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RESUMEN

Se estudi6 la influencia del sistema de produccidn, el tipo de masculo y el tiempo de
maduracion al vacio sobre el estatus antioxidante de carne bovina de novillos
Aberdeen Angus. Para ello se analizaron dos sistemas de produccion utilizados en
Uruguay (terminacion con pasturas a cielo abierto o con concentrado en encierro-
feedlot), dos musculos (Longissimus dorsi y Psoas major, muasculos principales de
los cortes bife angosto y lomo, respectivamente) y tres tiempos de maduracién (0, 14
y 30 dias). Se analiz6 la capacidad antioxidante a través de los ensayos de
decoloracion del radical DPPHe (DPPH), de decoloracion del cation radical ABTSe+
(ABTS) y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP), y del procedimiento
QUENCHER aplicando estos tres ensayos. A su vez, se determind el estatus
oxidativo a través de los grupos sulfhidrilos totales (SH) y el contenido de los
antioxidantes compuestos fendlicos totales (CFT), glutation total (GSH + GSSG) y
a-tocoferol. Para todas las determinaciones realizadas, excepto en los ensayos
QUENCHER FRAP y CFT, donde no se observé un efecto significativo, el sistema
de produccion basado en pasturas imprimié un mejor estatus antioxidante que la
terminacion en feedlot. No se lograron extraer conclusiones concretas con respecto al
efecto del tipo de musculo sobre el estatus antioxidante. Unicamente se logré
observar un efecto significativo en tres ensayos. Mientras que en el ensayo DPPH vy
contenido de SH totales el musculo Longissimus dorsi presenté mayores valores que
el Psoas major, para QUENCHER DPPH el resultado obtenido fue el contrario. Por
ultimo, excepto para los ensayos QUENCHER DPPH, QUENCHER FRAP,
contenido de glutation total y a-tocoferol, donde no se observd un efecto
significativo, la maduracion provoco un efecto sobre el estatus antioxidante. A pesar
de que en algunos ensayos no fue posible encontrar diferencias entre 0 y 14 dias de
maduracion, y en otros entre 14 y 30 dias, en términos generales se observa que la

maduracion ejercié un efecto positivo, principalmente a 14 dias.

Palabras clave: capacidad antioxidante, QUENCHER, pasturas, feedlot
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ANTIOXIDANT STATUS OF URUGUAYAN BEEF MEAT

Influence of the production system, muscle type and aging time

SUMMARY

The objective of this work was to assess the influence of the animal production
system, muscle type and aging time on the overall antioxidant status of Aberdeen
Angus steers beef meat. Two Uruguayan production systems (pasture and feedlot),
two muscles (Longissimus dorsi and Psoas major) and three vacuum aging times (0,
14 and 30 days) were studied. The antioxidant capacity of the samples were analyzed
with the DPPH- radical scavenging assay (DPPH), ABTSe+ radical scavenging assay
(ABTS) and ferric reducing antioxidant power assay (FRAP), and with the
QUENCHER procedure applying the same three assays. The oxidative status through
the total sulfhydryl groups (SH) and the content of the antioxidants total phenolic
compounds, total glutathione (GSH + GSSG) and a-tocopherol were determined.
Except for the QUENCHER FRAP and total phenolic compounds assays where no
effects were observed, pasture-based production system printed a better antioxidant
status rather than a feedlot system. No concrete conclusions could be drawn
regarding the effect of muscle type on the antioxidant status. While for the DPPH
assay and total SH content, Longissimus dorsi presented higher values than the Psoas
major, for the QUENCHER DPPH procedure the result obtained was the opposite.
Lastly, except for QUENCHER DPPH, QUENCHER FRAP, total glutathione and a-
tocopherol content, where no significant effects were observed, the aging time had an
effect on the antioxidant status. Despite the fact that in some assays it was not
possible to find differences between 0 and 14 days, and in others between 14 and 30
aging days, in general terms it was observed that, mainly at 14 days, the aging time

exerted a positive effect, increasing the antioxidant status of meat.

Keywords: antioxidant capacity, QUENCHER, pasture, feedlot



1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA CARNE BOVINA

A nivel mundial, la produccion y consumo de carne bovina se vio incrementada en
los Gltimos afios (OECD-FAO, 2019). Es la tercer carne mas consumida y su precio,
luego del de la carne ovina, son los mas elevados (FAO, 2019). En el afio 2019 se
reportd una produccién mundial de alrededor de 72 mil toneladas (peso equivalente a
canal) con un crecimiento de aproximadamente 1,5 % respecto al afio anterior. El
continente Asiatico registro los mayores valores de consumo y produccion, y junto
con Norteamérica conforman los continentes con mayor nimero de importaciones de
carne bovina. Mientras que Sudamérica junto con Oceania son los continentes que

presentan el mayor numero de exportaciones (FAO, 2020).

El sector ganadero, en particular la carne bovina, es un factor fundamental en la
economia de Uruguay, la mayor parte de la produccion es exportada y su creciente
importancia como productor se observa tanto en América Latina como a nivel
mundial (USDA, 2018). La carne vacuna no sélo es el producto mas exportado
dentro del sector carnico (INAC, 2018), sino que es uno de los principales productos
de exportacion a nivel nacional (Uruguay XXI, 2019). Uruguay se posiciona como el
octavo exportador mas importante de carne bovina a nivel mundial después de Brasil,
India, Australia, Estados Unidos, Argentina, Nueva Zelanda y Canada (USDA-FAS,
2019). Sus principales mercados destino son China, NAFTA y la Union Europea
(FAO, 2019). A su vez, en el afio 2018 la carne bovina uruguaya logré entrar al

mercado japonés, uno de los mas exigentes del mundo (Uruguay XXI, 2018).

Uruguay es identificado por su sistema de produccion natural, mayormente sobre
pasturas naturales y a cielo abierto, por poseer la totalidad de su rodeo trazado, por
ser libre de hormonas y promotores de crecimiento asi como ser un pais libre de
aftosa con vacunacion (Montossi y Cazzuli, 2016). Todas estas caracteristicas,

sumadas a la calidad de sus productos y su adaptacion a las demandas, creando
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programas de bienestar animal, posicionan a Uruguay con un alto valor agregado en
lo que refiere a sus productos carnicos. En los ultimos afios, Uruguay se ha enfocado
en la continua busqueda de caracteristicas para seguir agregando valor a sus
productos (Caputi, 2017).

En cuanto a la produccién de bovinos de carne, se distinguen cuatro tipos principales
de establecimientos seguin su orientacion productiva. De cria, los cuales proveen de
terneros. De recria, donde los terneros se crian y crecen hasta los 18-30 meses de
edad y posteriormente son vendidos para su engorde. De ciclo completo, donde se
Ileva a cabo el crecimiento y engorde de los terneros hasta diferentes edades y pesos
para su faena. Por Gltimo, de terminacién, engorde o invernada, los cuales se enfocan
Unicamente en el engorde del animal hasta diferentes edades y pesos para su faena
(Royo Pallarés et al., 2005). Dependiendo de la disponibilidad y calidad del
alimento, este periodo de terminacion, puede durar de 3 a 16 meses, observandose
periodos més prolongados cuando la terminacion se lleva a cabo sobre pasturas
naturales (FAO y New Zealand Agricultural Greenhouse Gas Research Centre,
2017).

Tradicionalmente la carne uruguaya ha sido producida en un sistema en base a
pastoreo extensivo (Oliver et al., 2006). El campo natural es el recurso alimenticio
principal de los sistemas de produccion ganadera, donde los animales pastorean a
cielo abierto sobre una gran extension de territorio (Royo Pallarés et al., 2005). Sin
embargo, con el fin de disminuir el tiempo de engorde, obtener productos mas
homogeéneos y cumplir con atributos de calidad demandados por ciertos mercados, se
comenzaron a implementar distintas estrategias en la etapa de terminacion de los
animales (Simeone et al., 2008). Por un lado, la terminacién puede ser llevada a cabo
sobre pasturas mejoradas que incluyen pastos naturales sembrados con leguminosas,
pastos cultivados con diferentes especies o cultivos de pastoreo anuales. Por otro
lado, el periodo de terminacion puede ser llevado a cabo bajo un sistema feedlot,

donde los animales son confinados y reciben una dieta exclusivamente en base a



forraje y granos (FAO y New Zealand Agricultural Greenhouse Gas Research
Centre, 2017).

En el afio 2012, a partir del surgimiento de la cuota 481, el sistema de produccién de
terminacién con concentrados y en encierro (sistema feedlot) esta siendo cada vez
mas implementado por los productores, representando el 46% del total de novillos de
1 a 2 afios faenados (Bervejillo, 2019). La cuota 481 refiere al Reglamento de
Ejecucion (UE) No 481/2012 de la Comisidon Europea, que establece las normas de
gestion de un contingente arancelario de carne vacuna de calidad superior, la cual
debe provenir de animales jovenes (menores a 30 meses de edad), cuyos ultimos 100
dias (como minimo) hayan sido terminados con raciones constituidas por no menos
del 62 % de concentrados y/o co-productos de cereales piensos, sobre la materia
seca, y que tengan o superen un contenido de energia metabolizable superior a 12,26
MJ/kg MS (Unién Europea, 2012). Las canales obtenidas son evaluadas segun
estandares, lo que ha brindado una estandarizacion de la calidad de los productos
obtenidos.

Las principales razas vacunas con fines de produccion de carne son de origen
britanico, siendo Hereford y Aberdeen Angus las mas criadas. Aberdeen Angus es la
segunda raza mas criada en el pais y su participacion en el rodeo nacional es cada
vez mayor (AACS, 2019). Una de las razones del interés puede deberse al aumento
de animales certificados, que permite captar en el mercado mundial un diferencial
por sus productos Angus Certificados (SCAAU, 2019). El programa de certificacion
se basa en un protocolo que define la calidad del producto y asegura al consumidor
que la carne etiquetada proviene de animales de la raza Angus, que ha cumplido con
las especificaciones en materia de conformacion carnicera, tipificacion de res,

cobertura de grasa y marmoleo (SCAAU, 2020).

En cuanto a la exportacién de la carne bovina, esta es comercializada refrigerada, de

forma tanto congelada, enfriada como procesada. Los productos enfriados



pertenecientes a los cortes traseros, como el lomo, el bife angosto, el bife ancho,

entre otros, son los de mayor valor comercial (INAC, 2017).

1.2.  CARNE COMO ALIMENTO

Segun el Codex Alimentarius se define carne como todas las partes de un animal que
han sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano o se destinan
para este fin (Codex Alimentarius, 2005). En Uruguay, el Instituto Nacional de
Carnes (INAC) define carne como porcion comestible de los animales declarados
aptos para la alimentacién humana por la Inspeccion Veterinaria, y que comprende el
tejido muscular y tejidos blandos que rodean al esqueleto una vez realizada la
operacion de faena (INAC, 2012).

A pesar de que la carne esta compuesta por diferentes tejidos, como adiposo,
epitelial, conectivo y nervioso, el musculo esquelético es la porcion comestible méas
grande de los animales. A nivel celular, los mdsculos esqueléticos estan conformados
por células o fibras musculares largas y multinucleadas, compuestas por una
membrana externa (sarcolema), citosol (sarcoplasma), reticulo sacroplasmico,

miofibrillas y gran cantidad de nucleos y mitocondrias (Guo y Greaser, 2017).

1.2.1. Importancia nutricional de la carne bovina

La carne roja, magra y de buena calidad es un componente importante de una dieta
balanceada y saludable debido a su riqueza nutricional. Es una valiosa fuente de
proteina de gran valor bioldgico, no sélo de alta digestibilidad, sino que posee todos
los aminoacidos esenciales (Pereira y Vicente, 2013). Asimismo, contiene
importantes micronutrientes tales como hierro, vitamina B12, otras vitaminas del
complejo B, vitamina A, zinc, selenio y fdsforo, los cuales no estan presentes en los

alimentos derivados de plantas o poseen baja biodisponibilidad (Biesalski, 2005).



La carne es la principal fuente de hierro hemo y zinc biodisponible, y es una rica
fuente de péptidos asociados al mantenimiento de la masa muscular y retraso del
envejecimiento (Cabrera y Saadoun, 2014). También presenta &cidos grasos
poliinsaturados, acidos grasos esenciales omega-3 y 6, con una buena relacion entre
ellos (Cabrera y Saadoun, 2014; Williams, 2007).

1.2.2. Conversion del misculo en carne

La carne es el producto obtenido del proceso de transicion del musculo, como tejido
extensible y metabdlicamente activo a uno inextensible e inactivo (Greaser, 2001).
La conversion de musculo en carne es un proceso compuesto por tres fases, pre-

rigor, rigor mortis y post-rigor (Sentandreu et al., 2002).

En primera instancia, luego del sacrificio del animal, el musculo permanece
excitable. Bajo un esfuerzo por perpetuar su funcionamiento, el musculo esquelético,
a costas del metabolismo anaerdbico del glucdgeno, continda sintetizando vy
utilizando adenosin trifosfato (ATP). Como consecuencia y debido a la falta de
mecanismos de eliminacién, el lactato e iones hidrégeno (H+) se acumulan y el pH
muscular desciende. Cuando ya no es posible continuar con la sintesis de ATP y sus
niveles se tornan demasiado bajos, la union entre los filamentos del muasculo (actina
y miosina) se vuelven irreversible induciendo el endurecimiento del musculo. Es
aqui donde comienza la fase denomina rigor mortis. En esta fase, inducida por el
agotamiento de las reservas energéticas, se observa la disminucién de la elasticidad
muscular alcanzando la méxima resistencia del tejido (Matarneh et al., 2017;
Sentandreu et al., 2002).

Si la carne es consumida en el momento del rigor mortis 0 poco después (12-24
horas) esta presenta una gran dureza. Por esta razdn, las carcasas o los cortes
primarios son mantenidos a temperaturas controladas de refrigeracién (por encima de
su temperatura de congelamiento) por periodos prolongados de tiempo (Koohmaraie,

1996). Esta fase, denominada maduracion, es un requisito previo para el desarrollo
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de mejores cualidades organolépticas en el producto final obtenido, el cual se
denomina carne. Este es un proceso complejo, progresivo e irreversible que involucra
cambios bioquimicos, metabdlicos y fisicos (Ouali et al., 2006), los cuales producen
el ablandamiento de la estructura miofibrilar, incrementando la terneza y flavor
(Lawrie y Ledward, 2006).

Dependiendo del destino final de la carne y su comercializacion, los tiempos y
formas de maduracion pueden variar en cada pais (Ouali et al., 2006). Existen dos
formas de maduracion, seca y humeda. La maduracion hiumeda es la mayormente
utilizada, donde la carne se mantiene refrigerada envasada en paquetes al vacio
(Smith et al., 2008). En Uruguay, como fue mencionado anteriormente, la carne es
exportada de forma enfriada, congelada o procesada. Como exigencia de algunos
paises importadores, la carne enfriada debe sufrir un proceso de maduracién
prolongado, es decir que los cortes son envasados al vacio y almacenados a 1-2 °C

durante al menos 14 dias, e incluso 28 dias de maduracion.

1.3. CALIDAD DE LA CARNE

En términos generales se puede definir calidad de la carne como el conjunto de
caracteristicas que satisfacen las expectativas del consumidor cuando se compra,
consume o selecciona la carne para su uso. Segun los atributos de interés sobre los
cuales se quiera abordar, esta definicion puede poseer diferentes enfoques, sin
embargo, esta se va integrando a lo largo de todo el proceso de produccion,
industrializacion, comercializacion y consumo (INAC, 2012).

Tradicionalmente, el conjunto de propiedades utilizadas para definir la calidad de la
carne son aquellas asociadas a la percepcion sensorial del producto (color, olor,
sabor, textura, vida Util), y aquellas referidas a la seguridad alimentaria del producto
(ausencia de patdgenos, riesgos fisicos y quimicos). Hoy en dia, méas alla de estos
parametros intrinsecos, los consumidores también centran su interés en factores

extrinsecos, es decir, parametros que no pueden ser examinados de manera fisica o
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sensorial, tales como el impacto nutricional de la carne en la salud humana, la
sustentabilidad del sistema de produccién, entre otros (Purslow, 2017). Por lo tanto,
la calidad de la carne debe considerarse como una propiedad compleja, multivariada

e influenciada por diversos factores que interacttan entre si (Andersen et al., 2005).

El aumento en la atencién en la relacion entre la dieta y la salud por parte de los
consumidores, ha incrementado el interés en el valor nutricional de la carne,
impactando en el desarrollo y busqueda de factores que afectan el mismo (Scollan et
al., 2006).

1.3.1. Procesos de oxidacion en la carne

La oxidacién es una de las principales causas no microbianas de pérdida de calidad
de carne. Debido a su compleja matriz, con alta concentracion de proteinas, lipidos
poliinsaturados, pigmentos heme, catalizadores metalicos y otros agentes oxidantes,
la carne se vuelve susceptible al deterioro oxidativo (Guyon et al., 2016; Falowo et
al., 2014). Este fendbmeno es un proceso complejo e irreversible. A través de la
formacion de compuestos tdxicos, pérdidas en antioxidantes, &acidos grasos
poliinsaturados y aminoacidos esenciales, se afectan no sdlo las propiedades
sensoriales sino que también la seguridad quimica y el valor nutritivo de la carne
(Estévez, 2017).

Debido a que la carne se compone principalmente por proteinas y lipidos, estas
macromoléculas son las que se ven principalmente afectadas. La oxidacion lipidica
es un proceso complejo de reaccion en cadena mediado por radicales libres, que
involucra tres etapas, iniciacion, propagacion y terminacion (Shahidi y Zhong,
2010a). Durante la conversion del masculo en carne, la etapa de iniciacion de la
oxidacion lipidica puede comenzar a nivel de los fosfolipidos de membranas
celulares debido al alto contenido en acidos grasos poliinsaturados que presentan
(Gray et al., 1996). Luego de obtenido el producto carne, durante el manejo,

procesamiento y almacenamiento, se produce un cambio en la distribucién del hierro.
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Este cambio facilita la generacion de especies capaces de atacar &cidos grasos
insaturados siendo uno de los principales responsables de la catélisis de la oxidacién
lipidica (Gray et al., 1996; Decker et al., 1993). Como consecuencia, la oxidacion de
lipidos se presenta como decoloracion, pérdida de agua, desarrollo de olores y
sabores no deseados, asi como la produccion de potenciales compuestos toxicos en la

carne (Morrissey et al., 1998).

