, y en el mismo sentido que en el tejido muscular, la vitamina E
adicionada provocé un incremento de la concentracién de enrofloxacina vy

ciprofloxacina en el tejido muscular.
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Los resultados obtenidos en este estudio, tanto en el caso de /la carne de pollo
como la de pavo, revelan que no solo es importante regular la dosis, duracion y via de
administracion de los farmacos antibacterianos asi como los periodos de retirada de
estos, para garantizar que la presencia de residuos de estos farmacos en los tefidos
comestibles del animal se encuentren por debajo de los LMR permitidos; ahora,
ademds, se pone de manifiesto la posibilidad de que los farmacos administrados
presenten interacciones con otros componentes beneficiosos “a priori” de la dieta
animal y que esto repercuta en el metabolismo y excrecion del farmaco y por lo tanto
en los residuos de este en el tefido animal. Si se tienen en cuenta estos resultados
seria necesario evaluar la naturaleza de estas posibles interacciones y, en el caso de
no ser favorables, plantearse en un futuro alternativas al uso de estos medicamentos
en la practica avicola.

Las bacterias patogenas como Salmonella, E. Coli y Campylobacter, no son
miembros nativos de la microbiota de pollos y pavos pero son capaces de colonizar su
intestino de forma muy rapida y persistir en él de forma no patologica. Cuando se dan
las condiciones favorables que permiten su crecimiento, pueden llegar a una masa
critica y generar suficientes toxinas como para provocar la enfermedad o incluso la
muerte del animal. Los animales jovenes ademds, son los mds afectados por
infecciones ya que no disponen de una microbiota propia bien desarrollada que los
proteja. Una de las alternativas propuestas a la administracion de antibioticos a las
aves destinadas al consumo humano es la administracion de microorganismos
prebidticos a los animales, es decir, la incorporacion de cultivos de microorganismos
vivos gque refuerzan la funcion de barrera de la microbiota intestinal e incrementan el
sistema inmune del animal, evitando asi la infeccion y como consecuencia la posible
transmision a los humanos. Los prebioticos no son una alternativa a los antibioticos a
la hora de curar la enfermedad pero si tienen un papel clave para prevenirla. En este
campo, existen algunos trabajos como el de Pascual (2002) en el que se han
caracterizado los Lactobacilos de origen intestinal y evaluado in vivo su poder

prebidtico en pollos.
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En definitiva, el uso prudente de los antibidticos es de vital importancia. Su
uso excesivo, y en muchos casos inapropiado esta dando lugar a un rapido aumento del
prevalecimiento de microorganismos resistentes a estos farmacos. Por este motivo,
es necesario un riguroso control de su utilizacion y de las consecuencias de su

administracion.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que pueden extraerse a partir de los resultados

obtenidos en este estudio son las siguientes:

1.

Los enzimas antioxidantes GSHPx, CAT y SOD no son, en las condiciones
estudiadas, indicadores determinantes de la estabilidad oxidativa de los
tejidos analizados. Si bien existen diferencias en la actividad de estos enzimas
entre los distintos tejidos examinados, probablemente relacionadas con las
caracteristicas bioquimicas de los mismos, dentro de un mismo tejido no puede
establecerse una relacion clara entre los antioxidantes adicionados en la dieta
animal y las actividades de los enzimas antioxidantes enddgenos.

En los tejidos de las dos especies estudiadas, la administracién de
enrofloxacina tiene un efecto sobre la actividad de los enzimas antioxidantes
que difiere segun se aplique o no el periodo de retirada del antibiético, lo que

parece indicar una relacién con el metabolismo del farmaco.

La suplementacion de vitamina E en la dieta de pollos y pavos, en las
condiciones utilizadas en este estudio, provoca un incremento de la
concentracién del antioxidante en el tejido muscular. Este incremento esta
estrechamente relacionado con la dosis de antioxidante adicionado en la dieta.
En ambas especies de aves existen diferencias evidentes entre la pechuga y el
muslo, siendo los niveles superiores en este ultimo.

En pollos, y en las condiciones estudiadas, una dosis de 100 ppm del
antioxidante resulta efectiva como proteccion frente al deterioro oxidativo
tanto en la carne de pechuga como en la de muslo. Una dosis de 30 ppm, en
cambio, resulta insuficiente en muslo tal y como queda demostrado desde un
punto de vista quimico mediante los valores de TBARS y desde un punto de
vista sensorial a través de la rancidez detectada en las muestras.

En los pavos, la suplementacion de 200 ppm de vitamina E provocan un aumento
de la estabilidad oxidativa, reflejada en los valores de TBARS, solamente

cuando el antibiético administrado de forma conjunta no se retira con
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anterioridad al sacrificio. La dosis de 50 ppm, en cambio, no resulta efectiva
desde una perspectiva sensorial en ninguno de los dos tejidos, a pesar de

provocar un descenso en los valores de TBARS.

La suplementacion de B-caroteno junto con la vitamina E en la dieta de las dos
especies, a las dosis y condiciones investigadas, no afecta a la concentracion
de vitamina E en la pechuga, mientras que provoca un descenso de ésta en
muslo. A pesar de esto, en carne de pollo, los valores de TBARS asi como la
rancidez oxidativa de los dos tejidos musculares analizados no son distintos a
los del tratamiento control y en muslo el carotenoide incluso tiende a aumentar
la rancidez. En pavo, el B-caroteno suplementado no manifiesta propiedades
antioxidantes y, aunque las muestras de pechuga y muslo tienden a tener

valores de TBARS inferiores al control, la rancidez es la misma.

