UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE CIENCIAS - FACULTAD DE AGRONOMIA

MAESTRIA EN CIENCIAS NUTRICIONALES

SELENIO DIETARIO Y ESTATUS OXIDATIVO, ANTIOXIDANTE Y
MINERAL DE LOS MUSCULOS GASTROCNEMIUS y PECTORALIS
AVIARES

por

Silvia Andrea GIGANTE DE LUCA

TESIS presentada como uno de los
requisitos para obtener el titulo de
Magister en Ciencias Nutricionales

MONTEVIDEO
URUGUAY
Diciembre 2020



PAGINA DE APROBACION

Tesis aprobada por el tribunal integrado por Dra. Carmen Marino, Dra. Maria
Salhi, Dra. Caterina Rufo, el 23 de diciembre del 2020. Autora: Silvia

Gigante. Directora Dra. Maria Cristina Cabrera, Co-directora Dra. Marta del
Puerto.

II



AGRADECIMIENTOS
En primera instancia deseo agradecer profundamente de corazon a mis
orientadoras de este trabajo, Dra. M. Cristina Cabrera y Dra. Marta del

Puerto por su confianza, dedicacion, constante apoyo y generosidad.

A la Dra. Carmen Marino que me ayudo a elegir esta maestria la cual colmo

plenamente mis expectativas.
A los docentes de la Facultad de Agronomia por la calidez y calidad de los
cursos dictados en especial al Dr. Ali Saadoun, a la Dra. Alejandra Terevinto
y a la Dra. Fernanda Zaccari.

A Carolina Menoni.

A mi familia por su apoyo, paciencia y contencion permanente.

III



TABLA DE CONTENIDO

PAGINA DE APROBACION ..ottt I
AGRADECIMIENTOS ... e e s 1
ABREVIATURAS . ... e Vi
RESUMEN ... e e e e e e e eaas VIII
SUMM ARY et IX
1. INTRODUCCION ....oviiectectectecte e eteeteeteeteeteeteetestestestestesaesaestesaesresteseesae e 1
1.1 PROCESOS OXIDATIVOS ...t 4
1.1.1 OXidaCiON NPIAICA. .......uuvveeeeeeeeeeeeiiiiiie et e e 5
1.1.2 OXidACION PIOLEICE ... .vvvvveereeeeeeeeieiiiiieeeee e e e e e e s e e e e e e e e e e e ennneees 7
1.1.3 Procesos oxidativOS €N CAIME ........c.uuveeeiiieeeeaeiiiiiiiieee e e e e e e 9
1.1.4 Degradacion oxidativa del grupo hemo...........cccuvveeeeeeeeeiiiinnnee. 12
1.1.5 Mecanismos antioXidantes..........ccoevveeeireeieiiiieeeeeeeeeeee e 14
1.2 IMPORTANCIADEL SELENIO......coouiiiiee e, 17
1.2.1 Selenio en la NUtrciON huMAaNa.........covveveiiiiiiiiieeeeeea, 18
1.2.2 Selenio en la alimentacion animal ..........ccccoveevvviiiieeeeeeeeeiniinee 21
1.3 OBIETIVOS ..t 24
1A HIPOTESIS ..ottt 25
2. MATERIALES Y METODOS .....oouviieieieceeeeeeeeee et 26
2.1 ANIMALES, TRATAMIENTOS Y MANEJO DE MUESTRAS .............. 26
2.2 DETERMINACION DE LA OXIDACION LIPIDICAY PROTEICA....... 28

2.2.1 Determinacién de la oxidacion lipidica por el método de las

sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, TBARS ........ooovevvviveneennnn. 28

2.2.2 Determinacién de la oxidacion proteica a través de la
cuantificacion de sulfhidrilos 0 tioles lIBIresS ......ccouveeveiieee e 28

IV



2.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ................ 30

2.3.1 Cuantificacion de la actividad de la enzima glutatién peroxidasa 30

2.3.2 Cuantificacion del glutation reducido (GSH) .......ccccevvvvvveeeiiinnnen. 31
2.4 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA...... 32
2.4.1 Cuantificacion de la solubilidad Proteica..............cccuvvvvvereeeeennnnne 32
2.4.2 Determinacion de la pérdida por goteo (drip 10SS) ........ccevveeerrnnnee 32
2.5 DETERMINACION DE LAS FORMAS QUIMICAS DEL HIERRO EN
MUSCULOS CRUDOS Y COCIDOS.......cocoeiieeieeieiieieeeceeeeeese e eee e 33
2.5.1 Determinacion del contenido de hierro heminico.........ccccceeeennnee 33
2.5.2 Determinacion del contenido de hierro no heminico................... 34
2.5.3 Determinacion del contenido de hierro total..............cceveeernnneenn. 34