Por otro lado, la oxidacion proteica refiere a las modificaciones covalentes que una
proteina puede recibir (Shacter, 2000). Estas pueden tener lugar tanto en el enlace
peptidico, generando grupos carbonilo, como en las cadenas laterales de los
aminodcidos, incluyendo la oxidacion de grupos tioles e hidroxilacion aromatica
(Zhang et al., 2013), siendo, probablemente, la cisteina y metionina los aminoacidos
mas propensos al ataque oxidativo debido a la presencia de azufre en su cadena
lateral (Shacter, 2000). Todas estas modificaciones pueden tener un impacto en
aspectos sensoriales, asi como fisicoquimicos y nutricionales, incluyendo
modificaciones en aminoéacidos esenciales, polimerizacion proteica, pérdida en

actividad enzimatica, digestibilidad y bioaccesibilidad proteica (Estévez, 2011).

1.3.2. Especies reactivas, radicales libres y estrés oxidativo

El término especies reactivas del oxigeno, nitrégeno u otros elementos (ROS y RNS,
en su sigla en inglés: Reactive Oxygen Species y Reactive Nitrogen Species,
respectivamente) hace referencia al conjunto de radicales libres y derivados no-
radicales, que son agentes oxidantes y/o pueden ser facilmente convertidos en
radicales (Halliwell, 2006). Un radical libre es cualquier especie capaz de existir
independientemente, conteniendo uno o mas electrones desapareados (Halliwell,
1994). Debido a esta condicidn, son inestables y altamente reactivos, generando

oxidaciones en macromoléculas y dafios celulares (Lobo et al., 2010).

Dentro de las ROS, los radicales libres mas destacados son el anion superdéxido (Oze-
), el radical hidroxilo (*OH), el radical peroxilo (ROO¢) y el radical alquilo (RO¢).
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Dentro de las RNS, los radicales mas destacadas son el 6xido nitrico (NOe) y el
dioxido de nitrégeno (NO2¢). A su vez, como fue mencionado anteriormente, los
radicales libres de oxigeno y nitrogeno pueden ser rapidamente convertidos en otros
especies reactivas “no radicales” como lo son el perOxido de oxigeno (H203),
oxigeno singlete (*O2), Aacido hipocloroso (HOCI), acido nitroso (HNO),
peroxinitrito (ONOQ") y triéxido de dinitrégeno (N203) (Srdic-Rajic y Konic Ristic,
2016).

La oxidacion es la transferencia de electrones de un a&tomo a otro y representa una
parte esencial del metabolismo aerébico (Davies, 1995). Bajo condiciones
fisiol6gicas normales, las especies reactivas del oxigeno se generan continuamente in
vivo, tanto como productos secundarios del metabolismo energético mitocondrial o
como productos de sefalizacion biologica (Halliwell, 1994). Las células se
encuentran en homeostasis, es decir que buscan un balance entre la produccion de
agentes oxidantes y el control de estos a traves de los antioxidantes. Sin embargo, un
desbalance entre ambos, a favor de los oxidantes, conduce a potenciales dafios y se

define como estrés oxidativo (Sies, 1997).

Luego del sacrificio del animal ocurren cambios bioquimicos que interrumpen el
equilibrio entre los sistemas pro-oxidantes y antioxidantes que trabajan in vivo, de
esta manera las reacciones oxidativas en las etapas posteriores al sacrificio se ven
favorecidas, tanto en el proceso de transicién de musculo a carne como durante el

manejo, procesamiento y almacenamiento de la misma (Kumar et al., 2015).

1.3.3. Sistema antioxidante

Para controlar y contrarrestar la accion de las especies reactivas y radicales libres, los
organismos han desarrollado un sistema de defensa antioxidante. En sistemas
bioldgicos, un antioxidante puede ser definido como una molécula que, cuando esta
presente en bajas concentraciones en comparacion con las de un sustrato oxidable,

previene o retrasa significativamente la oxidacion de ese sustrato (Halliwell, 1990).
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En alimentos, los antioxidantes son compuestos que prolongan la vida util de los
mismos al protegerlos contra el deterioro causado por la oxidacién. Chipault en
1962, defini6 antioxidante como sustancias que en pequefias cantidades son capaces
de prevenir o retrasar en gran medida la oxidacidn de materiales facilmente oxidables

como las grasas (Venskutonis, 2014).

La defensa antioxidante esta conformada por una gran variedad de compuestos que
interactlan con las especies reactivas previniendo su formacion, secuestrandolos,
promoviendo su descomposicién o conversién (Lobo et al., 2010). En primera
instancia, los compuestos antioxidantes pueden ser agrupados en dos categorias,
enzimas y compuestos no enzimaticos. Dentro de los antioxidantes enzimaticos se
encuentran las enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) glutation reductasa (GR) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH). Los compuestos antioxidantes no enzimaticos comprenden un amplio
grupo, que incluye, cofactores, minerales, vitaminas, compuestos organosulfurados,
carotenoides, compuestos fendlicos, compuestos nitrogenados no proteicos, entre
otros (Carocho y Ferreira, 2013).

Las enzimas antioxidantes, catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), junto con algunos metales
antioxidantes, como Se, Mn, Cu y Zn, conforman la primera linea preventiva de
defensa del estatus antioxidante y se encargan de convertir productos metabolicos
oxidados en perdxido de hidrégeno y posteriormente en agua (Lobo et al., 2010;
Irshad y Chaudhuri, 2002). Por otro lado, los antioxidantes no enzimaéticos
representan la segunda linea de defensa y se encargan de reaccionar frente a la accion
de los radicales libres (Lobo et al., 2010). Debido a su amplio rango de accion,
podemos encontrar compuestos antioxidantes no enzimaticos tanto en el citosol
(hidrosolubles o hidrofilicos) como en las membranas celulares (liposolubles o
lipofilicos) (Sies, 1997).
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El conjunto de enzimas y compuestos lipofilicos e hidrofilicos con actividad
antioxidante presentes en los musculos esqueléticos, comprenden tanto componentes
sintetizados de manera enddgena en el animal como moléculas incorporadas de
manera exdgena. Asimismo, tanto la concentracion como actividad de todos estos
compuestos pueden verse alterados segun factores de la dieta, y pueden variar segun
el tipo de musculo (Chan et al., 1994). Dentro de los antioxidantes enddgenos
presentes en la carne, podemos encontrar enzimas (SOD, CAT y GPx), compuestos
de naturaleza hidrofilica, como péptidos (anserina y carnosina), acido ascérbico
(vitamina C) y glutatién (GSH), y de naturaleza lipofilica como la Coenzima Q1o 0
Ubiquinol-10. Por otro lado, dentro de los compuestos con actividad antioxidante
incorporados de manera exdgena podemos encontrar de naturaleza hidrofilica como
los compuestos fendlicos, y lipofilica como los tocoferoles (vitamina E) y
carotenoides (Martinez et al., 2014, Briviba y Sies, 1993).

1.3.4. Influencia del sistema de produccién, tipo de musculo vy la maduracién sobre

el sistema antioxidante de la carne

Diversos trabajos han demostrado que la capacidad de resistir frente a la oxidacién
depende de la composicién de antioxidantes que posee la carne, y este varia segun la
especie del animal, el musculo, el sistema de produccion y el tiempo de maduracién
de la carne (Terevinto et al., 2019; Pouzo et al., 2016; Terevinto et al., 2015;
Descalzo et al., 2008; Descalzo et al., 2007; Descalzo et al., 2005; Gatellier et al.,
2004; Mercier et al., 2004; Realini et al., 2004).

Con el fin de retardar la oxidacién lipidica y proteica, para preservar las
caracteristicas asociadas a la calidad de la carne, muchos trabajos se han enfocado en
modular la concentracién de compuestos no enzimaticos con actividad antioxidante
tanto exdgenos como enddgenos a través de diferentes factores (Descalzo y Sancho,
2008). Aquellos que son mas activos en cuanto a la proteccién de la oxidacion de la

carne son las vitaminas C y E, carotenoides y flavonoides, los cuales no pueden ser
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sintetizados por los animales, y dentro de los alimentos, el forraje es una buena

fuente en comparacion con los cereales (D’ Agata et al., 2009).

1.3.4.1. Sistema de produccion

La estrategia de modular la alimentacion es el factor méas utilizado como herramienta
para mejorar y/o controlar la calidad de la carne (Andersen et al., 2005). Diversos
estudios han puesto en evidencia que la carne proveniente de sistemas de produccion
pastoril posee un mayor contenido de acidos grasos de cadena larga, los cuales son
mas susceptibles a la oxidacion en comparacion con la carne proveniente de
terminacion con concentrado (Cabrera y Saadoun, 2014). Sin embargo, se ha
propuesto también que el sistema de produccion en base a pasturas, genera una carne
con mayor resistencia a la oxidacion, mayores defensas antioxidantes (Terevinto et
al., 2015), mayor contenido de péptidos bioactivos antioxidantes (Cabrera et al.,

2015) y por ende mejor estatus antioxidante.

1.3.4.2. Tipo de muasculo

La composicién de compuestos antioxidantes presentes en la carne, tanto los que son
producidos de manera endégena como aquellos que provienen de la dieta, pueden
variar segun el tipo de masculo que se analice. A pesar de que todos los musculos
estdn conformados por tejido muscular esquelético, cada uno posee diferentes
relaciones de las distintas fibras musculares y difieren de acuerdo a caracteristicas
moleculares, metabdlicas y estructurales (Choi y Kim, 2009). Por lo tanto existen
variaciones en caracteristicas de calidad de la carne en los musculos de un mismo
animal (Klont et al., 1998). Mientras que los madsculos blancos, como el Longissimus
dorsi, poseen fibras con baja concentracion de mioglobina y su metabolismo es
mayoritariamente glucolitico, los musculos intermedios, como el Psoas major, estan
compuestos por fibras rojas y blancas, las cuales no utilizan un metabolismo
preferentemente sobre el otro, sino que poseen una mezcla de metabolismo oxidativo
y glucolitico (Cobos y Diaz, 2015; Lefaucheur, 2010). EI metabolismo de ROS
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difiere entre musculos glucoliticos y oxidativos, aquellos que poseen fibras
glucoliticas liberan mayor cantidad de H2O2 que los que poseen mayor cantidad de
fibras oxidativas. Asimismo, la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
GPx) es menor en musculos glucoliticos en comparacion con masculos oxidativos
(Picard et al., 2012).

1.3.4.3. Maduracion

Durante el proceso de maduracion de la carne, la accion sinérgica de enzimas
endbgenas, catepsinas, calpainas y proteasomas, junto con los cambios fisico-
quimicos provocados por el descenso de pH, generan cambios estructurales y por
ende productos con mejores cualidades sensoriales (Ouali et al., 2006). Mientras que
la degradacidn y oxidacion de proteinas son los mecanismos responsables de generar
productos mas tiernos (Lonergan et al., 2010), la liberacién de péptidos, aminoacidos
y acidos grasos, que posteriormente podran ser oxidados e interaccionar, seran los

responsables de generar mejores cualidades de sabor y aroma (Khan et al., 2016).

En los muasculos post-mortem, ademas del descenso de pH y el incremento en la
fuerza idnica, que se asocian a mejores cualidades sensoriales, se observa un
aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno (Bowker et al., 2010). La
lipolisis, protedlisis y oxidacion son las principales reacciones bioquimicas que
ocurren durante el proceso de maduracion (Khan et al., 2016). Algunos compuestos
con capacidad antioxidante, como las vitaminas, se ven reducidos con el tiempo de
maduracion (Descalzo et al., 2008). Otros componentes, como algunas enzimas
antioxidantes no varian significativamente (Insani et al., 2008). Sin embargo, los
resultados con respecto a la capacidad antioxidante son variantes. Mientras que en
algunos trabajos no se ve afectada, en otros se ve levemente disminuida (Pouzo et al.,
2016; Descalzo et al., 2008).
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1.4. ESTUDIO IN VITRO DEL ESTATUS ANTIOXIDANTE

El estudio del estatus antioxidante en alimentos, particularmente en la carne, permite
conocer su relacién frente a la proteccion contra procesos de oxidacion durante su
preservacion, evitando de esta manera pérdidas en su valor nutricional y comercial
(Singh y Singh, 2008).

Numerosos métodos y ensayos han sido utilizados para investigar las propiedades
antioxidantes en una muestra alimentaria. Dependiendo de la naturaleza del alimento
o el parametro que se quiera determinar, se puede medir la capacidad antioxidante
(CA) del alimento, el contenido total de determinado tipo o grupo de antioxidantes,
el contenido especifico de un antioxidante, entre otros (Oroian y Escriche, 2015;
Alam et al., 2013).

1.4.1. Capacidad antioxidante (CA)

El término actividad antioxidante, refiere a la medida de un antioxidante determinado
al reaccionar frente a un agente oxidante especifico bajo condiciones estipuladas. En
cambio, la capacidad antioxidante (CA) es la medida que posee una solucién,
conteniendo una mezcla de antioxidantes, de enmascarar un radical libre dado,
independientemente de la actividad individual de cada compuesto presente. Debido a
la complejidad de la matriz de los alimentos, la separacion de cada compuesto con
actividad antioxidante se torna dificil, costoso e ineficiente. Asimismo, el estudio
individual de cada uno no tiene en cuenta las posibles interacciones sinérgicas de los
mismos. La evaluacién de la capacidad antioxidante de los alimentos comprende
metodologias que permiten conocer, en un panorama general, las propiedades de los
mismos. Es decir, se determina el accionar en conjunto de la mezcla de antioxidantes
presentes (Gulcin, 2012; MacDonald-Wicks et al., 2006; Huang et al., 2005; Ghiselli
et al., 2000).
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Diferentes ensayos son utilizados para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos in vitro. A pesar de que estos no son representativos del equilibrio redox
que ocurre in vivo, abarcan los efectos aditivos y sinérgicos de los compuestos
antioxidantes en un producto, por lo que aln proporciona una imagen mas realista
que el estudio individual de diferentes componentes (Henrion et al., 2018). Los
métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante requieren condiciones
experimentales sencillas y se basan en diferentes estrategias (Dorta et al., 2018).
Dentro de las técnicas mayormente utilizadas se encuentran el ensayo de
decoloracion del radical DPPHe (DPPH), el ensayo de decoloracion del radical
ABTS++ (ABTS) y el ensayo de poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)
(Gulcin, 2012).

Segun el mecanismo de reaccion llevado a cabo para desactivar los radicales, estos
métodos pueden ser clasificados en dos grupos. Por un lado, se encuentran los
métodos que determinan la capacidad que posee un antioxidante para enmascarar un
radical libre mediante la transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT-hydrogen
atom transfer) (Gulcin, 2012). Por otro lado, los métodos basados en la transferencia
de un electron (SET-single electron transfer) detectan la capacidad que posee un
potencial antioxidante (dador de electrones) de reducir un compuesto (radicales,
metales, entre otros) a través de una reaccion redox. Esta transferencia genera un
cambio de estructura en el compuesto oxidante y como consecuencia un cambio de
color, el cual puede ser monitoreado espectrofotométricamente y sera proporcional a
la concentracion de antioxidantes presentes en la muestra. EI ensayo FRAP es un
método SET. Dentro de este grupo también se encuentran los ensayos DPPH y
ABTS (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005), sin embargo, estos dos son capaces de
accionar mediante ambos modos (SET y/o HAT). Dependiendo de las condiciones de
reaccion, como el solvente y el pH utilizado, presentaran en diferentes grados cada
uno de los mecanismos (Sun et al., 2018). En los solvente mas ampliamente
utilizados, como etanol y metanol, los mecanismos de reaccién basados en
transferencia de hidrégenos (HAT) ocurren mas lentamente (MacDonald-Wicks et
al., 2006).
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A pesar de la simplicidad de los ensayos, se debe considerar que al determinar la
capacidad antioxidante de una muestra mediante estos métodos, la misma va a
depender y diferir segin el agente oxidante al cual se esta enfrentando y las
condiciones en las cuales fue realizado el ensayo. También, debe tenerse en cuenta
que un unico ensayo no refleja la complejidad de interacciones presentes en la
muestra y por lo tanto, emplear en conjunto este tipo de determinaciones brinda una
idea general y complementaria de la capacidad de los antioxidantes presentes de
actuar en conjunto (MacDonald-Wicks et al., 2006).

En este trabajo, se evaluard la capacidad antioxidante, en carne proveniente de
distintos tratamientos, a través de diferentes métodos con el fin de comparar y
obtener resultados globales en cuanto al estatus antioxidante y su relacién con
aspectos de la calidad nutricional y tecnoldgica, en los que luego se podra

profundizar.

1.4.1.1. Extraccion de compuestos antioxidantes

Los métodos analiticos utilizados para el estudio de la capacidad antioxidante en
alimentos requieren, previo a su ejecucion, una extraccion de los mismos de la matriz
alimentaria (Oroian y Escriche, 2015). Este paso juega un rol clave y crucial, ya que

se reflejara en el resultado final obtenido.

La extraccion con solventes es una operacion de separacion sencilla, ampliamente
utilizada, en la cual se aplica un solvente selectivo para separar compuestos deseados
de un alimento sélido. El factor de separacion serd el equilibrio quimico del
componente entre la fase sélida y liquida (Oroian y Escriche, 2015), y la extraccion
estara determinada por la capacidad que posee el solvente de disolver el soluto, de
ser selectivo por el compuesto de interés frente a una muestra compleja y no

reaccionar quimicamente con él de forma adversa (Lloyd y van Wyk, 2012).
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1.4.1.2. Ensayos de decoloracion de radicales estables DPPHe (DPPH) y
ABTS++ (ABTS)

El ensayo DPPH es uno de los métodos mas antiguos para determinar la capacidad
antioxidante de una muestra (Roginsky y Lissi, 2005). Se basa en la determinacion
de la reduccién del radical estable DPPHe (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) (Fig. 1)
provocando un descenso en la absorbancia, la cual es monitoreada a una determinada
longitud de onda (Brand-Williams et al., 1995).
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Figura 1. Ensayo DPPH. A. Radical estable DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) (DPPHs);
B. Principio del ensayo de decoloracion del radical estable DPPHe. Figura adaptada de de
Oliveiraetal., 2014.