El licopeno en las condiciones analizadas no manifiesta ningun efecto
antioxidante en los tejidos de pollo. A diferencia del B-caroteno, no ejerce
ningun efecto sobre la vitamina E, en este caso, proporcionada por la dieta
basal. A nivel sensorial, en cambio, se aprecia cierto caracter prooxidante del
carotenoide, con una tendencia a incrementar la rancidez tanto en pechuga

como en muslo.

La administracion de enrofloxacina en las dos especies de aves provoca la
acumulacién de residuos del antibi6tico y su metabolito en los tejidos muscular
y hepético. Cuando no se respeta el periodo de 12 dias de retirada del
farmaco, los residuos detectados en estos tejidos se encuentran muy por
encima del LMR permitido para el consumo humano.

El higado es el tejido con una mayor acumulacion de residuos del farmaco y a la
vez es el tejido con un mayor porcentaje de ciprofloxacina, por ser el 6rgano

responsable del metabolismo de la enrofloxacina.



Conclusiones

En las condiciones estudiadas y para todos los tejidos de ambas especies, la
concentracion de enrofloxacina detectada es superior a la de su
metabolito.

Comparando las dos especies, la carne de pavo contiene una menor
concentracion de residuos y, a diferencia del pollo, cuando se respeta el
periodo de retirada los niveles se encuentran por debajo del limite de

deteccion.

La administracion de enrofloxacina tiende a modificar los niveles de vitamina E
detectados en pechuga y muslo de las dos especies. La influencia del farmaco
es distinta en funcién de la concentracion de vitamina E presente en la dieta.

Por otro lado, la adicion de niveles supranutricionales de vitamina E en la dieta
de las dos especies de aves afecta a su vez a los niveles de residuos de
antibiético detectados en los tejidos. En vista de los resultados
obtenidos, puede concluirse que existe una interaccion entre el farmaco y el
antioxidante de la dieta y que en la naturaleza de la misma podrian estar
implicados factores como la concentracién de antioxidante, el metabolismo del

farmaco y ligado a este la importancia del periodo de retirada.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T1
(control) de pechuga de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.45
SOD -0.04 -0.31
Vit E -0.17 -0.28 0.56
TBARS 150 -0.12 -0.41 -0.09 0.11

Ciprofloxacina -

Enrofloxacina -

h=10

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T2 (50
ppm enrofloxacina sin retirada) de pechuga de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.11
SOD 0.14 -0.05
Vit E -0.20 -0.09 -0.36
TBARS 150 0.55 0.11 0.27 0.20
Ciprofloxacina -0.46 -0.06 -0.56 0.18 -0.02
Enrofloxacina -0.48 0.37 -0.60 -0.00 -0.33 0.61

h=10

Tabla 3. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T3 (50
ppm enrofloxacina con retirada) de pechuga de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.14
SOD -0.04 -0.41
Vit E -0.01 0.05 -0.58
TBARS 150 -0.65 -0.44 0.38 -0.17
Ciprofloxacina -0.15 -0.24 0.10 0.35 0.19
Enrofloxacina 0.03 -0.48 0.39 0.04 0.23 0.87

h=10
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Tabla 4. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T4

(100 ppm vitamina E +

50 ppm enrofloxacina sin retirada) de pechuga de

pollo*.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT -0.16
SOD -0.04 0.40
Vit E 0.14 -0.26 -0.08
TBARS 150 0.14 -0.32 -0.06 0.34
Ciprofloxacina -0.32 0.12 -0.13 -0.52 -0.25
Enrofloxacina -0.32 0.12 -0.09 -0.18 0.14 0.67

h=10

Tabla 5. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T5
(100 ppm vitamina E +

50 ppm enrofloxacina con retirada) de pechuga de

pollo*.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT 0.30
SOD 0.08 -0.33
Vit E 0.012 -0.48% 0.412
TBARS 150 0.153 -0.163 0.50° 0.53°%
Ciprofloxacina 0.07 0.34 -0.58 0.27?2 0.35°
Enrofloxacina -0.14 0.16 -0.58 0.212 0.27° 0.92

n=10
2n=9
3n=8

Tabla 6. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T6 (30

ppm vitamina E) de pechuga de pollo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.04
SOD 0.04 -0.03
Vit E 0.16 -0.49 -0.23
TBARS 150 0.32 0.17 -0.61 0.02

Ciprofloxacina

Enrofloxacina

h=10
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Tabla 7. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T7 (10
ppm licopeno) de pechuga de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.29
SOD -0.01 -0.17
Vit E -0.04 0.01 -0.43
TBARS 150 -0.26 -0.33 -0.16 -0.34

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

h=10

Tabla 8. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T8 (30
ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) de pechuga de pollo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.15
SOD -0.55 -0.04
Vit E 0.49 -0.22 -0.20
TBARS 150 0.31 -0.08 -0.65 -0.34

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - _

1h=10
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Tabla 9. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T1
(control) de muslo de pollo*.