2.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SELENIO EN LOS
MUSCULOS CRUDOS Y COCIDOS......ccocoieieeieeieeieeeeeeeee e ee e 35

2.7 ANALISIS ESTADISTICO ..ottt 36

. RESULTADOS Y DISCUSION ....oooviieieeieeieeeeteeieee et 37

3.1 EFECTO DEL SELENIO DIETARIO EN LA OXIDACION DE LiPIDOS

Y PROTEINAS ..ottt 37
3.1.1 Oxidacion de lPIdOS.......cuuvvrerereeeeaaiiiiiiiiieee e e e e e eieeee e e e e e e 37
3.1.2 OXIdACION PIrOLEICA .. eevvveeeeieiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 39

3.2 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON Se EN LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE ... oottt e et e e e e e e eeaans 42
3.2.1 Actividad de la enzima glutation peroxidasa............cccceeeeeeeennnnne 42
3.2.2 Contenido de glutation reducido .............eeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenee 44

3.3 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE Se EN LA FUNCIONALIDAD

P RO T EIC A e e 46
3.3.1 Solubilidad ProteICa.......uueeiieiiiie e 46



3.3.2 Pérdida por goteo (drip I0SS).....cevviriiriiiieeiiiiieeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 48
3.4 MODIFICACION DE LAS FORMAS QUiMICAS DEL HIERRO EN LA

CARNE DE AVE. .. oo 51
3.4.1 Contenido de hierro total en los musculos crudos vy cocidos ...... 51

3.4.2 Contenido de hierro heminico v no heminico en los_musculos

Pectoralis y Gastrocnemius v la modificacion provocada por la dieta y la
(0101011 (0] 0 VUTUUTR TR PR UPRRRR 53

3.5 CONTENIDO DE SELENIO EN LA CARNE SUPLEMENTADAY

PERDIDA POR COCCION ...t ettt .56
4. CONCLUSIONES ..o oot eeeee e oo ettt 59
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... ..ot et e 61

VI



ABREVIATURAS

ANOVA - anélisis normal de varianza
ARNmM - acido ribonucleico mensajero
EDTA — acido etilendiaminotetracético
EEM — error estandar de la media
EROS - especies reactivas de
oxigeno

g — gramo

GLM — modelo general lineal

GPx — glutatién peroxidasa

GSH — glutation reducido

GSSG - glutatién oxidado

HCI — &cido clorhidrico

H202 — peroxido de hidrégeno

IDR — ingesta diaria recomendada

kg — kilogramo

MDA — malondialdehido

mg — miligramos

min — minutos

ml — mililitros

mM — milimolar

NCSS - statistical software
nmoles — nanomoles

NS — no significativo

OH®° — radical hidroxilo

02 - oxigeno

°C — grados Celsius

RQP° - radical alcoxilo

ROQ?® - radical peroxilo
ROOH - hidroperéxidos

rpm — revoluciones por minuto
Se — selenio

SeMet — Seleniometionina
SeNa — Selenito de sodio
TBARS — especies reactivas al &cido
Tiobarbiturico

TCA — &cido tricloroacético

Mg — microgramo

Ml — microlitro

pMmoles — micromoles

VIl



RESUMEN

Se estudi6 el efecto de la incorporacién de selenio en la dieta
de las aves, sobre los procesos oxidativos de la carne aviar, la capacidad
antioxidante, la funcionalidad proteica, las formas quimicas del hierro y el
contenido de selenio en los muasculos Pectoralis y Gastrocnemius. Se
distribuyeron aleatoriamente 90 pollos Ross en 3 grupos segun la dieta de
terminacion que recibieron: con incorporacion de seleniometionina (0,3 ppm);
con selenito de sodio (0,3 ppm); control sin adicion de selenio. Segun los
resultados, los grupos suplementados respecto al grupo control no
mostraron diferencias en la oxidacion lipidica, pero si se vio un efecto
significativo en el contenido de sulfhidrilos proteicos. El selenio organico
activo la enzima glutation peroxidasa en el musculo Gastrocnemius, en tanto
que la fuente inorganica, fue quien tuvo un efecto en el musculo Pectoralis.
No se encontré un efecto de la dieta en el contenido de glutatién reducido,
siendo en todos los tratamientos, el mlsculo Pectoralis quien posee valores
mas elevados. No se encontraron diferencias en relacion a la solubilidad
proteica con la suplementacién, pero ambas fuentes, disminuyeron la
pérdida por goteo en la carne a las 24 horas post mortem, no asi en la carne
congelada. La suplementacién no modificé el contenido de hierro total ni
heminico; inversamente si hubo un efecto en el no heminico siendo mas
bajo el valor en los suplementados. La coccién disminuyé el contenido de
hierro heminico lo que se corresponde con aumentos en la proporcion del no
heminico. La forma organica favorecio significativamente el depdsito de
selenio. Se concluye que la suplementacion, con ambas fuentes, ofreceria
ventajas nutricionales y sensoriales respecto a la no suplementada en
relacion a mayor actividad de la enzima glutation peroxidasa y menor
pérdida por goteo en la carne fresca. Asi mismo permitiria obtener valores
mas bajos de hierro no heminico lo cual es muy importante por su papel

como factor pro-oxidante de proteinas y lipidos.