Dependiendo de las condiciones, este ensayo permite evaluar la capacidad de
antioxidantes como la cisteina, el glutation, el &cido ascorbico, tocoferoles y
compuestos polihidroxi aromaticos (Kedare y Singh, 2011; Brand-Williams et al.,
1995).

En el ensayo ABTS, el cation radical (ABTS<+) es generado mediante la oxidacion
del ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) con el agente
oxidante persulfato de potasio (Fig. 2), presentando un color intenso. Su inhibicion,
provocada por la reduccién mediada por compuestos antioxidantes, genera un
cambio de color que puede ser monitoreado espectrofotométricamente a 734 nm (Re
etal., 1999).

Este método proporciona una medida de la actividad antioxidante generada por
carotenoides, flavonoides, fenoles, glutation, vitaminas C y E (Re et al., 1999; Miller
y Rice-Evans, 1997).
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Figura 2. Ensayo ABTS. A. Estructura de ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico)) y formacion del cation radical (ABTSe«+) con persulfato de potasio (K2S;Og);
B. Principio del ensayo de decoloracién del cation radical ABTSe+. Figuras tomadas y
adaptadas de de Oliveira et al., 2014.

La absorbancia de la mezcla de reaccion entre el radical ABTS«+ y los antioxidantes
es comparada con la del antioxidante estandar Trolox, y los resultados pueden ser
expresados en término de capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC- del
inglés Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Re et al., 1999).

1.4.1.3. Ensayo de poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

Contrario a los métodos anteriormente presentados, el ensayo FRAP no incluye la
utilizacion de radicales, sino que se basa en una reaccion redox llevada a cabo bajo
condiciones fijas, en las cuales una molécula sefial oxidada cambia de color cuando
es reducida por la accion de compuestos reductores capaces de donar electrones
presentes en la muestra de interés (Benzie y Devaki, 2018).

El método mide la capacidad que poseen los antioxidantes presentes en la muestra de
reducir hierro férrico (Fe*") a su forma ferrosa (Fe?*). En presencia del compuesto
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) la reduccion estd acompafiada por la formacion del
complejo coloreado Fe?*-TPTZ y puede ser monitoreada espectrofotométricamente a
593 nm mediante el cambio de absorbancia generado (Fig. 3). Los resultados son
obtenidos al comparar dichas absorbancias con las que resultan de una solucion con
iones ferrosos en concentraciones conocidas (Benzie y Strain, 1996).

Compuestos como a-tocoferol y acido ascorbico son capaces de reducir el hierro

férrico a ferroso (Benzie y Strain, 1999). Los compuestos fenolicos también son
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capaces de llevar a cabo esta reduccion, y su poder reductor parece estar asociado al
grado de hidroxilacion y conjugacién que presentan. Sin embargo, el ensayo FRAP
no puede detectar compuestos como el glutation o proteinas que presentan grupos
sulfhidrilos (Cerretani y Bendini, 2010).
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Figura 3. Ensayo FRAP. A. Estructura de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina); B. Formacién
del complejo férrico tripiridiltriazina (Fe*3-TPTZ) a partir de TPTZ y cloruro de hierro (1)
(FeCls); C. Principio del ensayo de poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Figuras
tomadas y adaptadas de Huang et al., 2005.

El hierro es el metal de transicién mas abundante en los sistemas biolégicos, el tejido
muscular posee las concentraciones mas altas, siendo las formas Fe?* y Fe** las mas
importantes (Min y Ahn, 2005). Como fue mencionado anteriormente, el cambio en
la distribucién y liberacién de este metal durante la maduracion de la carne, lo hacen
ser un pro-oxidante capaz de atacar lipidos y proteinas, afectando de esta manera la
calidad de la carne obtenida. Es por esta razon la importancia del estudio de
compuestos antioxidantes presentes en la carne de actuar frente a formas oxidadas

del hierro.

1.4.1.4. Procedimiento QUENCHER

Muchos de los métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante en
alimentos dependen de la extraccion de los compuestos antioxidantes presentes en la
matriz alimentaria. Asumiendo que el extracto obtenido es representativo del
potencial antioxidante del alimento. La mayor parte de los alimentos contienen
varios tipos de fracciones de compuestos antioxidantes. Estos pueden ser tanto
lipofilicos o hidrofilicos, pueden estar libres o unidos a la matriz alimentaria

mediante uniones quimicas o atrapamiento fisico (Fig. 4) (Gokmen et al., 2009).
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Figura 4. Esquema de las posibles localizaciones y formas de encontrar los compuestos
antioxidantes en una matriz alimentaria. Imagen tomada y adaptada de Goékmen et al., 2009.

Bajo este lineamiento, Gokmen et al. (2009) desarrollaron un nuevo acercamiento
para determinar la capacidad antioxidante de un alimento “QUick, Easy, New,
CHEap and Reproducible”, denominada QUENCHER. Se basa en la medicion
directa de la muestra sélida al reaccionar con una solucion conteniendo radicales
libres seguida de una medicion espectrofotométrica, omitiendo todo paso de
extraccion. Este procedimiento puede ser adaptado para ser utilizado con los ensayos
DPPH, ABTS y FRAP.

La hipotesis de trabajo de la metodologia se basa en que la fraccion de compuestos
antioxidantes solubles, ejercen su capacidad antioxidante enmascarando directamente
los radicales presentes en el solvente. Mientras que al mismo tiempo, aquellos
compuestos insolubles, son capaces de ejercer su capacidad antioxidante por medio
de la reaccion superficial que ocurre en la interfaz sélido-liquida de la matriz

alimentaria y los radicales en solucion (Serpen et al., 2007).

1.4.2. Contenido de grupos sulfhidrilos (SH)

Los sulfhidrilos o tioles (SH) son un grupo funcional formado por un aomo de

azufre y otro de hidrégeno. Estos se encuentran en los organismos formando
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compuestos sulfurados indispensables para la vida (Atmaca, 2004). En las células,
los grupos sulfhidrilos se encuentran presentes en los residuos de cisteina de distintos
compuestos, brindando sitios para la formacion de puentes con iones metalicos,

reacciones electrofilicas y de oxidacion/reduccion (Biswas et al., 2006).

Una de las funciones méas destacadas que poseen es su efecto amortiguador redox
mediado por el intercambio tiol-disulfuro (Deneke, 2000). Ademas, son capaces de
enmascarar especies reactivas, actuar enzimaticamente mediante la GPx y a través de
su capacidad de union a metales, prevén la formacion de especies reactivas (Battin y
Brumaghim, 2009).

En la carne la mayor parte de los grupos SH se encuentra en las proteinas
musculares, pero existe otra fraccion que forma parte del compuesto de bajo peso
molecular glutation. La importancia de estos grupos se basa en su influencia sobre la
calidad sensorial asi como en el valor nutricional de la carne. Una de las
consecuencias de la oxidacion proteica, debido al ataque de especies reactivas, es la
modificacion de los grupos SH. Estas modificaciones pueden afectar tanto el flavor
como la textura, terneza y la disponibilidad de ciertos aminoéacidos de gran
importancia para la nutricion humana (Hofmann y Hamm, 1978). Por esta razon la
determinacidn de estos grupos es de gran importancia ya que puede ser un indicativo
del estado de oxidacion de las proteinas y pequefias moléculas que componen a la

carne.

La determinacion de los grupos sulfhidrilos puede ser llevada a cabo mediante una
variedad de técnicas. La reaccion de los grupos tiol frente a diferentes reactivos
conduce a la formacion cuantitativa de cromoforos, fluoroforos o modificaciones
covalentes, que pueden ser determinados mediante técnicas espectrofotométricas, de
fluorescencia, cromatograficas y electroquimicas (Winther y Thorpe, 2014). Entre
todos estos métodos, la cuantificacion espectrofotométrica utilizando el reactivo de
Ellman es el ensayo mas ampliamente utilizado, donde la cuantificacion se lleva a

cabo de manera indirecta mediante la determinacion del croméforo TNB (&cido 5-
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tio-2-nitrobenzoico), que es liberado debido a la formacion de un aducto entre el
sulfhidrilo y el reactivo DTNB (Chen et al., 2008).

1.4.3. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

El término compuestos fenolicos refiere a un amplio grupo de compuestos
sintetizados por las plantas debido a su metabolismo secundario. Se caracterizan por
poseer en su estructura quimica uno (fenol) o mas (polifenol) anillos aromaticos con
sustituyentes hidroxilo (Lattanzio et al., 2008). En las plantas, no sélo contribuyen
con la pigmentacion y caracteristicas sensoriales, sino que también son responsables
de la actividad antioxidante (Shahidi y Zhong, 2010b). Su potencial antioxidante
depende del numero y del arreglo de grupos hidroxilo, y actdan enmascarando
radicales libres inhibiendo el paso de iniciacién en la oxidacién lipidica (Shahidi y
Ambigaipalan, 2015).

La mayoria de los compuestos fenolicos son solubles en agua debido a que en la
naturaleza generalmente se encuentran combinados con azlcares como glucosidos
(Harborne, 1984).

Los ensayos espectrofotométricos, en particular el método de Folin-Ciocalteu, son
las técnicas relativamente mas sencillas y ampliamente utilizadas para la
cuantificacion de compuestos fendlicos (Khoddami et al., 2013). En un medio
alcalino, la reduccidn del reactivo de Folin-Ciocalteu, conformado por una mezcla de
tungstato y molibdato, se basa en la transferencia de electrones de los compuestos
fenolicos y otras especies reductoras hacia el molibdeno, formando complejos azules

que pueden ser detectados espectrofotométricamente (Gulcin, 2012).

1.4.4. Contenido de glutation (GSH + GSSG)

El glutation es un tripéptido conformado por los aminoacidos cisteina, glutamato y

glicina (y-L-Glutamil-L-cisteinil-glicina). Se trata del compuesto antioxidante de
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bajo peso molecular mas importante en las celulas. El grupo tiol o sulfhidrilo que
aporta la cisteina, se ocupa de cumplir las funciones de reduccion y conjugacion de
reacciones (Forman et al., 2009). El glutation actla de forma directa eliminado
especies reactivas, es el co-factor del sistema enzimatico glutation peroxidasa (GPx)-
glutation reductasa (GR), y es capaz de regenerar las vitaminas C y E a sus formas
activas (Kurutas, 2016).

El GSH (forma reducida) también puede encontrarse en otras formas, siendo el
glutation disulfuro (GSSG) una de sus formas oxidadas (Fig. 5). El contenido de
glutation total (reducido (GSH) y oxidado (GSSG)), conforma y mantiene el sistema
redox de las células, y por lo tanto la concentracién de GSH total, como la relacién
entre las concentraciones de GSH/GSSG son un marcador de estrés oxidativo
(Gaucher et al., 2018, Lushchak, 2012).
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Figura 5. Estructuras moleculares del glutation (y-L-Glutamil-L-cisteinil-glicina). A.
Glutatién en su forma reducida (GSH); B. Glutation disulfuro, forma oxidada (GSSG).

La carne es una excelente fuente de glutatién y por lo tanto su determinacion puede
ser un indicador del estado redox de la misma (Descalzo y Sancho, 2008). Diversos
métodos han sido introducidos para determinar el contenido de glutation en muestras

bioldgicas. Dentro de las determinaciones espectrofotométricas, el ensayo de
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reciclaje utilizando el reactivo de Ellman o DTNB (5, 5'-ditiobis- (4cido 2-
nitrobenzoico)) es uno de los méas usados, es rapido y su precision se basa en la

utilizacion de la enzima glutation reductasa (Rossi et al., 2002).

1.4.5. Contenido de a-tocoferol

El a-tocoferol (Fig. 6) forma parte de un grupo de compuestos lipofilicos
identificados como vitamina E (a-, -, Y- y d&-tocoferoles y a-, f-, Y- y o-
tocotrienoles) que presentan la misma estructura quimica basica, pero difieren en la
saturacion de su cadena lateral y el grado de metilacion de su grupo cromanol. La
forma mayormente distribuida en la naturaleza y biolégicamente méas activa en
mamiferos es el a-tocoferol (Colombo, 2010). Por esta razon muchas veces se utiliza

indistintamente el término vitamina E para referirse a este tocoferol.

. o cn, SHs CH, CHs

CHj
HO

CHs,

Figura 6. Estructura molecular del a-tocoferol

Se cree que la principal funcion bioquimica que presenta este compuesto es su
actividad antioxidante, la cual esta asociada a las propiedades redox de sus anillos
cromano, capaces de donar electrones (Sies y Stahl, 1995). Se encarga de proteger
los grupos acilo de los acidos grasos poliinsaturados, estabiliza las membranas y
enmascara ROS y subproductos liposolubles del estrés oxidativo (Sattler et al.,
2003). Al enmascarar los radicales peroxilo, los inhabilita para actuar en pasos
siguientes de la reaccién en cadena de la peroxidacion lipidica, por lo que esta se ve

interrumpida (Di Mascio et al., 1991).
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Los tocoferoles son sintetizados en las membranas de los plastidios exclusivamente
por organismos fotosintéticos, incluyendo las plantas (Sattler et al., 2003). Por lo que
la presencia de estos en los animales estara determinada por su aporte en los
alimentos. El aporte dietario de vitamina E en bovinos ha demostrado tener efectos
positivos sobre la calidad de la carne obtenida, aportando no sélo a mejorar pérdidas
econémicas en aspectos tecnolégicos, sino que también agregando un valor
nutricional para el consumidor (Liu et al., 1995). Durante el almacenamiento de la
carne, el a-tocoferol previene la pérdida de agua y retrasa la oxidacion de lipidos,
mejorando la estabilidad lipidica y el descoloramiento (Nassu et al., 2011). Por esta
razon, diversos trabajos han estudiado la incorporacion de vitamina E en la carne a
través de la alimentacion de los animales, utilizando diferentes sistemas de
produccion (Luciano et al., 2011; Rohrle et al., 2011; De la Fuente et al., 2009;
Descalzo et al., 2008; Mercier et al., 2004; Gatellier et al., 2004) o suplementando
las dietas (Descalzo et al., 2007; Descalzo et al., 2005; Realini et al., 2004; Yang et
al., 2002).

El anélisis de tocoferoles en muestras alimenticias es un asunto desafiante debido a
las bajas concentraciones presentes en las matrices carnicas. A pesar de que existen
ensayos colorimétricos, los ensayos cromatograficos, especialmente en HPLC, se
tornaron los mayormente utilizados ya que permiten realizar un analisis cualitativo y

cuantitativo (Pacifico et al., 2012).

1.5. CONSIDERACIONES FINALES

El sistema de produccion de los animales, tanto la alimentacion como el ejercicio
fisico, provee un amplio nimero de antioxidantes que ayudan a construir el sistema
antioxidante responsable de prevenir dafios tanto in vivo como en los productos
obtenidos luego de la faena de los animales. Por otra parte, los distintos masculos se
diferencian en aspectos estructurales y metabolicos, que se traducen en la calidad de
la carne obtenida. Por ultimo, la maduracién por largos periodos es una estrategia de

Uruguay como pais exportador que le ha permitido conquistar mercados. Este
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proceso aporta cambios bioquimicos y estructurales que afectaran la liberacion y
estado de ciertos compuestos de interés. En este sentido, el conocimiento que este
estudio pretende aportar es informacién relevante en cuanto al estatus antioxidante
global en carne bovina proveniente de sistemas pastoriles uruguayos en musculos de
gran valor comercial y de larga maduracion, enfatizando aspectos que poseen estos
debido a su fuerte impronta pastoril. Asimismo, el desarrollo de este trabajo
culminard con la entrega de un paquete de técnicas para caracterizar el estatus

antioxidante en carne, nunca antes puestas en marcha en conjunto.
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1. General

El objetivo de este trabajo fue estudiar el estatus antioxidante de la carne bovina de
novillos Aberdeen Angus en funcion del sistema de produccién, tipo de musculo y
tiempo de maduracion, a través de la aplicacion de diferentes métodos de
determinacién de la capacidad antioxidante, del estatus oxidativo y compuestos

antioxidantes.

1.6.2. Especificos

(i) Determinar la capacidad antioxidante, en la carne de novillos Aberdeen Angus de
dos sistemas de produccion, en tres tiempos de maduracion, a través del ensayo de
decoloracion del radical DPPHe (DPPH), ensayo de decoloracion del radical
ABTS«+ (ABTS) y ensayo del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP), y del
procedimiento QUENCHER a través de los ensayos DPPH, ABTS y FRAP.

(if) Determinar el estatus oxidativo, en la carne de novillos Aberdeen Angus de dos
sistemas de produccion, en tres tiempos de maduracidn, a traves de la determinacion

del contenido de grupos sulfhidrilos totales.
(iii) Determinar el contenido de los antioxidantes, compuestos fendlicos totales,
glutation total y a-tocoferol, en la carne de novillos Aberdeen Angus de dos sistemas

de produccidn en tres tiempos de maduracion.

(iv) Evaluar los cambios que puedan producirse en dichos componentes en dos

masculos, Longissimus dorsi y Psoas major.
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1.7. HIPOTESIS

(i) La capacidad antioxidante y el estatus oxidativo de la carne estaria influenciado

por el sistema de produccion, el tipo de musculo y el tiempo de maduracién.

(ii) El contenido de compuestos antioxidantes de la carne dependeria de la
predominancia de la base pastoril del sistema de produccién, del tipo de musculo y

del tiempo de maduracién.
(ili) La carne producida en base pastoril mantendria una mayor capacidad

antioxidante durante la maduracién larga en comparacion con la carne de sistema

feedlot.