GSHPx CAT SOoD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.51

SOD 0.27 0.17

Vit E 0.312 0.27°2 -0.22°2

TBARS 150 -0.152 0.07?2 -0.69% 0.54

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - _

'n=10
2n=9

Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T2
(50 ppm enrofloxacina sin retirada) de muslo de pollo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.36
SOD 0.21 -0.09
Vit E 0.36 0.56 -0.07
TBARS 150 -0.35 -0.46 -0.03 -0.21
Ciprofloxacina 0.05 -0.07 -0.39 -0.09 0.29
Enrofloxacina 0.27 0.24 0.22 -0.25 -0.27 -0.19

'n=9

Tabla 11. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T3
(50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslo de pollo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.23
SOD -0.27 -0.03
Vit E 0.10 0.18 -0.01
TBARS 150 -0.38 0.02 -0.15 0.11
Ciprofloxacina 0.35 0.14 -0.54 -0.29 0.29
Enrofloxacina 0.05 -0.01 -0.45 -0.61 0.28 0.75

'n=10
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Tabla 12. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T4
(100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada) de muslo de pollo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.28
SOD -0.19 0.31
Vit E 0.46 0.42 0.04
TBARS 150 -0.09 -0.09 0.12 -0.48
Ciprofloxacina 0.13 0.05 0.16 -0.20 0.48
Enrofloxacina -0.02 0.16 0.11 -0.20 0.33 0.82

'n=10

Tabla 13. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T5
(100 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslo de

pollo®.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT 0.47

SOD 0.57 0.40

Vit E 0.082 0.062 -0.032

TBARS 150 -0.69%2  -045? -0.70%2  -0.552

Ciprofloxacina -0.40 -0.14 -0.59 0.63° 0.57°

Enrofloxacina -0.01 -0.07 -0.26 0.323 0.45° 0.85
'h=10
2n=9
*h=8

Tabla 14. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T6
(30 ppm vitamina E) de muslo de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.28
SOD 0.01 0.45
Vit E 0.47 -0.19 0.64
TBARS 150 0.28 0.40 -0.17 -0.00

Ciprofloxacina - - - - _

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 15. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T7
(10 ppm licopeno) de muslo de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.15
SOD 0.26 0.10
Vit E -0.29 -0.30 -0.19
TBARS 150 0.12 0.01 0.02 -0.35

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - _

'h=12

Tabla 16. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento T8
(30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) de muslo de pollo*.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.12
SOD -0.09 -0.22
Vit E 0.12 -0.24 -0.24
TBARS 150 0.21 0.37 0.04 -0.55

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - _

'n=10
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Tabla 17.

Tabla 18.

Tabla 19.

Tabla 20.

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T1 (control) de
higado de pollo*.

GSHPx CAT
CAT -0.07
SOD 0.70 -0.57

'n=9

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T2 (50 ppm
enrofloxacina sin retirada) de higado de pollo®.

GSHPx CAT
CAT 0.42
SOD -0.08 -0.16

'n=9

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T3 (50 ppm
enrofloxacina con retirada) de higado de pollo*.

GSHPx CAT
CAT -0.19
SOD 0.76 -0.37

'n=10

Coeficientes de correlacién entre enzimas para el tratamiento T4 (100 ppm
vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada) de higado de pollo®.

GSHPx CAT
CAT -0.12
SOD 0.32 -0.01

'n=10
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Tabla 21.

Tabla 22.

Tabla 23.

Tabla 24.

278

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T5 (100 ppm
vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de higado de pollo®.

GSHPx CAT
CAT -0.08
SOD 0.43 -0.67

'n=10

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T6 (30 ppm
vitamina E) de higado de pollo*.

GSHPx CAT
CAT 0.19
SOD -0.08 0.16

'n=10

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T7 (10 ppm
licopeno) de higado de pollo*.

GSHPx CAT
CAT 0.39
SOD 0.20 -0.32

n=12

Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento T8 (30 ppm
vitamina E + 15 ppm B-caroteno) de higado de pollo*.

GSHPx CAT
CAT 0.41
SOD 0.54 0.31

'n=10



Tabla 25. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T1 (control) de pechuga de pollo *.

Vit E TBARS Intensidad Intensidad Olor

6.¢

Hematomas ) WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
150 color olor higado
TBARS 150 0.11
Intensidad 053 030
color
Hematomas 0.68 0.34 -0.32
ntensidad 057 -0.32 0.06 -0.44
Olor
Olor higado -0.07 -0.59 -0.40 -0.01 0.31
WOF 0.63 0.14 -0.14 0.44 -0.38 -0.12
Rancidez 0.32 -0.04 0.14 0.45 0.16 -0.24 0.26
Jugosidad 0.09 0.62 -0.19 0.10 -0.06 -0.29 0.62 -0.16
Dureza 0.34 -0.71 0.11 0.19 -0.32 0.40 0.04 0.21 -0.73
Pastosidad 0.11 0.38 -0.59 0.32 0.04 0.28 0.26 -0.01 0.61 -0.58
Fibrosidad -0.00 -0.71 0.41 -0.03 0.13 0.13 -0.38 0.34 -0.87 0.71 -0.55
Adhesividad -0.13 -0.24 -0.39 -0.11 0.67 0.44 -0.60 0.10 -0.45 -0.01 0.33 0.36
'n=8



Tabla 26. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T6 (30 ppm vitamina E) de pechuga de pollo®.

Vit E TBARS Intensidad Intensidad Olor

Hematomas . WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
150 color olor higado
TBARS 150 0.02
Intensidad 0.64 -0.05
color
Hematomas 0.61 0.47 0.76
ntensidad 011 -0.49 0.25 -0.29
Olor
Olor higado 0.18 -0.71 0.13 -0.45 0.65
WOF -0.26 0.13 -0.34 -0.22 -0.29 -0.42
Rancidez 0.43 0.14 0.64 0.55 0.03 0.23 -0.78
Jugosidad -0.62 -0.53 -0.50 -0.84 0.67 0.42 0.11 -0.54
Dureza 0.07 0.29 0.43 0.46 -0.21 0.00 -0.48 0.68 -0.55
Pastosidad -0.89 -0.06 -0.46 -0.57 0.39 -0.11 0.27 -0.46 0.77 -0.35
Fibrosidad 0.28 0.30 0.76 0.75 0.00 -0.19 -0.17 0.43 -0.56 0.73 -0.33
Adhesividad -0.21 0.05 -0.01 0.07 -0.53 -0.45 0.64 -0.27 -0.25 0.18 0.11 0.23
'n=8
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Tabla 27. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T7 (10 ppm licopeno) de pechuga de pollo*.

Vit E TBARS Intensidad Intensidad Olor

18¢

Hematomas ) WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
150 color olor higado
TBARS 150 -0.34
Intensidad 059 018
color
Hematomas 0.02 -0.38 0.42
ntensidad 038 0.17 058 0.29
Olor
Olor higado -0.30 0.18 0.36 -0.15 0.82
WOF -0.05 -0.18 0.42 0.03 0.18 -0.09
Rancidez -0.36 0.37 -0.13 0.20 -0.07 -0.46 0.01
Jugosidad 0.27 0.65 -0.01 -0.38 0.06 0.28 -0.20 -0.33
Dureza -0.43 -0.41 -0.21 0.13 -0.13 -0.09 -0.42 0.27 -0.77
Pastosidad -0.31 -0.60 -0.01 0.45 0.29 0.24 -0.36 0.01 -0.61 0.76
Fibrosidad -0.12 -0.18 -0.35 -0.44 -0.03 0.01 0.24 0.26 -0.50 0.40 0.03
Adhesividad -0.40 -0.31 -0.07 0.50 0.14 -0.14 -0.19 0.57 -0.76 0.78 0.82 0.19
'n=8



Tabla 28. Coeficientes de correlaciéon entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T8 (30 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno)
de pechuga de pollo®.

Vit E TBARS Intensidad Intensidad ol
: ntensida Hematomas ntensida . or WOF Rancidez  Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad

150 color olor higado
TBARS 150 -0.34
Intensidad 010 0.43
color
Hematomas 0.42 -0.37 -0.05
ntensidad 058 0.71 0.28 054
Olor
Olor higado -0.11 0.44 -0.03 -0.43 0.70
WOF -0.51 0.43 0.19 -0.35 0.21 0.26
Rancidez -0.03 -0.11 -0.19 0.35 0.26 -0.12 -0.67
Jugosidad -0.68 0.60 0.40 -0.36 0.80 0.38 0.56 0.13
Dureza 0.18 -0.31 -0.85 0.02 -0.24 0.34 0.03 -0.15 -0.41
Pastosidad 0.39 -0.48 -0.12 -0.24 -0.33 0.07 0.47 -0.64 -0.08 0.26
Fibrosidad 0.52 -0.14 -0.09 0.42 0.17 0.36 -0.65 0.59 -0.18 0.10 -0.33
Adhesividad 0.64 -0.40 -0.05 -0.30 -0.22 0.33 -0.12 -0.50 -0.48 0.36 0.56 0.11
'n=8
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Tabla 29. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T1 (control) de muslo de pollo®.

Vit E TBARS Amarillo Rosa Intens. Unif. Color Olor Olor Olor

€8¢

R . Confor. Plumas . WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
150 piel piel color color grasa rancio crudo sangre
TBARS 0.54
150
Amarillo 0.30 -0.40
piel
Rosa 0.43 -0.43 0.88
piel
Intens. -0.04 0.03 0.69 0.35
color
Unif. color -047 014 -0.37 -0.69 0.00
Color grasa 0.10 -0.16 0.36 054 0.06 -0.47
Confor. 0.25 0.03 -0.24 0.20 -0.46 -0.71 0.29
Plumas -0.09 -0.48 -0.46 -0.30 -0.48 0.23 -0.37 0.42
Olor rancio 042 -0.20 0.19 0.07 0.48 0.17 0.30 -0.06 0.04
Olor crudo 0.40 -0.01 0.49 034 0.24 0.01 0.35 -0.55 -0.76 -0.17
Olor sangre 0.10 -0.26 0.36 0.17 0.11 0.32 0.36 -0.67 -053 -0.11 0.87
WOE -0.30 0.56 -0.65 -0.45 -0.33 -0.23 -0.28 0.61 0.36 -0.13 -0.80 -0.84
Rancidez 0.79 0.28 0.01 -0.04 0.13 -0.12 -0.17 -0.03 -0.21 -0.27 0.38 0.04 -0.15
Jugosidad -0.55 0.18 -0.06 012 -0.21 -0.34 0.00 0.33 0.03 -0.06 -0.44 -0.39 0.51 -0.74
Dureza 0.21 -0.58 -0.24 -0.14 -0.48 0.32 0.30 0.06 0.43 -0.01 0.13 0.40 -0.36 0.05 -0.53
pastosidad -049 0.22 -0.71 -0.54 -0.79 0.24 -0.03 0.11 0.17 -0.25 -0.17 0.04 0.34 -0.47 0.46 0.21
- 0.1 -0.7
Fibrosidad 9 0.75 0.14 -0.02 -0.03 0.57 -0.29 -0.44 0.42 -0.13 0.16 0.42 -0.58 0.07 -053 0.61 -0.20
Adhesividad 0.04 0.09 0.58 0.27 0.77 0.01 -0.42 -0.50 -0.35 -0.05 0.14 -0.01 -0.18 0.14 0.01 -0.67 -0.66 011
n=8



Tabla 30. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T6 (30 ppm vitamina E) de muslo de pollo®.