28



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. REACTIVOS

Los siguientes reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich: DPPH (2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl, D9132, St. Louis, USA), ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), 11204521001, por Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania), Trolox (&cido (£)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico,
238813, Shanghai, China), persulfato de potasio (216224, St. Louis, USA), TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina, T1253, Buchs, Suiza), DTNB (5,5'-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico), D8130, St. Louis, USA), BSA (sero albumina bovina, St. Louis,
USA), reactivo de Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent working
solution, F9252, St. Louis, USA), acido galico (monohidrato 98+%, 398225, St.
Louis, USA), enzima glutation reductasa (de levadura S. cerevisiae, G3664, St.
Louis, USA), DTNB (5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), D8130, St. Louis, USA),
B-NADPH (sal tetrasddica reducida hidratada de p-nicotinamida adenina
dinucledtido 2'-fosfato, N1630, St. Louis, USA), L-glutation reducido (G4251,
Tokio, Japon) y DL-a-tocoferol (> 96% HPLC, T3251, St. Louis, USA).

Los reactivos cloruro feérrico (FeCls.6H20, Suecia) y sulfato ferroso (FeSO4.7H20,
Alemania) fueron adquiridos de J. T. Baker. El SLS (sodio lauril sulfato, 9977-07,
Buenos Aires, Argentina) de Bio-Pack y la urea (490758, Val de Reuil, Francia) de
Carlo Erba.

Los reactivos y solventes utilizados para la determinacion de a-tocoferol fueron de

grado HPLC mientras que el resto de los reactivos y solventes fueron de grado

analitico.
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2.2.  DISENO EXPERIMENTAL

2.2.1. Animales y dietas

Este estudio fue llevado a cabo con 20 novillos Aberdeen Angus (2 dientes) de 26-30
meses de edad alimentados de acuerdo a las operaciones comerciales dirigidas por la
Sociedad de Criadores de Aberdeen Angus de Uruguay (SCAAU). Los animales
fueron criados en base a las condiciones caracteristicas de Uruguay, pastoreo
extensivo sobre pasturas naturales y explotacion de los recursos naturales, y
separados en dos grupos para su terminacion. Por un lado, un grupo de animales
denominado pasturas (P), fueron alimentados 130 dias antes de la faena en pasturas
mejoradas (40% natural y 60% pasto cultivado), la cual consistia de festuca (Festuca
arundinacea), trébol blanco (Trifolium repens) y lotus (Lotus subbiflorus cv El
Rincon). Por otro lado, el otro grupo fue terminado bajo el sistema feedlot (FL),
siguiendo el Reglamento de la Comision Europea (NUmero 481/2012). En este
sistema, 100 dias antes de la faena, los novillos fueron encerrados en corrales y
alimentados con concentrado, el cual consistia de ensilaje de planta de sorgo, grano
de sorgo humedo, ensilaje de maiz, pellets de girasol, fuentes minerales, urea e

ionéforo.

El dia de la faena diez animales de cada grupo fueron seleccionados por peso
promedio, con un peso vivo promedio de 4958 kg y 498,2 kg, P y FL,
respectivamente. Todos fueron faenados el mismo dia en el frigorifico Breeders &
Packers Uruguay (BPU Meat Uruguay), Durazno, Uruguay, y clasificados siguiendo
las normas de exportacion. El rango para la conformacion de la canal de INACUR
(Uruguay) y para las clases de gordura, fueron de Ay 2, respectivamente, tanto para

los animales provenientes de pasturas como feedlot.
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2.2.2. Obtencién y maduracion de las muestras de carne

Luego de la faena las carcasas se mantuvieron refrigeradas a 1-2 °C durante 36 horas
post-mortem. Posteriormente, se retiraron los musculos Longissimus dorsi (LD),
musculo principal del corte bife ancho y Psoas major (PM), musculo principal del
corte lomo (INAC, 2020) (Fig. 7). Se mantuvieron a 1-2 °C durante su transferencia
al laboratorio (3 horas), donde cada musculo se dividid en tres trozos y se envasaron
al vacio. Una porcion se congel6 inmediatamente a -20 °C sin madurar y las otras dos
restantes se maduraron a 1-2 °C durante 14 y 30 dias, respectivamente. Luego de la
maduracion estas porciones también fueron congeladas a -20 °C hasta su uso. Las
muestras fueron denominadas como: 0 dias, 14 dias y 30 dias de maduracion,

respectivamente.

Figura 7. Cortes bovinos utilizados junto con su correspondiente ubicacion anatdmica. A.
Bife angosto (musculo principal Longissimus dorsi). B. Lomo (musculo principal Psoas
major). Extraido del Manual de Carnes Bovina y Ovina (INAC, 2020).
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2.2.3. Procesamiento de las muestras

Para todos los ensayos realizados, a excepcion de la cuantificacion de a-tocoferol, se
trabajo con las muestras liofilizadas. Para ello, se pesaron 10 g de carne de cada
tratamiento y se liofilizaron durante 78-156 horas hasta obtenerlas totalmente
deshidratadas, posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta realizar los andlisis

pertinentes.

2.2.4. Procedimientos para la extraccidon de antioxidantes

Los ensayos de decoloracién de los radicales DPPHe (DPPH) y ABTS<* (ABTYS), el
ensayo del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) y la determinacion de
compuestos fendlicos totales (CFT) se realizaron a partir de extractos de compuestos
antioxidantes presentes en las muestras. Se utilizd6 un método clasico de extraccién
solido-liquido de los compuestos antioxidantes basado en la maceracién de la carne
liofilizada en un solvente junto con una homogenizacion mecénica. Tanto para los
ensayos DPPH y ABTS la maceracion se realizd en metanol, mientras que para el
ensayo FRAP y determinacion de CFT se utilizé agua destilada. Se pesaron 100 mg
de muestra liofilizada, se afiadieron 2,5 mL de solvente (metanol o agua) y se
homogeniz6 con Ultra-Turrax (T 18 Basic con puntero S18N, IKA, Alemania) a
8000 rpm por 20 segundos en bafio de hielo. EI homogenizado se centrifugé a 4000 g
durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue recuperado y filtrado en papel
Whatman N°1 en cdmara de frio a 4 °C. El filtrado obtenido se denominé extracto y

fue conservado a -20 °C hasta su analisis.

2.2.5. Determinacion de la capacidad antioxidante (CA) a partir de extractos

2.2.5.1. Ensayo de decoloracion del radical DPPH+ (DPPH)

Este ensayo se llevo a cabo segln el método desarrollado por Brand-Williams et al.

(1995) con ciertas modificaciones. Se preparo diariamente una solucion de trabajo de
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60 UM de DPPH en metanol, se ajusto la absorbancia entre 0,75-0,80 a 525 nm y se
mantuvo tapada de la luz hasta su uso. Para realizar las determinaciones, se hicieron
reaccionar 150 pL de extracto metandlico con 2850 pL de solucién de trabajo DPPH.
Se incub6 a temperatura ambiente controlada (20 + 2 °C), tapado de la luz, en
agitacion (160 rpm) (Unimax 1010, Heidolph, Alemania) por 30, 60, 90, 120, 150,
180 y 210 minutos. Se registro la absorbancia a 525 en espectrofotémetro GENESYS
6-UV (Thermo Corporation, USA). Se incluyé un control que consistia en solucion
de trabajo con agregado de metanol en lugar de extracto, el cual fue incubado en las

mismas condiciones que los tratamientos.

La medida de la capacidad antioxidante fue expresada en pmol de Trolox equivalente
por gramo de carne en peso seco (umol TE/g carne (p.s.)) utilizando Trolox como
estandar de referencia. Para ello se realizd una curva de calibracién conteniendo
concentraciones de 0-500 uM en metanol. Todas las concentraciones de la curva
fueron incubadas, en la misma relacion que las muestras, con la solucion de trabajo

DPPH por 30 minutos y posteriormente se registro la absorbancia a 525 nm.

2.2.5.2. Ensayo de decoloracién del radical ABTS«" (ABTS)

Para el ensayo ABTS, se prepard una solucién de 7 mM de ABTS con 2,45 mM de
persulfato de potasio en agua destilada. La solucion se incubd por 16 horas a
temperatura ambiente tapada de la luz previo a su uso para permitir la formacion del
radical ABTS (Re et al., 1999). Pasado el tiempo de incubacién, se prepar6 la
solucién de trabajo diluyendo aproximadamente 0,5 mL de solucion stock en 50 mL
de una solucion de agua destilada:etanol absoluto (1:1, v/v) ajustando hasta obtener
una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. La solucion de trabajo se prepard

diariamente y mantuvo tapada de la luz hasta su uso.

La determinacion de la CA para el ensayo ABTS se realizd incubando 80 pL de
extracto metandlico con 1920 pL de solucién de trabajo, a temperatura ambiente

controlada (20 £ 2 °C), tapado de la luz, en agitacion (160 rpm) (Unimax 1010,
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Heidolph, Alemania) por 30, 60, 90 y 120 minutos. Se registro la absorbancia a 734
nm en espectrofotometro T70+ UV/Vis (PG Instruments Ltd, UK). Se incluy6 un
control que consistia en solucién de trabajo con agregado de metanol en lugar de

extracto, el cual fue incubado en las mismas condiciones que los tratamientos.

La medida de la capacidad antioxidante de las muestras fue expresada como TEAC,
capacidad antioxidante equivalente a Trolox (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity de su sigla en inglés) en las unidades pumol Trolox equivalente por gramo
de carne en peso seco (umol TE/g carne (p.s.)). Para ello, se utilizd Trolox como
estandar de referencia a través de una curva de calibracion conteniendo
concentraciones de 0-550 UM en etanol absoluto. Las distintas concentraciones de la
curva fueron incubadas con la solucion de trabajo ABTS, en la misma relacion que

las muestras, por 30 minutos y posteriormente se registro su absorbancia a 734 nm.

2.2.5.3. Ensayo del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

La solucion FRAP se prepard siguiendo el método descrito por Benzie y Strain
(1996), mezclando 10 mM de TPTZ en 40 mM de HCI, 20 mM de cloruro férrico
(FeCls.6H20) en agua destilada y buffer acetato de sodio 300 mM pH 3,6 (1:1:10,
V:v:v). La solucion de trabajo FRAP se prepard diariamente y mantuvo tapada de la

luz hasta su uso.

Para este ensayo la determinacion de la CA se realiz6 incubando 80 pL de extracto
acuoso con 1920 pL de solucién de trabajo. Las muestras se incubaron a 37 + 2 °C,
tapadas de la luz, en agitaciéon (160 rpm) (Unimax 1010, Heidolph, Alemania) por
30, 60, 90 y 120 minutos. Se registrd la absorbancia a 593 nm en espectrofotometro
T70+ UV/Vis (PG Instruments Ltd, UK). Se incluyé un control que consistia en
solucién de trabajo con agregado de agua en lugar de extracto, el cual fue incubado

en las mismas condiciones que los tratamientos.

34



Para este ensayo, la capacidad antioxidante de las muestras fue expresada en
términos de equivalentes de Fe (Il) por gramo de carne en peso seco (umol Fe (1)
E/g carne (p.s.)). Para ello, se construyd una curva estandar de calibracién utilizando
sulfato ferroso (FeSO4.7H20) como estdndar de referencia (0-1 mM). Todas las
concentraciones de la curva fueron incubadas, en la misma relacion que las muestras,
con la solucion de trabajo FRAP por 30 minutos y se registro la absorbancia a 593

nm.

2.2.6. Determinacion de la capacidad antioxidante (CA) mediante el procedimiento

QUENCHER

El procedimiento QUENCHER fue adaptado para utilizarse tanto con el ensayo
DPPH, ABTS y FRAP siguiendo el método descrito por Gokmen et al. (2009) y
adaptado por Serpen et al. (2012a). Previo a comenzar el método, se realizaron
diversas pruebas en donde se testearon diferentes cantidades de muestra (10, 50, 100
y 200 mg) en relacion a una cantidad fija de volumen de solucién de trabajo de cada
ensayo (10 mL). Este volumen fue seleccionado en relacion a la buena agitacion

obtenida en los tubos de incubacion.

Dado que para el método QUENCHER no es necesario realizar una extraccion previa
de los compuestos antioxidantes presentes en la muestra, 50 mg (DPPH) y 10 mg
(ABTS y FRAP) de carne liofilizada y molida (mortero) se incubaron directamente
con 10 mL de solucion de trabajo de cada ensayo. Las soluciones de trabajo de cada
uno de los ensayos fueron preparadas diariamente en las mismas condiciones que
fueron descritas anteriormente. Las muestras se vortexearon por aproximadamente
30 segundos e incubaron a 20 + 2 °C (DPPH y ABTS) o0 37 = 2 °C (FRAP) a 350
rpm (Unimax 1010, Heidolph, Alemania) por 30 minutos. Posteriormente, se realizd
una centrifugacion a 10000 g por 5 minutos a 4 °C. Se tomaron 2 mL de
sobrenadante y se registro la absorbancia a 525 nm (DPPH), 734 nm (ABTS) o 593
nm (FRAP) (T70+, PG Instruments, UK).
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Del mismo modo que para las determinaciones de la capacidad antioxidante a partir
de extractos, los resultados se expresaron en términos de Trolox equivalente para el
procedimiento QUENCHER utilizando los ensayos DPPH y ABTS, y en términos de
cation hierro (Il) equivalente para el procedimiento QUENCHER utilizando el
ensayo FRAP. Para ello, se realizaron curvas de calibracion utilizando Trolox, 0-
2000 uM (QUENCHER DPPH) y 0-2500 uM (QUENCHER ABTS), y sulfato
ferroso (FeS04.7H20), 0-4 mM (QUENCHER FRAP), como estandares de
referencia. Las curvas se construyeron incubando 100 pL de cada una de las
concentraciones con 9,9 mL de solucion de trabajo de cada ensayo por 30 minutos en
las mismas condiciones que las muestras. Las absorbancias se registraron en la

longitud de onda correspondiente a cada ensayo.

2.2.7. Calculos para la determinacion de la capacidad antioxidante

El porcentaje de inhibicion para los ensayos DPPH y ABTS, y el procedimiento
QUENCHER utilizando estos dos, fue calculado utilizando la ecuacién (1):

(Abs blanco—Abs muestra)
Abs blanco x 100 (1)

Inhibicién muestra (%) =
En donde la “Abs blanco” refiere a la absorbancia inicial de la solucion de trabajo
DPPH o ABTS sin la muestra y “Abs muestra” es la absorbancia de la solucion de
trabajo DPPH o ABTS conteniendo la muestra luego del tiempo de incubacion

(minutos).

La curva estandar de calibracion con Trolox se construyo utilizando la ecuacion (2),
la cual relaciona el porcentaje de inhibicion en funcién de las distintas

concentraciones de Trolox ensayadas:

(Abs blanco—Abs Trolox)

Inhibicién Trolox (%) = Abs blanco

x 100 )
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En donde la “Abs blanco” refiere a la absorbancia inicial de la solucion de trabajo
DPPH o ABTS sin Trolox y “Abs Trolox™ es la absorbancia de la solucion de trabajo

DPPH o ABTS conteniendo Trolox luego del tiempo de incubacién (minutos).

En todos los casos, 525 nm y 734 nm fueron las longitudes de onda utilizadas para

las medidas de absorbancia basadas en los ensayos DPPH y ABTS, respectivamente.

Posteriormente, se calculo la capacidad antioxidante expresada en términos de Trolox
equivalente a través de la ecuacion (3), que indica la relacion entre el porcentaje de

inhibicidn de la muestra y la pendiente de la curva de calibracion Trolox:

Inhibicién muestra (%) — b v
( pmol TE ) _ a X

g carne (p.s.)

m (3)

En donde “a” representa la pendiente de la curva de calibracion Trolox, “b” el
término independiente de la misma, “V” es el volumen de solvente utilizado en la
extraccion de antioxidantes para los ensayos ABTS y DPPH (0,0025 L), o el
volumen de reaccion para el procedimiento QUENCHER utilizando estos dos
ensayos (0,010 L), y “m” la masa de muestra utilizada en la extraccion para los
ensayos ABTS y DPPH (0,100 g), o la masa utilizada en el procedimiento
QUENCHER utilizando estos dos ensayos (0,050 g para QUENCHER DPPH y
0,010 g para QUENCHER ABTS). Los resultados se expresan en unidades de pmol

Trolox equivalente por gramos de carne en peso seco (p. s.).

Dado que en el ensayo FRAP se monitorea formacion de color, no es necesario
calcular el porcentaje de inhibicion, por lo que se utilizé la ecuacion (4):

x 1000

Abs muestra—b
v
(umolFe (II)E) B (( a ) x )

g carne (p.s.) m

(4)
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En donde la “Abs muestra” refiere a la absorbancia de la solucion FRAP con la
muestra luego del tiempo de incubacién (minutos), “b” representa el término
independiente y “a” la pendiente de la curva de calibracion con sulfato ferroso. Del
mismo modo, “m” representa la masa de carne seca (0,100 g para el ensayo FRAP y
0,010 g para QUENCHER FRAP), y “V” el volumen utilizados en la extraccion de
antioxidantes en el ensayo FRAP (0,0025 L), o el volumen de reaccion para el
procedimiento QUENCHER utilizando este ensayo (0,01 L). El factor 1000 es la
conversion de las unidades de mmol a pumol. Los resultados se expresan en unidades

de umol cation hierro (1) equivalente por gramos de carne en peso seco (p. s.).

2.2.8. Determinacion de grupos sulfhidrilos totales (SH)

Para la determinacion de los grupos sulfhidrilos totales se siguio el procedimiento de
Jongberg et al. (2013) con ciertas modificaciones. En primera instancia se realizd un
tratamiento de la muestra, para ello, se pesaron 50 mg de carne liofilizada, se
adicionaron 5 mL de buffer Urea-SLS-PBS (Urea 8 M, SLS 3%, PBS 0,1 M pH 7,4)
y se homogenizo6 en Ultra-Turrax (T18 Basic con puntero S18N, IKA, Alemania) a
8000 rpm durante 20 segundos a temperatura ambiente. ElI homogenizado se
vortexe6 por 30 segundos y se incubd a temperatura ambiente (20 £ 5 °C) en
agitacion (200 rpm) por 1 hora (Unimax 1010, Heidolph, Alemania). Pasado el
tiempo de incubacion, la muestra se filtr por gravedad con papel de filtro Whatman
N° 1.