Vit TBARS AmE.lI’I”O R?Sa ntens. unif. Color Confor. Plumas O'°.r Olor Olor WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad  Fibrosidad
150 piel piel color color grasa rancio crudo sangre
TBARS -0.00
150
Amarillo -0.60 0.04
piel
Rosa 0.41 0.11 _011
piel
Intens. -0.17 0.08 0.17 0.45
color
Unif. color 048 -013 -0.64 -0.39 -0.31
Color grasa 0.32 0.36 -0.52 0.61 0.52 -0.15
Confor. -0.36 -0.03 0.19 -0.26 -0.72 -0.30 -0.39
Plumas 0.17 0.36 0.14 -0.32 -0.73 0.28 -0.58 0.37
Olor rancio 0.20 -040 -0.28 0.19 0.24 0.36 -0.04 -0.51 -0.14
Olor crudo -0.25 611 0.41 -0.68 -0.39 0.21 -0.64 0.31 0.49 -0.58
Olor sangre 070 0.04 0.61 -0.68 0.23 -0.05 -0.47 -0.08 -0.01 -0.23 0.65
WOF -0.16 -0.54 -0.09 0.02 0.68 -0.02 0.27 -0.56 -0.87 0.39 -0.36 0.24
Rancidez 0.22 -045 -0.40 -0.01 -0.58 0.06 0.02 0.62 -0.07 031 0.00 -0.48 -0.12
Jugosidad -0.05 0.31 0.24 -0.61 -0.20 0.44 -0.53 -0.22 0.65 0.10 053 0.54 -0.26 -0.61
Dureza -0.20 o 0.19 -0.65 0.14 0.48 -0.41 -0.34 0.02 -0.06 0.70 0.79 0.29 -0.33 0.58
i 0.33 -0.08 -0.57 0.47 -0.08 -0.22 0.67 0.8 -0.38 -0.01 -0.71 -0.77 0.10 0.59 -0.73 -0.78
Pastosidad : i : : : : : . . . : ’ . .
Fibrosidad -0.34 o 0.58 0.16 0.82 -0.29 -0.06 -0.61 -0.42 0.27 -0.02 0.55 0.56 -0.71 0.14 0.42 -0.53
Adhesividad 038 0.17 0.14 0.65 0.50 -0.71 0.49 0.10 -0.49 0.07 -0.63 -0.25 0.14 -0.08 -0.64 -0.63 0.41 0.22
n=8
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Tabla 31. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T7 (10 ppm licopeno) de muslo de pollo*.
VitE TBARS Amérlllo Rqsa fntens. unit- Color Confor. Plumas °'°_r Olor Olor WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad ~ Fibrosidad
150 piel piel color color grasa rancio crudo sangre
TBARS -0.35
150
Amarillo -0.17 0.13
piel
Rosa 0.28 0.26 0.81
piel
Intens. -0.25 0.12 0.79 0.70
color
Unif. color 0.46 0.22 0.47 0.52 0.04
Color grasa 064 0.35 0.26 0.56 0.2 0.79
Confor. 0.16 -0.64 -0.40 -0.41 -0.38 -0.40 -0.35
0.60 -0.19
Plumas -0.06 0.10 0.08 0.43 0.68 -013
-0.04 0.61
Olor rancio -012 0.17 0.14 -0.17 -0.03 031 -0.29
Olor crudo -045 -0.06 0.79 0.35 0.50 0.35 -0.10 -0.42 018 -0.36
Olor sangre ~ °04® -oun 0.86 0.45 0.73 0.17 -0.19 -0.29 -0.22 -0.22 0.92
WOF -062 0.34 0.05 011 0.53 -0.46 -0.20 -0.32 0.05 0.29 0.03 0.21
Rancidez 055 -0.35 0.19 0.28 -0.26 052 -0.34 0.02 0.8 -059 0.24 0.01 -0.81
-0.40 -0.06
Jugosidad -0.36 -0.40 0.04 -0.75 -0.54 0.56 -0.34 0.35 -0.44 -0.15 0.49 -0.80
Dureza 0.56 0.21 0.36 057 0.3 0.77 0.85 054 0.61 -0.26 0.8 -0.01 -0.30 0.64 -0.87
pastosidad 0.25 031 057 -0.36 063 0.11 0.34 -0.19 0.29 013 -0.44 -0.71 -0.12 0.27 -0.35 0.42
Fibrosidad -0.07 0.60 0.40 0.44 0.12 0.47 0.36 -0.83 -0.09 0.07 0.42 0.19 -0.08 0.39 -0.74 0.65 0.39
Adhesividad 07t 041 0.20 0.03 0.43 -0.43 -0.33 -0.56 -0.32 0.16 0.31 0.33 0.70 -0.34 0.06 -0.09 0.07 0.47
n=8



Tabla

32. Coeficientes de correlacion entre variables sensoriales, vitamina E y TBARS 150 para el tratamiento T8 (30 ppm vitamina E +
caroteno) de muslo de pollo®.