La determinacion del contenido de grupos sulfhidrilos se realizd, tomando 40 uL del
filtrado, a los cuales se adicionaron 1960 pL de solucién Urea-SLS-PBS vy
posteriormente 600 pL de reactivo DTNB 10 mM en PBS 0,1 M. Se incub0 en
oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion (200 rpm).
Posteriormente se registré la absorbancia a 412 nm nm en espectrofotometro T70+
UV/Vis (PG Instruments Ltd, UK).
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La concentracion de grupos sulfhidrilos se calculé6 mediante la ley de Lambert-Beer.
Utilizando la absorbancia obtenida a 412 nm, la absortividad molar (€) del reactivo

DTNB (13600 M cm™) y la longitud de la cubeta recorrida por la radiacion (1 cm).

Los resultados se expresaron en funcién de la concentracion de proteinas totales de la
muestra (nmol/mg proteina). La cuantificacion proteica se llevo a cabo mediante una
curva de calibracién con sero albumina bovina (BSA) como estandar de referencia
(0-1,5 mg/mL). La curva se construyé tomando 40 pL de las distintas soluciones de
concentracion conocida de BSA a los cuales se adicion6 1960 pL de solucién Urea-

SLS-PBS. Se registrd la absorbancia a 280 nm.

2.2.9. Determinacion del contenido de compuestos fenélicos totales (CFT)

Para la determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales, se siguid la
metodologia propuesta por Singleton et al. (1999), la cual consiste en una reaccion
de reduccion/oxidacion (redox) entre los compuestos fenolicos presentes en la
muestra y el reactivo de Folin-Ciocalteu. Las determinaciones se realizaron tomando
100 pL de extracto acuoso que se mezclaron con 600 pL de carbonato de sodio 20
%, se dejé reaccionar por 2 minutos y se adicionaron 150 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu en una dilucién 1/6 en agua. Se incub6 a temperatura ambiente, tapado de
la luz por 30 minutos y se registrd la absorbancia a 750 nm en espectrofotometro
GENESYS 6-UV (Thermo Corporation, USA).

Los resultados fueron expresado como miligramos de &cido galico equivalente por
gramos de carne en peso seco (mg GAE/g carne (p.s.)). Para ello se realizd una curva
de calibracién utilizando acido galico como estandar de referencia (0-0,30 mg/mL).
Todas las concentraciones de la curva fueron incubadas en la misma relacién que las
muestras con el reactivo de Folin-Ciocalteu por 30 minutos y se registrd la

absorbancia a 750 nm.
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2.2.10. Determinacion del contenido de glutation total (GSH + GSSG)

El contenido de glutation fue determinado siguiendo el método de reciclaje
enzimatico de glutation descrito por Rahman et al. (2006) con ciertas modificaciones
(Fig. 8). En primera instancia se realizd una extraccion, para ello, se tomaron 50 mg
de carne liofilizada que fueron homogenizados con 3 mL de buffer KPE-TCA
(fosfato de potasio 0,1 M, 5 mM sal disddica de EDTA, pH 7.5 con 2,5 % TCA)
utilizando Ultra-Turrax (T 18 con puntero S18N, IKA, Alemania) a 8000 rpm por 30
segundos en bafio de hielo. EI homogenizado fue centrifugado a 8000 g por 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y filtrado sobre papel Whatman N°1

en camara de frio.

A o 0 C
e e AN N
ON NO: GSSG d o
B 0O GRf\
S- ~ NADPH
o J
ON TNB GS-TNB

Figura 8. Ensayo de reciclaje enzimatico del glutation. A. DTNB (5, 5'-ditiobis- (acido 2-
nitrobenzoico)) o reactivo de Ellman; B. TNB (&cido 5-tio-2-nitrobenzoico); C. Principio del
ensayo de reciclaje enzimatico del glutation (GSH) a partir del glutation disulfuro (GSSG)
mediante la enzima glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. EI GSH reacciona
con el reactivo DTNB formando TNB y GS-TNB (aducto de glutation). Este dltimo es
reducido a GSH mediante la accion de la GR y el poder reductor NADPH. El TNB formado
puede ser cuantificado a 412 nm. Figura tomada y adaptada de Rahman et al., 2006.

Para la medida del contenido de glutation, 100 pL del sobrenadante filtrado fueron
adicionados a 700 pL de buffer KPE. Luego, se adicionaron 120 uL de una solucion
en buffer KPE de GR:DTNB, 1:1, viv, 3,7 U/mL y 1,7 mM, respectivamente. Se
esperaron 30 segundos para permitir la conversion de GSSG a GSH y la reaccion fue
iniciada adicionando 60 pL de B-NADPH, 0,8 mM en buffer KPE. Inmediatamente
el aumento de la absorbancia fue seguido a 412 nm por 2 minutos en

espectrofotdbmetro GENESYS 6-UV (Thermo Corporation, USA) y se registraron los
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valores a 0, 1 y 2 minutos de iniciada la reaccion. La cantidad de GSH fue
determinada a través de una curva estandar de calibracion utilizando GSH como
referencia (0-0,825 nM). La curva fue tratada en las mismas condiciones que las

muestras.

2.2.11. Determinacion del contenido de a-tocoferol

La determinacion de a-tocoferol se llevo a cabo siguiendo el método descrito por
Saha et al., 2013 con ciertas modificaciones. Para este ensayo se trabajé con las
muestras de carne sin liofilizar, es decir carne fresca. Para ello, se pesaron 500 mg de
carne fresca y se homogenizaron con 5 mL de solucion de extracciéon (hexano 95%,
0,05% BHT -butilhidroxitolueno-) en Ultra-Turrax (T18 Basic con puntero S18N,
IKA, Alemania) a 12000 rpm durante 30 segundos. EI homogenizado se centrifugo6 a
3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, se recogio el sobrenadante y el
precipitado se homogeniz6 nuevamente con 5 mL de solucién de extraccion en Ultra-
Turrax a 12000 rpm durante 30 segundos. Nuevamente el homogenizado se
centrifugd en las mismas condiciones y se recupero el sobrenadante obtenido. Ambos
sobrenadantes (9 mL totales) se mezclaron y fueron evaporados bajo corriente de N2
gas. La fraccion evaporada se recuper6 en 900 puLL de metanol y se filtr con filtros de
0,45 um.

La cuantificacién se llevé a cabo en HPLC Prominence (LC-20A series, Shimadzu
Corporation, Japdn) equipado con un detector de indice de refraccion diferencial
(RID-20A) con columna polimérica YMC C30 Carotenoid (250 mm x 4,6 mm x 5
um tamafio de particula, Waters, USA) termostatizada a 30 °C. Se utilizé como fase
movil una mezcla de metanol:metil-terbutil-éter (95:5), un flujo de 0,75 mL/min y
volumen de inyeccion de 10 pL. La lectura se realizo a 290 nm y cuantificé a través
de una curva de calibracion utilizando DL-a-tocoferol como estdndar. Los resultados

se expresaron en pg/g carne fresca.
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2.2.12. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron a través del software NCSS 12 (2018). Tanto para los
ensayos DPPH, ABTS y FRAP, los factores fueron analizados en primera instancia
mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Se consideraron
el sistema de produccion, el musculo y la maduracion como efectos principales, vy el
tiempo de incubacién del ensayo como medidas repetidas. Para los valores que
presentaron diferencias significativas se aplicd un test de Tukey-Kramer (P < 0,05) y
un test de interacciones para analizar diferencias entre las categorias de efectos

principales y sus posibles interacciones.

A su vez, cada sistema, musculo y tiempo de maduracion fue analizado
individualmente mediante un ANOVA de medidas repetidas. El tiempo de
incubacion del ensayo se consider6 como medidas repetidas. Para los valores que
presentaron diferencias significativas se aplico un test de Tukey-Kramer (P < 0,05) y
un test de interacciones para analizar diferencias entre las categorias de efectos

principales y sus posibles interacciones.

El efecto del sistema de produccion fue analizado para cada musculo en cada uno de
los tres tiempos de maduracion mediante un ANOVA de una via. Para los valores
que presentaron diferencias significativas se aplicd un test de Tukey-Kramer (P <
0,05).

Por otra parte, para los ensayos realizados mediante el procedimiento QUENCHER,
la determinacion de compuestos fendlicos totales, glutation total, grupos sulfhidrilos
totales y a-tocoferol, se aplico un ANOVA mediante el procedimiento modelo
generalizado lineal (GLM). Se consideraron el sistema de produccién, el madsculo y
la maduracién (lineal) como efectos principales. Para los valores que presentaron
diferencias significativas se aplico un test de Tukey-Kramer (P < 0,05) y un test de
interacciones para analizar diferencias entre las categorias de efectos principales y

sus posibles interacciones.
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A su vez, cada sistema, musculo y maduracion fue analizado individualmente
mediante un ANOVA GLM. Para los valores que presentaron diferencias
significativas se aplicd6 un test de Tukey-Kramer (P < 0,05) y un test de

interacciones.

Del mismo modo, el efecto del sistema de produccién fue analizado para cada
musculo en cada uno de los tres tiempos de maduracion mediante un ANOVA de una
via. Para los valores que presentaron diferencias significativas se aplico un test de
Tukey-Kramer (P < 0,05).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA)

Se determiné la capacidad antioxidante (CA) en la carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de dos sistemas de produccion (terminacion en pasturas o
feedlot), en dos musculos, Longissimus dorsi (musculo principal de corte bife
angosto) y Psoas major (musculo principal del corte lomo), y madurados por
distintos tiempos (0, 14 o 30 dias).

La capacidad antioxidante se determind a partir de extractos de la carne liofilizada y
directamente en las muestras solidas (mediante el procedimiento QUENCHER). Para
ambos tipos de determinaciones, se aplicaron los mismos tres ensayos
colorimétricos: ensayo de decoloracion del radical DPPH" (DPPH), ensayo de
decoloracion del cation radical ABTS™ (ABTS) y ensayo poder antioxidante de
reduccion férrica (FRAP). Los cuales son ampliamente utilizados para medir la
capacidad antioxidante en alimentos debido a su rapidez, sensibilidad y
adaptabilidad. Asimismo, se debe tener en cuenta que los resultados obtenidos para
todos estos ensayos van a estar representados por los tipos de antioxidantes que
pudieron ser determinados y dependera del tratamiento que recibid la muestra.

3.1.1. Determinacion de la capacidad antioxidante a partir de extractos

La determinacion de la CA a través de la aplicacion de los ensayos DPPH, ABTS y
FRAP se realizd a partir de extractos de las muestras de carne liofilizada. Mientras
que para los ensayos DPPH y ABTS se utilizé metanol para obtener la extraccion de
compuestos antioxidantes, para el ensayo FRAP se realizd una extraccion acuosa.
Los resultados obtenidos en estos ensayos son un reflejo de los compuestos
antioxidantes que pudieron ser extraidos, la técnica de extraccion asi como el
solvente utilizado determinan los tipos y el nivel de compuestos presentes en el

extracto (Serrano et al., 2007).
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3.1.1.1. Ensayo de decoloracion del radical DPPHe (DPPH)

Se analizaron los extractos metanolicos de las muestras liofilizadas mediante el
ensayo DPPH. Los resultados obtenidos se expresaron en términos de Trolox
equivalente (TE), los cuales se muestran en la Figura 9 y resumen en los Cuadros 1y
2.

L. dorsi 0 dias 14 dias 30 dias

2,5

2,0

pmol TE/g carne (p.s.)

P. major
25

2,0
1,5

1,0

pmol TE/g carne (p.s.)

0,5

0,0
30 60 90 120 150 180 210 30 60 90 120 150 180 210 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo de incubacién (minutos) = Feedlot
= Pasturas

Efectos principales:
Sistema (P < 0,0001) Pasturas > Feedlot; Musculo (P < 0,01) L. dorsi > P. major;
Maduracion (P < 0,0001) 14 > 30 > 0; Tiempo de incubacién (P < 0,0001) 210 > 180 > 150 > 120 > 90 > 60 > 30;
Sistema x Musculo (P < 0,0001); Misculo x Maduracion (P < 0,01)

Figura 9. Capacidad antioxidante en el tiempo determinada mediante el ensayo de
decoloracion del radical DPPHe (DPPH) a partir de extractos de carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas o feedlot, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
presentados son medias + SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P <
0,05). NS: no significativo. TE: Trolox equivalente. p.s.: peso seco.

En primera instancia, en cuanto a los efectos significativos principales, como puede
observarse se obtuvo un efecto del sistema de produccion (P < 0,0001), donde la
carne de los animales provenientes del sistema en base pastoril (P) presentd mayor
capacidad antioxidante que la carne de animales terminados bajo un régimen feedlot
(FL). Estudios han demostrado, a través de la aplicacion de diferentes métodos y

determinaciones, que la carne proveniente de sistemas en base pastoril esta asociada
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a mayores niveles de antioxidantes (Descalzo y Sancho, 2008). Sin embargo, no
existen reportes que hayan estudiado y comparado la carne proveniente de distintos
sistemas de produccion utilizando el ensayo DPPH.

Por otro lado, se observd un efecto del tipo de musculo (P < 0,01), donde el
Longissimus dorsi (L. dorsi o LD) presenté mayor CA que el Psoas major (P. major
0 PM). Este efecto puede atribuirse a diferencias en los metabolismos celulares de
cada musculo, debido a la funcion fisioldgica y a la composicion de diferentes tipos
de fibras musculares por las cuales estan compuestos cada uno. Se ha demostrado
que el masculo Psoas major posee mayor cantidad de mitocondrias que el
Longissimus dorsi, indicando que posee un metabolismo més oxidativo (Jeong et al.,
2009). Esto nos lleva a hipotetizar que los compuestos antioxidantes que pudieron ser
extraidos y determinados mediante este ensayo se presentan en menor cantidad en el
PM debido a su ambiente mas oxidativo, donde debieron ser utilizados en mayor

medida en comparacion con el LD.

El tiempo de maduracion también presentd un efecto (P < 0,0001). La maduracién
realizada por 14 dias provoco el mayor aumento de la CA, seguido de la maduracion
a 30 dias y por ultimo la carne sin madurar (0O dias). El tiempo de maduracion
provoca la fragmentacion de la matriz muscular. La ruptura de proteinas se ve
acompafiada de la produccién y liberacion de polipéptidos y aminoacidos que
podrian tener propiedades antioxidantes. Feidt et al. (1996) demostraron, en tres
musculos de bovinos Friesian, que la cantidad de aminoécidos libres liberados no
solo depende del mdsculo, sino que el tiempo de maduracién incrementa su
liberacion. Estas observaciones, junto con los resultados obtenidos en este trabajo,
nos indican que el efecto que provoca la maduracion sobre la matriz muscular podria
permitir liberar compuestos con propiedades antioxidantes, encontrandose

disponibles para interaccionar con radicales libres.

Por otro lado, el tiempo de incubacidn del ensayo también presentd un efecto sobre la

CA de las muestras (P < 0,0001). A medida que el tiempo de incubacion aumenta,
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las muestras presentan mayor capacidad antioxidante. Esto puede deberse al mayor
tiempo de contacto entre los antioxidantes con el radical, donde se favorece su
interaccion. Las reacciones que se llevan a cabo en este tipo de ensayo pueden ser
lentas y requerir mas tiempo para completarse. Es por esta razon también, que la
capacidad antioxidante es calculada en base al porcentaje de inhibicion y no a la

cinética de reaccion (Prior et al., 2005).

A su vez, se obtuvo un efecto en la interaccion de los factores sistema de produccion
y musculo (P < 0,0001), y masculo y maduracion (P < 0,01). No se observaron
diferencias significativas en el resto de las interacciones. El efecto del sistema de
produccion fue analizado y sefialado (*) en cada musculo para cada tiempo de
maduracion y en cada uno de los tiempos de incubacion (Fig. 9). Con el objetivo de
analizar los efectos significativos de las interacciones entre los factores principales,
se realizo el analisis estadistico de cada sistema, cada musculo y cada tiempo de

maduracién de forma independiente.