15 ppm B-

Vit E TBARS Amarillo Rosa Intens. Unif. Color Olor Olor Olor . . . . .
. . Confor. Plumas . WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad  Fibrosidad
150 piel piel color color grasa rancio crudo sangre
TBARS -0.55
150
Amarillo -0.18 -0.00
piel
Rosa -0.26 -0.05 0.76
piel
Intens. -0.34 -0.24 0.55 0.39
color
Unif. color 0.48 012 -0.27 -0.52 -0.21
Color grasa 052 0.23 0.82 0.83 0.34 -063
Confor. 0.44 0.07 032 -0.33 -0.74 0.06 015
Plumas -0.37 0.29 -0.24 -0.46 013 0.37 -0.09 0.06
Olor rancio 023 0.04 0.17 0.05 0.46 -041 0.25 0.18 -0.08
Olor crudo 0.25 0.16 -0.03 0.25 -0.63 -0.43 0.8 0.56 -0.56 -015
Olor sangre 0% 0.03 0.66 0.83 0.29 -0.20 0.76 -0.35 0.07 -019 -0.07
WOE -0.27 -0.05 0.66 058 0.39 0.16 058 -0.41 0.31 021 -0.41 0.89
Rancidez 0.08 0.36 -0.60 -0.72 -0.55 0.51 -0.65 0.05 0.34 -0.60 -0.00 052 -0.38
Jugosidad 0.79 -061 0.01 018 0.18 0.39 043 0.18 -0.47 0.26 -0.08 043 -0.25 -0.20
Dureza 016 0.59 053 0.23 -0.06 0.24 0.34 013 0.02 -031 0.11 0.28 0.37 0.26 -019
i -0.16 -0.02 0.45 0.65 -0.14 -0.56 0.66 -0.07 -0.23 -0.39 0.53 0.60 0.33 -0.22 -0.51 0.19
pastosidad . . . . . . . . . . . . . .
. -0.41 0.53 - y - - -
Fibrosidad 0.49 047 0.18 0.6 0.38 0.51 0.01 0.37 0.08 0.57 0.58 0.1 0.35 0.82 0.21
ivi -0.63 0.39 0.17 051 -0.02 -0.90 063 -0.08 -0.20 0.09 051 0.34 -0.05 -0.24 -0.70 -0.03 0.68 0.12
Adhesividad . . . - . . b . - . . - - . . b
'n=8
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Tabla 33. Coeficientes de correlaciéon entre variables quimicas para el tratamiento P1
(control) de pechuga de pavo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.10
SOD 0.51 0.24
Vit E -0.07 0.30 0.28
TBARS 150 -0.27 -0.52 -0.80 -0.52

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10

Tabla 34. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P2
(50 ppm enrofloxacina sin retirada) de pechuga de pavo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT -0.00

SoD 0.06 -0.03

Vit E -0.18 -0.17 0.59

TBARS 150 -0.48 -0.14 -0.16 0.22

Ciprofloxacina -0.27% 0.152 0.33% 0.62°2 0.382

Enrofloxacina 0.25 0.57 -0.36 -0.42 -0.04 0.31%
'n=10
2n=9

Tabla 35. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P3
(50 ppm enrofloxacina con retirada) de pechuga de pavo'.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.13
SOD -0.11 0.40
Vit E 0.42 -0.15 0.11
TBARS 150 0.09 -0.10 0.31 -0.06

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 36. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P4
(200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada) de pechuga de

pavo’.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT -0.43
SOD -0.18 -0.50
Vit E 0.17 0.35 0.01
TBARS 150 0.36 -0.35 0.23 -0.16
Ciprofloxacina -0.57 0.49 -0.12 0.29 0.01
Enrofloxacina -0.34 0.19 -0.17 -0.56 0.06 0.34

'n=10

Tabla 37. Coeficientes de correlaciéon entre variables quimicas para el tratamiento P5
(200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de pechuga de

pavo’.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.36
SOD -0.56 0.60
Vit E 0.52 -0.65 -0.35
TBARS 150 -0.33 0.29 -0.26 -0.20

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=7

Tabla 38. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P6
(50 ppm vitamina E) de pechuga de pavo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.36
SOD 0.20 0.45
Vit E -0.11 0.36 0.09
TBARS 150 0.43 0.39 0.45 0.17

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 39. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P7
(50 vitamina E + 15 ppm p-caroteno) de pechuga de pavo'.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.49
SOD 0.41 0.66
Vit E 0.00 -0.36 -0.26
TBARS 150 -0.69 -0.27 -0.22 0.23

Ciprofloxacina

Enrofloxacina

'n=10
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Tabla 40. Coeficientes de correlacién entre variables quimicas para el tratamiento P1
(control) de muslo de pavo’.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.19
SOD 0.37 -0.22
Vit E -0.71 -0.26 -0.21
TBARS 150 0.35 0.14 -0.12 0.09

Ciprofloxacina - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10

Tabla 41. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P2
(50 ppm enrofloxacina sin retirada) de muslo de pavo’.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.48
SOD -0.34 0.23
Vit E -0.16 0.02 0.24
TBARS 150 -0.57 -0.56 -0.03 -0.11
Ciprofloxacina - - - - -
Enrofloxacina -0.62 0.21 0.20 0.24 0.32 -

'n=10

Tabla 42. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P3
(50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslo de pavo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT -0.01
SOD 0.10 0.04
Vit E 0.32 0.34 0.36
TBARS 150 -0.70 -0.28 -0.19 -0.64

Ciprofloxacina - - - - _

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 43. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P4
(200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada) de muslo de

pavo’.
GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina

CAT 0.23
SOD -0.35 -0.18
Vit E -0.62 -0.52 0.14
TBARS 150 0.25 0.80 -0.25 -0.26
Ciprofloxacina - - - - -
Enrofloxacina -0.55 -0.49 0.18 0.37 -0.58 -

'n=10

Tabla 44. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P5
(200 ppm vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de muslo de

pavo’.
GSHPx CAT SOD VITE  TBARS 150 CIPROFLOXACINA
CAT 0172
SoD -023*  041°
Vit E 028  004° 0.29°
TBARS 150 0.39° 0.69° 0.18° 0.21°

Ciprofloxacina - - - - _

Enrofloxacina - - - - - -

'n=7

Tabla 45. Coeficientes de correlacion entre variables quimicas para el tratamiento P6
(50 ppm vitamina E) de muslo de pavo®.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.34
SOD -0.16 0.46
Vit E -0.26 0.49 0.69
TBARS 150 -0.34 -0.04 -0.36 -0.08

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 46. Coeficientes de correlacién entre variables quimicas para el tratamiento P7
(50 vitamina E + 15 ppm p-caroteno) de muslo de pavo'.