En lo que refiere al sistema de produccidn, se observé que bajo el sistema pasturas, el
musculo Longissimus dorsi presentdé mayor CA que el Psoas major (P < 0,0001). Por
el contrario, en el sistema feedlot el masculo PM presentd valores superiores que LD
(P < 0,01). En cuanto al analisis de cada musculo se observé que Gnicamente en el
Longissimus dorsi el sistema de produccién presentd un efecto significativo (P <
0,0001), donde P fue superior que FL. Al mismo tiempo que el musculo PM posee
un metabolismo mayormente oxidativo que lo podria llevar a utilizar y agotar en
mayor medida compuestos antioxidantes, se ha demostrado que el muasculo LD
acumula mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados (n-3) bajo un sistema de
produccion basado en pasturas (Terevinto 2010; Raes et al., 2004), esto podria
traducirse en un aumento en la cantidad de compuestos con propiedades
antioxidantes en el muasculo LD con el objetivo de proteger los éacidos grasos

sensibles a la oxidacion.
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En relacion al tiempo de maduracion, tanto para el Longissimus dorsi como para el
Psoas major, 14 dias de maduracion present6 los valores mas altos de CA, seguido
de 30 dias y por ultimo 0 dias (P < 0,0001). Asimismo, Unicamente a 14 dias de
maduracion se observaron diferencias significativas (P < 0,01) para estos dos
musculos, donde LD fue superior que PM. Se ha demostrado que a lo largo de la
maduracion, los muasculos con mayor predominancia de fibras lentas, como PM,
presentan menor grado de proteo6lisis que los masculos en los cuales predominan las
fibras de contraccién rapida, como el LD, donde se observa un dafio mas rapido en
las miofibrillas (Ouali, 1990). Esto puede explicar los resultados obtenidos, donde se
observa que el LD presenta niveles superiores de CA en comparacion al PM a 14

dias de maduracion.
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Cuadro 1. Efecto del sistema de produccién, tipo de musculo, tiempo de maduracién y tiempo de incubacién del ensayo sobre la capacidad
antioxidante determinada mediante el ensayo de decoloracion del radical DPPH+ (DPPH) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO| SISTEMA MUSCULO | MADURACION (dias) TIEMPO DE INCUBACION (minutos) p
Pasturas | Feedlot| LD | PM 0 14 30 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 s Mu | Ma T
DPPH
(umol TE/
geame®) | 1 1g4a | 10828 |1,1542 1,112°]0975¢ | 1.313~ | 1.1118| 05529 | 07287 |0.977¢ | 1165¢ 1,354¢| 14995 16582
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! <0,0001 | <0,01 | <0,0001 | <0,0001
0,024 0,021 0,025 0,021 0,024 0,030 0,026 0,020 0,020 0,022 0,027 0,027 0,029 0,030

Los valores estdn expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice (n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias
significativas con P < 0,05 (A, B para sistema; a, b para masculo; A, B, C para maduracion; a, b, ¢, d para tiempo de incubacién). LD: Longissimus dorsi; PM:
Psoas major; P: probabilidad; S: sistema; Mu: masculo; Ma: maduracion; T: tiempo de incubacién; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 2. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el ensayo de decoloracion del radical DPPHe
(DPPH) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO Interacciones
DPPH Sx Mu S x Ma Mu x Ma S X Mu x Ma SXT MuxT MaxT SXMuxT |SXMaxT| MuxMaxT | SxMuxMaxT
(kmol TE/g carne (p.s.)) <0,0001 NS <0,01 NS NS NS NS NS NS NS NS

NS: no significativo; S: sistema; Mu: misculo; Ma: maduracion; T: tiempo de incubacién; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.
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3.1.1.2. Ensayo de decoloracién del catién radical ABTS<" (ABTS)

La capacidad antioxidante de los extractos metanolicos de la carne liofilizada
también fue determinada mediante la inhibicién del radical ABTSe+ a través del

monitoreo espectrofotométrico de la reaccion a 734 nm.

En la Figura 10 se presentan los resultados obtenidos para este ensayo y en los
Cuadros 3 y 4 se resumen los mismos. Estos se expresaron en términos de TEAC, es

decir, capacidad antioxidante equivalente a Trolox (Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity de su sigla en inglés).

L. dorsi 0 dias 14 dias 30 dias

TEAC (umol TE/g carne (p.s.))

v

ajor

TEAC (pumol TE/g carne (p.s.))

30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
Tiempo de incubacion (minutos)

= Feedlot
Efectos principales: ©—= Pasturas

Sistema (P < 0,05) Pasturas > Feedlot; Musculo NS; Maduracion (P < 0,0001) 14, 30 > 0;

Tiempo de incubacién (P < 0,0001) 120, 90 > 60 > 30; Sistema x Maduracién (P < 0,001)

Figura 10. Capacidad antioxidante en el tiempo determinada mediante el ensayo de
decoloracion del radical ABTS+* (ABTS) a partir de extractos de carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de los sistemas de produccién pasturas o feedlot, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores son
medias £ SEM (n=10). NS: no significativo. TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(capacidad antioxidante equivalente a Trolox); TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

En cuanto al analisis de los efectos principales, se puede observar que el sistema de

produccion imprimi6 un efecto significativo sobre la TEAC (P < 0,05), donde la
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carne proveniente del sistema de produccion en base a pasturas presentd mayor
capacidad antioxidante que la carne feedlot. Gatellier et al. (2004) y Descalzo et al.
(2007) en estudios similares no encontraron diferencias significativas entre grupos de
animales provenientes de sistemas de produccion en base a pasturas versus
suplementados con granos a través del ensayo ABTS. En estos estudios no se
trabajaron con la misma raza de animales (Charolais y Cruza, respectivamente), al
mismo tiempo que, la técnica llevada a cabo para el ensayo en el trabajo de Gatellier
et al. (2004) no es igual a la utilizada en el presente estudio, sin embargo, se basa

también en la reduccién del cation radical ABTS.

Por otra parte, el tipo de musculo no presento efecto sobre la TEAC. Sin embargo, la
maduracion (P < 0,0001) y el tiempo de incubacién del ensayo (P < 0,0001) si lo
hicieron. Por un lado, tanto a 14 como 30 dias de maduracion, las muestras
presentaron mayores valores en comparacion con la carne sin madurar (0 dias). Feidt
et al. (1996) en su trabajo en tres musculos de bovinos Friesian, observaron que en
un periodo de hasta 14 dias de maduracion, la liberacion de aminoacidos ocurria en
mayor medida luego del dia 10, en comparacion con el periodo comprendido entre
los dias 3 al 10. Este estudio, junto con los resultados observados para este ensayo y
al igual que en el ensayo DPPH, nos llevan a teorizar que estos resultados pueden
atribuirse a que la maduracion provoca cambios estructurales y bioquimicos,
responsables de las modificaciones en las proteinas que conforman la matriz
muscular (Laville et al., 2009). Pudiendo traducirse este efecto, en la determinacion
de mayores niveles de capacidad antioxidante, debido a la liberacion de pequefios
péptidos y aminodcidos antioxidantes que se encuentran disponibles para

interaccionar con el radical.

Por otro lado, se observa que a medida que transcurre el tiempo de incubacion del
ensayo, se obtienen valores mas altos de capacidad antioxidante, siendo 90 y 120
minutos los tiempos donde se detectaron los mayores valores de TEAC. Es decir que,
de forma similar al ensayo DPPH, a mayor tiempo de incubacion se favorece la

interaccion entre los antioxidantes extraidos y el cation radical. No se encontraron
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diferencias entre los tiempos de incubacion 90 y 120 minutos, lo que nos indica que
la capacidad de los antioxidantes de enmascarar el radical llegé a su maximo a 90

minutos.

Por ultimo, Unicamente la interaccion entre el sistema de produccién y el tiempo de
maduracion present6 efecto significativo (P < 0,001). Con el objetivo de interpretar
las interacciones, se analizO cada sistema, cada musculo y cada tiempo de
maduracion de forma independiente. A partir de este analisis se observd que para
ambos sistemas de produccion la maduracion ejercio el mismo efecto (pasturas P <
0,0001 y feedlot P < 0,001), donde 14 y 30 dias de maduracion presentaron valores
superiores de CA que la carne sin madurar (0 dias). Sin embargo, mientras que a 14y
30 dias de maduracion el sistema de produccion en base a pasturas presentd mayores
valores de TEAC que feedlot (P < 0,01), a 0 dias de maduracion FL fue superior que
P (P < 0,05). Asimismo, también se observaron comportamientos diferentes para
cada musculo. Mientras que en el L. dorsi, P fue superior que FL (P < 0,01) y la
carne madurada por 30 dias superior a 14 dias y esta superior a 0 dias (P < 0,0001),
en el musculo P. major, el sistema de produccion no presento un efecto significativo.
A su vez, 14 y 30 dias de maduracién fueron superiores a 0 dias (P < 0,001), pero no

se encontraron diferencias entre estos dos tiempos.
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Cuadro 3. Efecto del sistema de produccidn, tipo de masculo, tiempo de maduracién y tiempo de incubacion del ensayo sobre la capacidad
antioxidante determinada mediante el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS«+ (ABTS) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO SISTEMA MUSCULO MADURACION TIEMPO DE_ INCUBACION p
(dias) (minutos)
Pasturas | Feedlot LD PM 0 14 30 30 60 90 120 S Mu Ma T
ABTS
(umol TE/
g carne (p.s.)) A B B A A c b a a
10,976 ™| 10,528 10,629 | 10,876 | 9,410 11,126 11,692 * | 9,550 | 10,498 ° | 11,297 ¢ | 11,670 <005 | NS | <0001 | <0,0001
0,172 0,149 0,161 0,163 0,167 0,197 0,184 0,223 0,224 0,217 0,203

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice (n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias
significativas con P < 0,05 (A, B para sistema; A, B, C para maduracion; a, b, ¢, d para tiempo de incubacién). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P:

probabilidad; NS: no significativo; S: sistema; Mu: misculo; Ma: maduracién; T: tiempo de incubacion; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 4. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el ensayo de decoloracion del cation radical
ABTSe+ (ABTS) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO Interacciones
ABTS SxMu SxMa | MuxMa | SxMuxMa | SXT| MuxT MaxT | SXMuxT |[SxMaxT| MuxMaxT | SxMuxMaxT
(kmol TE/g carne (p.s.)) NS <0,001 NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS: no significativo; S: sistema; Mu: musculo; Ma: maduracidn; T: tiempo de incubacidn; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.
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3.1.1.3. Ensayo poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

Se determiné la CA de los extractos acuosos de las muestras liofilizadas mediante el
ensayo FRAP. Los resultados se expresaron en términos de catién hierro (II)
equivalente (Fe (II) E), los mismos se muestran en la Figura 11 y resumen en los
Cuadros 5y 6.
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oN MO

30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
Tiempo de incubacion (minutos) m Feedlot
= Pasturas

Efectos principales:
Sistema (P < 0,01) Pasturas > Feedlot; Musculo NS; Maduracién (P < 0,05) 14 > 30;
Tiempo de incubacién (P < 0,0001) 120 > 90 > 60 > 30;
Sistema x Musculo (P < 0,001); Musculo x Maduracion (P < 0,05);
Sistema x Musculo x Maduracion (P < 0,0001)

Figura 11. Capacidad antioxidante en el tiempo determinada mediante el ensayo de poder
antioxidante de reduccién férrica (FRAP) a partir de extractos de carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de los sistemas de produccién pasturas o feedlot, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores son
medias £ SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P < 0,05). NS: no
significativo; Fe Il E: catidn hierro (1) equivalente; p.s.; peso seco.

En primera instancia, analizando los efectos principales, como se puede observar, el
sistema de produccién ejercié un efecto sobre la capacidad antioxidante (P < 0,01),
donde pasturas fue mayor que feedlot. Otros estudios (Descalzo et al., 2007) también

encontraron resultados similares. Al comparar el musculo Psoas major de novillos
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cruza criados en pasturas versus suplementados con granos, observaron que las

muestras de pasturas presentaron mayor poder reductor que las muestras de grano.

Por otro lado, mientras que el tipo muasculo no present6 efecto significativo sobre la
CA, tanto la maduracion (P < 0,05) como el tiempo de incubacion del ensayo (P <
0,0001) si lo hicieron. Los resultados muestran que el tiempo de maduracion a 14
dias fue superior a 30 dias, sin embargo, tanto la maduracion a 14 como 30 dias no
presentaron diferencias con respecto a las muestras sin madurar (0 dias). Pouzo et al.
(2016) estudiaron el efecto de la maduracion al vacio (3, 14 y 56 dias) sobre la
capacidad antioxidante mediante el ensayo FRAP en musculos Longissimus thoracis
de novillos Angus. En extractos acuosos de los musculos, encontraron que la
actividad FRAP se redujo a lo largo del tiempo de maduracion (3 > 14 > 56 dias).
Asimismo, Mahecha et al. (2011), reportaron un descenso en los valores de FRAP en
extractos acuosos de musculos Longissimus de terneros machos de raza Simmental a

medida que el tiempo de maduracion aumenta (0 > 14 dias).

Con respecto al tiempo de incubacion de la reaccion, puede observarse que a medida
que el tiempo aumenta, la CA medida como Fe (Il) equivalente, también lo hace. A
mayor tiempo de contacto con la soluciéon conteniendo Fe (3+), los compuestos
presentes o mayor cantidad de ellos fueron capaces de reducirlo. De forma similar,
Mahecha et al. (2011) también encontraron resultados similares. En este estudio se
evaluaron los tiempos de reaccién 5, 30 y 60 minutos, y a medida que transcurre el

tiempo los valores de actividad FRAP fueron mayores.

Las interacciones sistema de produccién y musculo (P < 0,001), tipo de musculo y
tiempo de maduracion (P < 0,05), y sistema, musculo y maduracion (P < 0,0001)
presentaron efecto significativo. Al analizar estas interacciones se observo que
unicamente bajo el sistema de produccion feedlot, el tipo de musculo (P < 0,001) y la
maduracion (P < 0,01) presentaron un efecto significativo, donde el LD presentd
mayores valores de CA que el PM, y 14 dias de maduracién fue superior que 30 dias.

A su vez, se observOo que el tipo de musculo Unicamente presentd un efecto
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significativo en la carne sin madurar (0 dias) (P < 0,01), donde el LD fue superior
que PM. EI sistema de produccion presentd un efecto significativo en la carne
madurada por 30 dias (P < 0,0001) y en el masculo Psoas major (P < 0,0001), donde
P fue superior que FL.
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Cuadro 5. Efecto del sistema de produccidn, tipo de musculo, tiempo de maduracién y tiempo de incubacion del ensayo sobre la capacidad
antioxidante determinada mediante el ensayo poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO|  SISTEMA MUSCULO MADURACION (dias) TIEMPO DE INCUBACION (minutos) | P
Pasturas | Feedlot LD PM 0 14 30 90 120 S |Mu| Ma T
FRAP
(umol Fe(ll) E/
SO 12 940”  11,483B (12,050 11,693 | 11,8668 | 12,256 A | 11,480 B | 8,496 ¢ | 11,287¢ 13139 P | 14,548 2 coot| ns | <00s | <0000
0,214 0,232 0,211 0,235 0,300 0,292 0,225 0,177 0,225 0,253 0,285

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice (n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias
significativas con P < 0,05 (A, B para sistema; A, B, C para maduracion; a, b, c, d para tiempo de incubacién). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P:
probabilidad; NS: no significativo; S: sistema; Mu: masculo; Ma: maduracidn; T: tiempo de incubacion; Fe (1) E: cation hierro (I1) equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 6. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el ensayo poder antioxidante de reduccion
férrica (FRAP) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO Interacciones
FRAP S x Mu SXxMa | MuxMa | SXMuxMa | SXT| MuxT | MaxT SXMuxT SXMaxT | MuxMaxT | SxXMuxMaxT
(umol Fe (I1) E/g came (p-s.)) <0,001 NS <0,05 <0,0001 NS NS NS NS NS NS NS

NS: no significativo; S: sistema; Mu: masculo; Ma: maduracién; T: tiempo de incubacién; Fe (1) E: cation hierro (I1) equivalente; p.s.: peso seco.
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3.1.2. Determinacion de la capacidad antioxidante a través del procedimiento

QUENCHER

Se determind la capacidad antioxidante de la carne de novillos Aberdeen Angus,
directamente sobre las muestras liofilizadas a través del procedimiento QUENCHER,
utilizando los ensayos de decoloracion del radical DPPHe (QDPPH), de decoloracion
del cation radical ABTSe+ (QABTS) y poder antioxidante de reduccion férrica
(QFRAP).

Los resultados obtenidos para los tres ensayos se presentan a continuacion. En
términos generales, si se comparan los resultados obtenidos aplicando este
procedimiento (Cuadros 7, 9y 11) con aquellos obtenidos a partir de los extractos (1,
3y 5), se puede observar que a través del procedimiento QUENCHER se obtienen
valores dos Ordenes superiores. Estos resultados pueden atribuirse al tipo de
procesamiento que las muestras recibieron previo a realizar los ensayos, los
compuestos que no pudieron ser solubilizados mediante el método de extraccion
pueden haber contribuido a la medida mediante el procedimiento QUENCHER, ya
que este es independiente de la extraccion de antioxidantes (Carrillo et al., 2017,
Serpen et al., 2012a).

Asimismo, al comparar los efectos principales obtenidos a través del procedimiento
QUENCHER con aquellos alcanzados a partir de los extractos, Unicamente para el
procedimiento QUENCHER aplicando el ensayo ABTS se obtuvieron los mismos
efectos que aquellos obtenidos para el ensayo ABTS a partir de extractos. Para los
otros dos ensayos los efectos principales obtenidos no fueron iguales. Esto puede
deberse, como fue mencionado anteriormente, por el tipo de determinacién ofrecida
por este procedimiento. Sin embargo, estas observaciones podrian ser un efecto de la
alta concentracion de compuestos antioxidantes determinados o de la matriz. A pesar
de que previo a aplicar este procedimiento se estudiaron diferentes relaciones de

muestra y volumen de ensayo, en futuros estudios se deberia ampliar el rango de
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relaciones ensayadas aplicando diluciones de la muestra solida como se reporta en el
estudio de Serpen et al. (2012a).

3.1.2.1. Procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del
radical DPPHe (QDPPH)

Como fue mencionado anteriormente, el procedimiento QUENCHER puede ser
aplicando utilizando el ensayo DPPH, los resultados obtenidos se presentan en la

Figura 12 y se resumen en los Cuadros 7 y 8.
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Efectos principales:
Sistema (P < 0,05) Pasturas > Feedlot; Musculo (P < 0,001) P. major > L. dorsi; Maduracion NS;
Sistema x Musculo (P < 0,05); Musculo x Maduracién (P < 0,0001); Sistema x Musculo x Maduracién (P < 0,01)

Figura 12. Capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER
utilizando el ensayo de decoloracion del radical DPPHe (QDPPH), en carne de novillos
Aberdeen Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas o feedlot, en los
musculos Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
son medias £ SEM (n=10). NS: no significativo; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

En cuanto al analisis de los efectos principales, como puede observarse el sistema de
produccion imprimié un efecto (P < 0,05), donde las muestras provenientes de
pasturas presentaron mayor CA que aquellas provenientes de feedlot. A su vez, el
musculo también presenté un efecto significativo (P < 0,001), donde Psoas major
presentd mayor capacidad antioxidante que el muasculo Longissimus dorsi. El factor

tiempo de maduracion de las muestras no presento efecto significativo.
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Las interacciones sistema de produccion y masculo (P < 0,05), masculo y
maduracion (P < 0,0001), y sistema, tipo de musculo y tiempo de maduracion (P <
0,01) presentaron efecto. Con el objetivo de analizar las interacciones observadas,
cada una de las variables se estudié de forma independiente. En lo que refiere al
sistema de produccion, Unicamente se observo un efecto significativo del tipo de
musculo en el sistema feedlot (P < 0,001), donde el Psoas major fue superior que el
Longissimus dorsi. A su vez, en los tres tiempos de maduracién analizados se
observo un efecto del tipo de masculo, donde a 0 dias (P < 0,05), 14 dias (P < 0,001)
y 30 dias de maduracion (P < 0,001) el masculo PM presento6 valores superiores de
CA que el LD. Sin embargo, Unicamente a 0 dias de maduracion se observo un efecto
del sistema de produccion (P < 0,01), donde la carne proveniente de P fue superior
que FL. Por ultimo, en cuanto al tipo de musculo, mientras que en el Longissimus
dorsi se observé un efecto del sistema de produccion (P < 0,05), donde P fue mayor
que FL, en el Psoas major se observo un efecto significativo en el tiempo de
maduracion (P < 0,001), donde 14 y 30 dias presentaron valores superiores a 0 dias.

Al comparar los resultados para el ensayo DPPH obtenidos a partir de la extraccién
de los antioxidantes y la medicion directa a traves del procedimiento QUENCHER se
obtuvieron efectos distintos. Para ambos acercamientos, tanto el sistema de
produccion y el musculo ejercieron un efecto significativo. Sin embargo, mientras
que para el ensayo DPPH a partir de extracto el musculo L. dorsi fue superior que P.
major, para el procedimiento QUENCHER DPPH, Psoas major fue superior que L.
dorsi. A su vez, para este Ultimo acercamiento, no se observé un efecto de la
maduracion. Se ha demostrado que el acercamiento QUENCHER permite evaluar
tanto los antioxidantes que permanecen unidos a la matriz alimentaria y aquellos que
son solubles (Serpen et al., 2012b). Lo que nos lleva a hipotetizar que tal vez la
extraccion de los antioxidantes favorecié la obtencién de ciertos compuestos
antioxidantes. Sin embargo, al medir en conjunto las dos fracciones (soluble e
insoluble) y al no favorecer la extraccion de ciertos compuestos, no se observan

diferencias entre las muestras o estas son contrarias. Asimismo, estas observaciones
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también podrian atribuirse al efecto de la alta concentracion de compuestos

antioxidante o a la matriz.
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Cuadro 7. Efecto del sistema de produccion, tipo de muasculo y tiempo de maduracion sobre la capacidad antioxidante determinada mediante el
procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del radical DPPHe (QDPPH) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO SISTEMA MUSCULO MADURACION (dfas) P
QDPPH Pasturas Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | Musculo | Maduracion
(umol TE/ g 223 796A 211.9968B 207,081° 228,6292 210,614 224,886 218,152
carne (p.s.)) ) ) ) ) ) ) ) <0,05 < 0,001 NS
4,650 4,836 3,910 5,103 5,834 5,145 6,454

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice (n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias
significativas con P < 0,05 (A, B para sistema; a, b para masculo). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P: probabilidad; NS: no significativo; QDPPH:
QUENCHER DPPH; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 8. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER utilizando el
ensayo de decoloracion del radical DPPH+ (QDPPH) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO

Interacciones

QDPPH
(umol TE/g carne (p.s.))

Sistema x Musculo

Sistema x Maduracién

Musculo x Maduracion

Sistema x Musculo x Maduracién

<0,05

NS

< 0,0001

<0,01

NS: no significativo; QDPPH: QUENCHER DPPH; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.
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3.1.2.2. Procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del
cation radical ABTS+ (QABTS)

El procedimiento QUENCHER también fue aplicado utilizando el ensayo ABTS, los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 13 y resumen en los Cuadros 9 y 10.
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Efectos principales:
Sistema (P < 0,01) Pasturas > Feedlot; Musculo NS; Maduracién (P < 0,0001) 14, 30 > 0; Interacciones NS

Figura 13. Capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER
utilizando el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS«+ (QABTS), en carne de
novillos Aberdeen Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas o feedlot, en
los masculos Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los
valores son medias + SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P < 0,05).
NS: no significativo; TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (capacidad
antioxidante equivalente a Trolox); TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

En cuanto al analisis de los efectos principales para este ensayo, tanto el sistema de
produccién como la maduracion presentaron efectos significativos (P < 0,01y P <
0,0001, respectivamente), donde el sistema en base a pasturas fue mayor a feedlot y
la maduracion de la carne por 14 y 30 dias presentaron mayor TEAC que la
madurada por O dias. Sin embargo, el tipo de musculo y las interacciones entre los

factores analizados no presentaron efectos significativos.

Estos resultados coinciden con los obtenidos cuando el ensayo ABTS fue realizado a

partir de los extractos de antioxidantes.
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Por otro lado, cada sistema de produccion, cada musculo y cada tiempo de
maduracion fue analizado individualmente. En lo que refiere al sistema de
produccion se observd el mismo efecto significativo para pasturas y feedlot, la
maduracion ejercid un efecto sobre la capacidad antioxidante de las muestras
(pasturas P < 0,0001 y feedlot P < 0,001), donde 14 y 30 dias de maduracion fueron
superiores a la carne sin madurar (0 dias). A su vez, tanto para Longissimus dorsi
como para Psoas major, la maduracion ejercié el mismo efecto sobre la capacidad
antioxidante (P < 0,0001 y P < 0,001, respectivamente), donde 14 y 30 dias fueron
superiores a 0 dias. Sin embargo, unicamente para el masculo LD se observo un
efecto del sistema de produccién, siendo pasturas mayor a feedlot (P < 0,05).
Asimismo, al analizar cada tiempo de maduracién se pudo observar que Unicamente
a 30 dias, tanto el sistema de produccion (P < 0,01) como el tipo de musculo (P <
0,05) presentaron efecto significativo, donde P present6 valores superiores que FL y

el L. dorsi fue superior al P. major.

3.1.2.3. Procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo poder antioxidante
de reduccion férrica (QFRAP)

Por ultimo, el procedimiento QUENCHER fue aplicado utilizando el ensayo FRAP.

Los resultados se presentan en la Figura 14 y resumen en los Cuadros 11y 12.
Como puede observarse, no se obtuvieron efectos significativos para ninguno de los

factores principales analizados. Estos resultados pueden ser interpretados del mismo

modo que aquellos obtenidos para el ensayo QDPPH.
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Figura 14. Capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER
utilizando el ensayo poder antioxidante de reduccion férrica (QFRAP), en carne de novillos
Aberdeen Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas o feedlot, en los
musculos Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
presentados son medias + SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P <
0,05). NS: no significativo; Fe (I1) E: cation hierro (11) equivalente; p.s.: peso seco.

Por otro lado, cada musculo fue analizado individualmente, donde para ambos no se
obtuvieron diferencias significativas ni para el sistema de produccién ni la
maduracion. Asimismo, cada uno de los periodos de maduracion en cada musculo
fue analizado por separado. Los resultados fueron indicados en la Figura 14 (*). El
musculo Psoas major madurado O dias, fue la Unica condicién en la cual el sistema
de produccién present6 un efecto, donde pasturas fue superior a feedlot. Para el resto
de los dias de maduracion y en el musculo Longissimus dorsi no se observaron

diferencias significativas.
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Cuadro 9. Efecto del sistema de produccidn, tipo de masculo y tiempo de maduracidn sobre la capacidad antioxidante determinada mediante el
procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS«+ (QABTS) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO SISTEMA MUSCULO MADURACION (dias) P
Pasturas Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | Musculo | Maduracion
QABTS
(umol TE/ g carne (p.s.)) A B B A A
1800,917 1683,962 1771,135 1715,197 1514,371 1809,786 1898,922 <001 NS <0,0001
38,849 34,482 41,611 32,764 37,508 37,086 39,210

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice (n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias
significativas con P < 0,05 (A, B para sistema; A, B, C para maduracion). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P: probabilidad; NS: no significativo;
QABTS: QUENCHER ABTS; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 10. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER utilizando el

ensayo de decoloracion del cation radical ABTS«+ (QABTS) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO

Interacciones

QABTS
(umol TE/g carne (p.s.))

Sistema x Musculo

Sistema x Maduracién

Musculo x Maduracion

Sistema x Musculo x Maduracién

NS

NS

NS

NS

NS: no significativo; QABTS: QUENCHER ABTS; TE: Trolox equivalente; p.s.: peso seco.
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Cuadro 11. Efecto del sistema de produccion, tipo de masculo y tiempo de maduracion sobre la capacidad antioxidante determinada mediante el
procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo poder antioxidante de reduccion férrica (QFRAP) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO SISTEMA MUSCULO MADURACION (dfas) P
Pasturas Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | Musculo | Maduracién
QFRAP
(umol Fe (1) E/ g carne (p.s.))
1801,319 | 1717,574 | 1788,090 | 1731,979 | 1785,364 1810,722 1683,948 NS NS NS

33,630 37,642 34,454 37,225 42,070 49,127 38,512

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estdndar (SEM) en subindice (n=10). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P:

probabilidad; NS: no significativo; QFRAP: QUENCHER FRAP; Fe (II) E: catidn hierro (Il) equivalente; p.s.: peso seco.

Cuadro 12. Interacciones de los efectos principales de la capacidad antioxidante determinada mediante el procedimiento QUENCHER, utilizando el

ensayo poder antioxidante de reduccidn férrica (QFRAP) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO Interacciones

QFRAP Sistema x Musculo Sistema x Maduracién Musculo x Maduracion

Sistema x Musculo x Maduracién

(umol Fe (I1) E/g carne (p.s.)) NS NS NS

NS

NS: no significativo; QFRAP: QUENCHER FRAP; Fe (1) E: cation hierro (11) equivalente; p.s.: peso seco.
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3.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILOS
TOTALES (SH)

La determinacién del contenido de grupos sulfhidrilos en las muestras, se basé en la
cuantificacion de la capacidad de los grupos SH de reducir el puente disulfuro
presente en el reactivo DTNB, formando el compuesto TNB que puede ser
monitoreado espectrofotométricamente. En este trabajo se realizd la determinacion
de los grupos sulfhidrilos totales, es decir, tanto aquellos que se encontraban en su
forma reducida como aquellos en su forma oxidada formando puentes disulfuro. Esta
determinacién se debe a la aplicacion de urea como agente desnaturalizante de la

estructura proteica y el SLS que permite estabilizar las proteinas desnaturalizadas.

En la Figura 15 y en el Cuadro 13 se presentan los resultados obtenidos, donde se
observa que cada uno de los factores principales analizados presentd efecto

significativo sobre el contenido de grupos SH totales.
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Efectos principales:
Sistema (P < 0,01) Pasturas > Feedlot; Musculo (P < 0,01) L. dorsi > P. major;
Maduracién (P < 0,001) 0, 14 > 30; Musculo x Maduracion (P < 0,05)

Figura 15. Contenido de grupos sulfhidrilos totales (SH) en carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas o feedlot, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
presentados son medias £ SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P <
0,05). NS: no significativo; SH: grupos sulfhidrilos; p.s.; peso seco.
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El sistema de produccion en base a pasturas presentd mayores niveles de grupos
sulfhidrilos totales en comparacién a feedlot (P < 0,01). En la carne, los grupos SH
estan presentes en las proteinas formando parte de la cadena lateral de aminoécidos
como cisteina y metionina, y compuestos no proteicos como el glutation (Hofmann y
Hamm, 1978). No se observaron diferencias significativas en la cuantificacion de
proteinas entre ambos grupos, por lo que el mayor contenido de grupos SH totales en
la carne proveniente de pasturas puede ser explicado a través del mayor contenido de
compuestos antioxidantes conteniendo tioles. Los resultados obtenidos para el
contenido de glutation también avalan esta hipotesis, donde se observo que P

presentd mayor contenido de glutation que FL.

Por otro lado, el tipo de musculo también present6 un efecto significativo (P < 0,01),
donde se observo que el masculo Longissimus dorsi presentd mayores valores que el
Psoas major. Como fue mencionado anteriormente, estos dos muasculos difieren en la
composicion y relacion entre los diferentes tipos de fibras musculares, y por lo tanto
en el metabolismo llevado a cabo en cada uno. Mientras que el LD es un musculo
mayormente glucolitico, el PM presenta un metabolismo mixto, donde el
metabolismo oxidativo es mayor que en el LD. Algunos trabajos han estudiado las
diferencias en la terneza alcanzada en estos dos mdsculos, la cual puede estar
influenciada por el pH del musculo y la actividad de las calpainas, enzimas
responsables de la protedlisis. Melody et al. (2004) han demostrado, en musculos
porcinos, que el PM presenta menor actividad de la p-calpaina a lo largo del tiempo
de maduracién que el LD, la cual puede estar influenciada por el pH de este musculo.
A su vez, Rowe et al. (2004) demuestran que el grado de oxidacion del musculo
retarda la maduracion de la carne y por lo tanto la terneza. Las calpainas mayormente
estudiadas son proteasas que poseen residuos de cisteina, los cuales aportan grupos
sulfhidrilos reactivos en el sitio activo de las mismas. Estos grupos son objetivo de la
oxidacion proteica que ocurre en la matriz muscular, y bajo condiciones oxidativas,
estas enzimas pierden su actividad. Esto nos lleva a hipotetizar que el resultado
obtenido, donde se observa que el musculo PM presenta menor contenido de grupos

SH que el LD, puede deberse a su naturaleza mayormente oxidativa.
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En cuanto al tiempo de maduracion este presento un efecto significativo (P < 0,001),
donde se observo que la carne de 0 y 14 dias de maduracién presentaron valores
superiores que la madurada por 30 dias. Como fue mencionado a lo largo del trabajo,
la maduracién ejerce cambios estructurales sobre la integridad de las células
musculares esqueléticas de la carne. Esto nos lleva a hipotetizar que luego de 30 dias
de maduracién las proteinas y sus derivados sufrieron un nivel de degradacién tal que

se traduce en el descenso de grupos sulfhidrilos totales presentes.

Cuadro 13. Efecto del sistema de produccién, tipo de musculo y tiempo de maduracién
junto con sus respectivas interacciones sobre el contenido de grupos sulfhidrilos totales (SH)
en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENsAYO | SISTEMA MUSCULO | MADURACION (dias) | P

Pasturas Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | MUsculo | Maduracion

A B a b A A B
39,187 36,746° | 39,520° | 36,459° | 38,740" | 39,763" | 35,446 <001 <001 <0,001

0,616 0817 | 0,678 | 0743 | 0933 | 0,801 0,843
SH
(nmol/mg Interacciones
proteina)
Sistema x . ., Misculo x Sistema x Musculo x
, Sistema x Maduracién L >
Musculo Maduracion Maduracién

NS NS < 0,05 NS

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice
(n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 (A, B para
sistema; a, b, ¢ para misculo; A, B, C para maduracion). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P:
probabilidad; NS: no significativo.

A su vez, la interaccion tipo de masculo y tiempo de maduracion present6 un efecto
(P < 0,05). El analisis individual para cada uno de los dos musculos indicé que para
el Psoas major las muestras sin madurar (0 dias) presentaron mayores valores de
grupos SH totales que aquellas maduradas por 30 dias (P < 0,01), y para el
Longissimus dorsi la maduracién por 14 dias fue superior a la carne sin madurar y
madurada por 30 dias (P < 0,01), sin diferencias entre estos dos Ultimos tiempos.
Asimismo, Melody et al. (2004) presentaron que en los masculos porcinos PM y LD,
la protedlisis del PM se completa en periodos post-mortem mas cortos y a medida
que transcurre el tiempo de maduracion, la actividad de esta enzima decrece y por lo
tanto la velocidad de ablandamiento del muasculo. Koohmaraie et al. (1988) tambiéen

encontraron resultados similares en musculos bovinos. Mientras que en periodos
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tempranos de maduracion el PM fue el misculo més tierno en comparacion con el
LD, a medida que el tiempo de maduracion transcurre la terneza del LD se
incrementa en mayor medida que en el PM. Por otro lado, se observé que el tipo de
musculo ejercid un efecto en el sistema de produccion y el tiempo de maduracion. El
L. dorsi presentd valores superiores de grupos SH que el P. major tanto bajo el
régimen feedlot (P < 0,01) como en la carne madurada por 14 (P < 0,001) y 30 dias
(P < 0,05). A su vez, se observod Unicamente un efecto del sistema de produccion a 30
dias de maduracion (P < 0,05), donde las muestras provenientes de P presentaron

valores superiores que aquellas de FL.

3.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES (CFT)

Se determind el contenido de compuestos fenolicos totales mediante el ensayo
espectrofotométrico de reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu a partir de extractos
acuosos de las muestras. En este ensayo, en un entorno basico, el grupo hidroxilo de
los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 16 y en el Cuadro 14.

Como puede observarse, tanto el sistema de produccion como el tipo de masculo no
presentaron un efecto sobre las muestras. A pesar de que los animales fueron
terminados en dos sistemas de produccion distintos, ambos grupos fueron criados
bajo una alimentacion en base a pasturas naturales. Por lo tanto, una posible hipotesis
por la cual no se observo un efecto del sistema de produccion puede deberse a que la
alimentaciéon de los animales en las primeras etapas de produccién imprimid un
efecto sobre ambos grupos que no se diferencio por la dieta recibida en la ultima
etapa de terminacién. A su vez, los compuestos fendlicos son de las sustancias mas
extensamente producidas en las plantas y se encuentran ampliamente distribuidos en
sus tejidos (Khoddami et al., 2013), pudiendo ser encontrados tanto en las pasturas
como en los granos (Lane y Fraser, 1999). A pesar de que la sintesis y combinacion

de fenoles y polifenoles sintetizados por las distintas especies de plantas es diferente,
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en este ensayo se cuantifica el contenido total de los mismos, por lo que no se

determinan diferencialmente unos compuestos frente a otros.
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Figura 16. Contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) determinado mediante el
método de Folin-Ciocalteu, en carne de novillos Aberdeen Angus provenientes de los
sistemas de produccidn pasturas o feedlot, en los musculos Longissimus dorsi y Psoas major,
madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores presentados son medias + SEM (n=10). Los
* indican diferencias entre los sistemas (P < 0,05). NS: no significativo; GAE: acido galico
equivalente; p.s.: peso seco.