GSHPx CAT SOD Vit E TBARS 150 Ciprofloxacina
CAT 0.58
SOD 0.74 0.33
Vit E -0.10 -0.71 0.12
TBARS 150 -0.26 0.23 -0.25 -0.48

Ciprofloxacina - - - - -

Enrofloxacina - - - - - -

'n=10
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Tabla 47. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P1 (control)
de higado de pavo®.

GSHPx CAT
CAT 0.27
SOD -0.49 0.38

1n=10

Tabla 48. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P2 (50 ppm
enrofloxacina sin retirada) de higado de pavo'.

GSHPx CAT
CAT 0.36
SOD 0.20 -0.53

n=10

Tabla 49. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P3 (50 ppm
enrofloxacina con retirada) de higado de pavo’.

GSHPx CAT
CAT 0.53
SOD 0.66 0.02

1n=10

Tabla 50. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P4 (200 ppm
vitamina E + 50 ppm enrofloxacina sin retirada) de higado de pavo®.

GSHPx CAT
CAT 0.05
SOD 0.44 0.18

1n=10
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Tabla 51. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P5 (200 ppm
vitamina E + 50 ppm enrofloxacina con retirada) de higado de pavo.

GSHPx CAT
CAT 0.52
SOD 0.99 0.52

1n=5

Tabla 52. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P6 (50 ppm
vitamina E) de higado de pavo’.

GSHPx CAT
CAT 0.55
SOD -0.18 -0.07

1n=10

Tabla 53. Coeficientes de correlacion entre enzimas para el tratamiento P7 (50
vitamina E + 15 ppm B-caroteno) de higado de pavo®.

GSHPx CAT
CAT -0.29
SOD 0.17 -0.04

1n=10
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Tabla 54. Coeficientes de correlacion entre variables sensoriales para el tratamiento

P1 (control) de pechuga de pavo®.

Intensidad Intensidad Olor

color Hematomas olor higado WOF  Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
Hematomas -0.05
(I):w:rensidad -0.06 -033
Olor higado 0.20 -0.53 0.77
WOF 0.43 0.59 0.00 -0.06
Rancidez -0.07 -0.05 -0.51 -0.44 -0.10
Jugosidad -0.13 -0.38 0.35 0.06 -0.39 -0.21
Dureza 0.05 0.12 0.06 0.17 0.57 -0.16 -0.61
Pastosidad 0.13 -0.12 -0.23 -0.30 -0.04 0.41 0.31 -0.32
Fibrosidad 0.23 0.08 0.30 0.39 0.46 -0.46 -0.51 0.79 -0.72
Adhesividad -0.00 -0.07 -0.33 -0.32 0.01 0.51 0.04 -0.09 0.92 -0.59
n=12

Tabla 55. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales para el tratamiento
P6 (50 ppm vitamina E) de pechuga de pavo’.

Intensidad Hematomas Intensidad (?Ior WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
color olor higado

Hematomas 0.24

Intensidad -005 0.12

olor

Olor higado -0.06 -0.01 0.84

WOF 0.10 -0.02 -0.63 -0.49

Rancidez 0.10 0.11 -0.33 -0.36 0.14

Jugosidad 0.17 -0.24 -0.29 -0.39 0.28 -0.19

Dureza -0.11 0.07 0.27 0.32 -0.22 0.35 -0.82

Pastosidad 0.14 -0.26 -0.01 -0.11 -0.01 -0.50 0.57 -0.80

Fibrosidad -0.07 0.17 0.19 0.23 -0.07 0.25 -0.72 0.91 -0.87

Adhesividad -0.27 -0.06 0.25 0.32 -0.30 -0.43 0.10 -0.38 0.59 -0.61

n=12
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Tabla 56. Coeficientes de correlacion entre variables sensoriales para el tratamiento
P7 (50 ppm vitamina E + 15 ppm p-caroteno) de pechuga de pavo.

Intensidad Hematomas Intensidad 'Olor WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
color olor higado

Hematomas 0.48

Intensidad 0.16 0.49

olor

Olor higado 0.21 0.63 0.64

WOF 0.15 0.17 0.56 0.05

Rancidez 0.10 -0.23 -0.53 -040 -041

Jugosidad -0.48 -0.48 -0.29 -0.62 0.33 -0.03

Dureza 0.22 0.23 0.02 019 -042 0.22 -0.81

Pastosidad -0.13 -0.29 0.30 -0.00 0.65 -0.42 0.23 -0.28

Fibrosidad 0.40 0.22 -0.14 -0.01 -0.51 0.27 -0.53 0.71 -0.67

Adhesividad -0.35 -0.18 0.28 0.11 0.38 -0.45 -0.01 0.06 0.84 -0.53

'n=12
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Tabla 57. Coeficientes de correlacion entre variables sensoriales para el tratamiento P1 (control) de muslo de pavo *.

Amarillo

Rosa

Intens.

Unif.

Olor

Olor

Olor

piel piel color color Color grasa  Confor. Plumas rancio crudo sangre WOF Rancidez ~ Jugosidad Dureza Pastosidad  Fibrosidad

Rosa piel -0.05

Intens. color 0.46 -0.06

Unif.color 0.78 -0.11 0.32

Color grasa 0.12 -0.46 0.08 -0.09

Confor. -0.33 0.69 -0.18 -0.49 0.07

Plumas -0.25 0.09 -0.66 -0.29 0.20 0.34

Olor rancio -0.30 039 -0.10 -0.21 -0.37 048 018

Olor crudo -0.09 -0.48 -0.31 -0.09 0.08 -0.52 014 0.02

Olor sangre 0.07 -0.31 -0.36 0.16 0.38 -0.12 0.22 0.55 0.05

WOE 0.19 -0.12 0.04 0.19 -0.02 -0.03 0.21 0.30 0.03 -0.24

Rancidez -0.25 -0.20 0.24 -0.17 -0.25 -0.26 -0.13 0.17 0.29 -0.57 -0.12

Jugosidad 0.10 -0.12 0.07 0.08 -0.11 -0.29 -0.72 -0.43 0.04 0.10 -0.26 -0.07

Dureza -0.25 0.54 -0.44 -0.18 -0.15 0.51 0.62 0.44 0.03 0.01 0.42 -0.29 -0.49

pastosidad 0.02 -0.60 0.09 0.03 0.10 -0.45 -0.26 -0.10 0.34 0.09 -0.48 0.38 0.8 -0.78

Fibrosidad 0.13 0.27 -0.06 0.28 016 0.10 0.04 -0.07 021 0.05 0.58 -0.23 0.12 0.56 -0.82

Adhesividad -0.13 -0.36 -0.17 -0.01 0.24 -0.05 0.57 0.19 0.21 -0.06 0.09 0.52 -0.62 -0.01 0.33 -0.25
'n=12

Intens. Color= intensidad de color; Unif.color= uniformidad de color; Confor.= conformacion.



Tabla 58. Coeficientes de correlacién entre variables sensoriales para el tratamiento P6 (50 ppm vitamina E) de muslo de pavo 1.
Ama_lrillo R(?sa Intens. unif. Color grasa Confor. Plumas Olor Olor Olor WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
piel piel color color rancio crudo sangre

Rosa piel -0.35

Intens. color 0.57 -0.57

Unif.color 0.17 -0.07 -0.08

Color grasa 0.54 -0.25 0.59 0.01

Confor. -0.05 0.37 -0.27 0.34 -0.09

Plumas 0.12 017 -0.24 0.10 0.30 -0.06

Olor rancio -0.46 0.03 -0.26 -0.14 -0.29 0.45 -0.34

Olor crudo 0.01 -0.62 -0.02 0.21 -0.23 -0.09 -0.04 0.48

Olor sangre 0.28 -0.37 0.27 -0.03 0.20 -0.79 0.25 -0.74 -0.09

WOE -0.42 0.12 -0.43 0.02 0.14 0.32 0.36 0.57 0.27 -0.45

Rancidez 0.10 -0.49 012 0.12 -0.17 0.14 -0.34 038 053 -0.24 -0.09

Jugosidad 0.16 0.15 0.06 -0.07 -0.09 -0.53 -0.14 -0.48 -0.24 052 -0.68 -0.33

Dureza -0.30 0.12 -0.16 -0.08 0.05 0.68 0.23 0.46 -0.02 -0.60 0.62 0.02 -0.82

pastosidad -0.31 0.26 -0.57 -0.10 -0.55 016 0.06 0.02 -0.14 -0.04 0.12 014 -0.38 0.23

Fibrosidad 0.03 0.11 0.21 0.13 0.47 0.37 0.22 -0.15 -0.37 -0.18 0.03 -0.23 -0.01 0.42 -0.50

Adhesividad 0.05 -0.33 -0.13 -0.01 0.07 -0.09 -0.29 0.34 0.38 -0.11 0.30 0.55 -0.28 -0.16 0.23 -0.53
'n=12

Intens. Color= intensidad de color; Unif.color= uniformidad de color; Confor.= conformacion.
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Tabla 59. Coeficientes de correlacion entre variables sensoriales para el tratamiento P7 (50 ppm vitamina E + 15 ppm B-caroteno) de muslo de pavo *.
Ama_lrillo R(?sa Intens. unif. Color grasa Confor. Plumas O'O_r Olor Olor WOF Rancidez Jugosidad Dureza Pastosidad Fibrosidad
piel piel color color rancio crudo sangre

Rosa piel -0.43

Intens. color 0.04 0.44

Unif.color 0.02 -0.33 -0.41

Color grasa -0.62 0.08 -0.02 -0.43

Confor. -0.25 0.04 -0.24 -0.22 0.41

Plumas -0.16 -0.07 -0.67 0.02 0.03 053

Olor rancio -0.13 -0.24 -0.01 0.40 0.08 0.03 -0.49

Olor crudo 0.02 -0.67 -0.78 0.43 0.02 -0.04 0.19 0.46

Olor sangre 0.30 -0.39 -0.38 0.22 -0.23 -0.05 0.21 -0.18 0.38

WOE 0.26 -0.51 -0.55 0.76 -0.37 -0.42 -0.01 0.33 0.62 0.06

Rancidez -0.04 -0.19 -0.25 -0.32 -0.03 -0.06 0.23 -0.15 0.42 0.36 -0.11

Jugosidad 0.35 0.07 0.50 -0.27 0.02 -0.47 -0.63 -0.07 -0.27 -0.08 -0.06 -0.09

Dureza -0.07 -0.15 -0.50 0.02 -0.05 0.44 0.50 0.08 0.36 0.05 0.00 0.17 -0.81

pastosidad -0.15 0.01 -0.61 0.27 -0.15 -0.25 0.42 -0.04 0.47 0.00 0.57 0.28 -0.42 0.30

Fibrosidad 0.51 -0.22 0.04 -0.18 -0.16 0.20 -0.10 -0.11 -0.09 0.02 -0.14 -0.20 0.16 0.32 -0.53

Adhesividad -0.23 -0.14 -0.59 0.47 -0.17 0.01 0.52 -0.09 0.40 0.36 0.44 0.34 -0.57 0.17 0.68 -0.62
'n=12

ens. Color= intensidad de color; Unif.color= uniformidad de color; Confor.= conformacion.
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