Asimismo, se debe tener en cuenta que los resultados obtenidos en este ensayo son
un reflejo unicamente de los compuestos que pudieron ser extraidos selectivamente a
través del método de extraccion seleccionado. Del mismo modo, es importante
destacar que el reactivo de Folin-Ciocalteu fue originalmente utilizado para analizar
proteinas a través del grupo fenol presente en la tirosina (Singleton et al., 1999), este
ensayo no es selectivo para compuestos fendlicos y por lo tanto, siendo que la carne
es una matriz con alta concentracion de proteinas, pueden existir interferencias que

alteren los resultados obtenidos.
Por otro lado, la maduracién de las muestras presentd un efecto sobre el contenido de

CFT (P <0,01), donde 14 dias de maduracion presento valores superiores de CFT en

comparacion con 0 dias. No se observaron diferencias significativas entre los dias 14
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y 30, y entre 0 y 30 dias. Se ha demostrado que los polifenoles son capaces de
interaccionar con las proteinas mediante su grupo hidroxilo (OH), formando
agregados solubles o insolubles (Bandyopadhyay et al., 2012). Este aumento de la
concentracion de compuestos fenolicos con la maduracion puede deberse a la
liberacion de estas moléculas debido al cambio estructural que la matriz proteica

sufre.

Cuadro 14. Efecto del sistema de produccion, tipo de masculo y tiempo de maduracion
junto con sus respectivas interacciones sobre el contenido de compuestos fendlicos totales
(CFT) en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO | SISTEMA | MUSCULO | MADURACION (dias) | P

Pasturas | Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | Mdsculo | Maduracion
0,359 0,329 0,353 | 0,335 | 0,302° | 0,376 | 0,352*®
0,012 0,014 0,012 0,014 0,017 0,017 0,011 NS NS <001
CFT Interacciones
(mg GAE/g N - - . -
carne (p.s.)) Sistema X Sistema x Musculo x Sistema x Musculo x
Musculo Maduracién Maduracion Maduracién
NS NS NS <0,01

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estdndar (SEM) en subindice
(n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 (A, B, C para
maduracion). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P: probabilidad; NS: no significativo; GAE:
acido galico equivalente; p.s.: peso seco.

Al realizar un analisis individual de cada factor se pudo observar que tanto en el
sistema de produccion en base pastoril como en el musculo Psoas major, se
determind un efecto significativo de la maduracion (P < 0,05), donde 14 dias

presentd mayores valores de CFT que O dias.

3.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUTATION TOTAL (GSH +
GSSG)

En este trabajo se llevd a cabo la determinacion del contenido glutation total, es decir
su forma reducida (GSH) y oxidada (GSSG) en conjunto. La técnica utilizada se basé
en la capacidad que poseen los grupos SH presentes en la molécula de glutation de
reducir el puente disulfuro presente en el reactivo DTNB, generando un compuesto

de color amarillo intenso (TNB) que fue monitoreado espectrofotométricamente. A
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esta reaccion se acopld un reciclaje enzimatico de glutation mediante la glutation
reductasa (GR) en presencia de NADPH.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 17 y el Cuadro 15. Para el analisis
de los factores principales, se observé Unicamente un efecto del sistema de
produccion, donde la carne proveniente de pasturas presentd valores superiores de
glutation total que aquella proveniente de feedlot (P < 0,05). No se observaron
efectos significativos ni para el tipo de masculo, ni el tiempo de maduracion ni las

interacciones entre ellos.
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Figura 17. Contenido de glutation total (GSH + GSSG) en carne de novillos Aberdeen
Angus provenientes de los sistemas de produccién pasturas o feedlot, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
presentados son medias + SEM (n=10). Los * indican diferencias entre los sistemas (P <
0,05). NS: no significativo; p.s.; peso seco.

Descalzo et al. (2007) reportaron resultados similares. Bajo el estudio comparativo
del estatus antioxidante en el musculo Psoas major de novillos cruza alimentados en
pasturas naturales versus con concentrado, encontraron que el contenido de glutation,
tanto en su forma reducida (GSH) como oxidada (GSSG), fueron significativamente

mayores en los musculos de animales provenientes de pasturas.
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El efecto del sistema de produccion, el tipo de musculo y el tiempo de maduracion
fueron analizados de forma independiente. Se observo que Unicamente en el musculo
Psoas major el sistema de produccién presentd un efecto significativo (P < 0,05),

donde pasturas fue superior que feedlot.

Cuadro 15. Efecto del sistema de produccidn, tipo de masculo y tiempo de maduracién
junto con sus respectivas interacciones sobre el contenido de glutation total (GSH + GSSG)
en carne de novillos Aberdeen Angus.

ENSAYO| SISTEMA |MUSCULO| MADURACION (dias) [P
Pasturas | Feedlot LD PM 0 14 30 Sistema | Masculo | Maduracién
0,471~ | 0,433% | 0,441 | 0,463 | 0,455 0,452 0,450
0,013 0,010 0,011 0,012 0,018 0,012 0,013 <0.05 NS NS
GSH Interacciones
(mM/g carne - - - - .
(p-s)) Sistema X Sistema X Musculo x Sistema x Musculo x
Musculo Maduracién Maduracion Maduracién
NS NS NS NS

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar (SEM) en subindice
(n=10). Medias con letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 (A, B para
sistema). LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; P: probabilidad; NS: no significativo; p.s.: peso
seco.

Al analizar el efecto de la maduracion individualmente, se pudo observar que 30 dias
fue el unico tiempo en el cual se observaron diferencias entre los sistemas de
produccion y entre los musculos. En este tiempo de maduracién se observd que
pasturas fue superior que feedlot (P < 0,05) y el PM presento niveles superiores de
glutation que el LD (P < 0,05).

3.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE a-TOCOFEROL
Se determiné el contenido de a-tocoferol en las muestras frescas de carne. Los
resultados preliminares para el masculo Psoas major en los tiempos de maduracion 0

y 30 dias se presentan en el Cuadro 16.

A pesar de no contar con los valores de todos los tratamientos, como puede

observarse, el analisis de los factores principales arrojo que Unicamente se obtuvo un
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efecto significativo del sistema de produccion de los animales (P < 0,01), donde la
carne proveniente de pasturas presentd mayor contenido de a-tocoferol que las

muestras de feedlot.

Cuadro 16. Resultados preliminares del contenido de a-tocoferol en el musculo Psoas major
de novillos Aberdeen Angus provenientes de los sistemas de produccion pasturas y feedlot.

Sistema Maduracion a-tocoferol
(dias) (ng/g carne fresca)
0 0,96 +0,12B
Feedlot : :
eedio 30 0,97 021 B
Pasturas 0 1,76 £0,17 A
30 2,30+0,12 A

Los valores estan expresados como medias con su respectivo desvio estandar de la media (SEM)
(n=4-5). Letras distintas (A, B) expresan diferencias significativas entre sistemas de produccion con P
< 0,05.

Estos resultados concuerdan con aquellos reportados en otros trabajos (Insani et al.,
2008; Descalzo et al., 2007; Descalzo et al., 2005; Realini et al., 2004), donde se
observo que la incorporacion de pasturas en la dieta de los animales incrementa el

contenido de a-tocoferol en la carne obtenida.

En la Figura 18 se presentan los resultados obtenidos para el estudio del efecto del
tipo de musculo y el tiempo de maduracion en las muestras provenientes de pasturas,
donde se cuentan con todas las condiciones analizadas. No se obtuvieron efectos

significativos para ninguno de estos dos factores (P < 0,05).
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Figura 18. Resultados preliminares para el contenido de a-tocoferol en carne de novillos
Aberdeen Angus provenientes del sistema de produccion pasturas, en los musculos
Longissimus dorsi y Psoas major, madurados al vacio 0, 14 o 30 dias. Los valores
presentados son medias + SEM (n=4-8) (P < 0,05). NS: no significativo

Pouzo et al. (2016) estudiaron el efecto de la maduracion sobre el contenido de a-
tocoferol en carne proveniente de novillos Aberdeen Angus (de aproximadamente 23
meses de edad) terminados sobre pasturas, suplementados con grano de maiz y
semillas de lino (70 dias). En este estudio observaron que la maduracion (0, 14 y 56
dias) provoco un descenso en la concentracion de este tocoferol a medida que el
tiempo de maduracién aumenta. Asimismo, Descalzo et al. (2008) determinaron el
contenido de a-tocoferol en carne de bufalo madurada, donde observaron que la
maduracion ejercié un efecto negativo, reduciendo casi en un 90 % el contenido de
este tocoferol luego de 25 dias de maduracion. A pesar de que estos estudios no
fueron llevados a cabo en las mismas condiciones que el presente trabajo, los
resultados preliminares obtenidos parecen no seguir el mismo comportamiento
reportado. Sin embargo, no es posible extraer conclusiones respecto al efecto de la
maduracion sobre las condiciones ensayadas. Se deberan estudiar todos los

tratamientos y completar este ensayo preliminar.
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3.6. EVALUACION GLOBAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Cada una de las determinaciones realizadas fue analizada en términos de los efectos
principales, sistema de produccién, tipo de musculo y tiempo de maduracién, junto
con sus interacciones. En el Cuadro 17 se resumen todos los resultados obtenidos

para cada determinacion.

Cuadro 17. Resumen de los efectos principales sistema de produccién, tipo de misculo y
tiempo de maduracion (P < 0,05) en todas las determinaciones realizadas.

GSH + a-

DPPH ABTS FRAP QDPPH | QABTS | QFRAP SH CFT
GSSG tocoferol

Sistema P>FL P>FL P>FL P>FL P>FL NS P>FL NS P>FL P>FL
Musculo LD >PM NS NS PM>LD NS NS LD >PM NS NS NS
Maduracion
14>30>0 14,30>0 14>30 NS 14,30>0 NS 0,14>30 14>0 NS NS

(dias)

DPPH: ensayo de decoloracion del radical DPPHe; ABTS: ensayo de decoloracion del cation radical
ABTSe+; FRAP: ensayo poder antioxidante de reduccion férrica; QDPPH: procedimiento
QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del radical DPPHe; QABTS: procedimiento
QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del catiénradical ABTSe+; QFRAP:
procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo poder antioxidante de reduccion férrica; SH:
contenido de grupos sulfhidrilos totales; CFT: contenido de compuestos fendlicos totales; GSH +
GSSH: contenido de glutation total; P: pasturas; FL: feedlot; LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas
major; NS: no significativo.

En términos generales se pudo observar un efecto significativo del sistema de
produccion, donde el sistema de produccion en base a pasturas fue superior que
feedlot. En cuanto al tipo de masculo, Gnicamente se observd un efecto significativo
para los ensayos DPPH, QUENCHER DPPH y contenido de grupos SH totales.
Mientras que para los ensayos DPPH y grupos SH el musculo Longissimus dorsi
presentd valores superiores que el Psoas major, en el procedimiento QUENCHER
utilizando el ensayo DPPH el resultado fue el contrario. Excepto para el
procedimiento QUENCHER DPPH, QUENCHER FRAP vy contenido de glutation
total, donde no se observé un efecto significativo, el tiempo de maduracion de la
carne ejercio un efecto positivo, principalmente a 14 dias, donde se obtuvieron los

mayores valores en las distintas determinaciones.
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En el Cuadro 18 se presenta un resumen de los resultados obtenidos para cada
determinacién al analizar especificamente para cada sistema de produccion, cada
musculo y cada tiempo de maduracion de forma independiente. En algunos ensayos
se obtuvieron diferentes comportamientos y en otros no se observan efectos
significativos. A pesar de esto, se puede observar que el tiempo de maduracion,
principalmente a 14 dias, posee un efecto positivo marcado en las variables donde se
obtuvo un efecto significativo, tanto en ambos sistemas como en ambos musculos. A
su vez, se observa que el muasculo Longissimus dorsi parece tener una mejor
respuesta en términos de su estatus antioxidante bajo el sistema de produccion
pasturas en comparacion con el Psoas major. Asimismo, a mayor cantidad de dias de
maduracion el sistema de produccion comienza a poseer un efecto significativo,
donde se observa que a 30 dias la carne proveniente de pasturas posee una mejor

respuesta que el sistema feedlot.

Considerando todos los indicadores de estatus antioxidante estudiados junto con los
efectos observados, la alimentacion en base pastoril parece promover una mejor
respuesta antioxidante. Esto permitiria proteger compuestos valiosos, como el hierro,
las vitaminas y entre otros macro y micronutrientes de gran importancia y valor tanto

en la conservacién de la carne como en la salud del consumidor.
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Cuadro 18. Resumen de los efectos principales de todas las determinaciones realizadas para el andlisis individual de cada sistema de produccion,

cada musculo y cada tiempo de maduracién (P < 0,05).

Variable GSH +
Factor variable DPPH ABTS FRAP QDPPH QABTS QFRAP SH CFT a-tocoferol
respuesta GSSG
Misculo LD >PM NS NS NS
Pasturas NS NS NS NS NS NS
Maduracion NS 14,30>0 14,30>0 14>0
SISTEMA | e e e e
Musculo PM >LD NS LD > PM PM > LD NS LD >PM
Feedlot NS NS NS NS
Maduracién NS 14,30>0 14>30 NS 14,30>0 NS
Sistema P>FL P>FL P>FL P>FL NS NS
Longissimus dorsi NS NS NS NS
Maduracion 14>30>0 30>14>0 NS 14,30>0 14> 0, 30 14>0
MUSCULO e e e
Sistema NS NS P>FL NS NS NS P>FL
Psoas major NS NS NS
Maduracion 14>30>0 14,30>0 NS 14,30>0 14,30>0 0>30 NS
Sistema FL>P NS P>FL
0 NS NS NS NS NS NS NS
Mdsculo NS LD >PM PM > LD
MADURACION Sistema NS P>FL NS NS
(DiAS) 14 : NS NS NS NS NS NS
Mdsculo LD >PM NS PM>LD LD >PM
Sistema P>FL P>FL NS P>FL P>FL P>FL
30 NS NS NS NS
Musculo NS NS PM > LD LD > PM LD >PM PM>LD

DPPH: ensayo de decoloracion del radical DPPHe; ABTS: ensayo de decoloracion del cation radical ABTS«+; FRAP: ensayo poder antioxidante de reduccion férrica; QDPPH:
procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del radical DPPHe; QABTS: procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo de decoloracion del cation radical
ABTS++; QFRAP: procedimiento QUENCHER utilizando el ensayo poder antioxidante de reduccion férrica; SH: contenido de grupos sulfhidrilos totales; CFT: contenido de
compuestos fenolicos totales; GSH + GSSH: contenido de glutation total; P: pasturas; FL: feedlot; LD: Longissimus dorsi; PM: Psoas major; NS: no significativo.
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4. CONCLUSIONES

Un sistema de produccion con mayor inclusion de pasturas demostré que, para la
mayoria de las determinaciones realizadas, imprime un mejor estatus antioxidante
sobre la carne de novillos Aberdeen Angus que la terminacion con concentrado y en
encierro (feedlot). El sistema en base pastoril brinda una mejor aptitud a la carne,
aportando mejores cualidades tecnolégicas para extender su vida util, como

nutricionales para brindar al consumidor.

La maduracion de la carne ejercié un efecto sobre el estatus antioxidante de la
misma. A pesar de que en algunos ensayos no es posible encontrar diferencias entre
la carne sin madurar (0 dias) y la madurada por 14 dias, y en otros no es posible
diferenciar la madurada por 14 de 30 dias, se observa que la maduracion ejerce un

efecto positivo, principalmente a 14 dias.

No se pueden extraer conclusiones concretas con respecto al efecto del tipo de
musculo sobre su estatus antioxidante de la carne. A pesar de que en algunos ensayos
realizados este parametro presentd un efecto significativo, en la mayoria de las
determinaciones realizadas, los dos mausculos analizados no parecen poseer

diferencias marcadas en cuanto a su estatus antioxidante.

Asimismo, en todas las determinaciones en donde se observé un efecto del sistema
de produccidn en la carne madurada por 30 dias, el sistema en base pastoril aport6 un
mejor estatus antioxidante. Por lo tanto, la carne proveniente de pasturas brinda una

mejor aptitud a la carne en maduraciones prolongadas.
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6.2. ANEXO 2: ABREVIATURAS

ABTS - 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ANOVA - andlisis de la varianza

ATP - adenosin trifosfato

BSA - seroalbumina bovina

CA - capacidad antioxidante

CFT - compuestos fenolicos totales

DPPH - 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl

DTNB - 5,5-ditio-bis- (acido 2-nitrobenzoico)

Ensayo DPPH - ensayo de decoloracion del radical DPPHe

Ensayo ABTS - ensayo de decoloracion del radical ABTS«+

Ensayo FRAP - ensayo poder antioxidante reductor del hierro

FL - feedlot

GLM - modelo lineal generalizado

GR - glutation reductasa

GSH - glutatién reducido

GSSG - glutatién oxidado

HAT - transferencia de atomo de hidrégeno (del inglés: hydrogen atom transfer)
HPLC - cromatografia liquida de alta eficacia

LD - Longissimus dorsi

MS - materia seca

NADPH - dihidronicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

NAFTA - tratado de libre comercio de América del Norte

P - pasturas

P - probabilidad

PM - Psoas major

PBS - buffer fosfato salino

QUENCHER - QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible

RNS - especies reactivas del nitrogeno

ROS - especies reactivas del oxigeno

SEM - error estandar de la media (del inglés: Standard Error of Mean)
SET - trasferencia de un electron (del inglés: Single Electron Transfer)
SH - grupo sulfhidrilo o tiol

SLS - laurilsulfato sédico

SM - media estandar (del inglés: Standard Mean)

TEAC - capacidad antioxidante equivalente a Trolox (del inglés: Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)

TCA - &cido tricloroacético

TNB - &cido 5-tio-2- nitrobenzoico

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazina
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