Palabras clave: TBARS, sulfhidrilos, GPx, GSH, hierro heminico
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DIETARY SELENIUM AND OXIDATIVE, ANTIOXIDANT AND
MINERAL STATUS OF THE AVIAN GASTROCNEMIUS AND PECTORALIS
MUSCLES

SUMMARY

The research studied the effect of the incorporation of selenium in the
diet of the birds, on the oxidative processes of the poultry meat, the
antioxidant capacity, the protein functionality, the chemical forms of iron, and
the content of selenium in the Pectoralis and Gastrocnemius muscles. Ninety
Ross chickens were randomly distributed into 3 groups according to the
finishing diet they received: with incorporation of selenomethionine (0.3 ppm);
with sodium selenite (0.3 ppm); and control without addition of selenium.
According to the results, the supplemented groups with respect to the control
group did not show differences in lipid oxidation, but a significant effect was
seen in the content of protein sulfhydryls. Organic selenium activated the
enzyme glutathione peroxidase in Gastrocnemius muscle, while the inorganic
source in Pectoralis muscle. No effect of diet was found on the reduced
glutathione content, with the Pectoralis muscle having the highest values in
all treatments. No differences were found in relation to protein solubility with
supplementation, but both sources decreased drip loss in meat at twenty-four
hours post mortem, not in frozen meat. The supplementation did not modify
the content of total or heme iron; conversely, there was an effect in the non-
heme, being the value lower in the supplemented ones. Cooking decreased
the heme iron content, which corresponds to increases in the non-heme
proportion. The organic form significantly favored the deposit of selenium. It
is concluded that supplementation, with both sources, would offer nutritional
and sensory advantages over non-supplementation in relation to higher
activity of the glutathione peroxidase enzyme and less drip loss in fresh
meat. Likewise, it would allow obtaining lower values of non-heme iron, which
is very important due to its role as a pro-oxidant factor for proteins and lipids.
Keywords: TBARS, sulfhydryls, GPx, GSH, heme iron
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1. INTRODUCCION

La carne de ave, fuente de proteina animal, es una de las mas
consumidas en el mundo por su disponibilidad y menor costo (OCDE/FAOQO,
2019). Nutricionalmente, es fuente de proteinas de alta calidad, péptidos de
accion antioxidante, y nutrientes esenciales como vitaminas y elementos
traza (del Puerto et al., 2017). Las proteinas de alto valor bioldgico,
contienen todos los aminoacidos esenciales, tanto para nifilos como para
adultos (FAO, 2013). El aporte de lipidos es variable segin se consuma la
carne con o sin piel, si se consume sin piel resulta una carne magra, la
pechuga sin piel aporta tan solo 2,9 g de lipidos cada 100 g de alimento
(USDA, 2019). La composicion en acidos grasos, con un perfil mas hacia los
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, contribuye a una dieta
mas equilibrada (Gémez et al., 2011), siendo posible modificarla aun mas
hacia un perfil mas insaturado a través de la dieta del animal (Cabrera et al.,
2006). La carne aviar, al igual que otras carnes aportan vitaminas del
complejo B, y son una fuente importante de minerales como el hierro en su
forma hemo (Cabrera et al., 2010; Ramos et al., 2012), de interés para la
alimentacion humana y de nifios en particular por su papel en la prevencion
de anemia por déficit de hierro. Por otra parte el hierro heminico tiene un rol
clave en el metabolismo y en el sistema enzimatico antioxidante (Terevinto et
al., 2010). La carne de ave proporciona también cantidades significativas de
oligoelementos particularmente, selenio, cobre, zinc, magnesio que son
claves para las metaloenzimas y su actividad para contrarrestar los radicales
libres en el organismo (Cabrera et al., 2014; Wang y Fu, 2012). Se destaca
que pueden enriquecerse en selenio los muasculos de aves con dietas

suplementadas con selenio (del Puerto et al., 2017).

El muasculo aviar, que posteriormente se transforma en carne o



proteina animal, sufre importantes cambios metabodlicos que promueven los
procesos oxidativos y que en funcién del dafio en los lipidos y las proteinas;
gue componen la bioguimica del musculo; pueden afectarlo negativamente y
producir cambios en las caracteristicas nutricionales y sensoriales, durante
el procesamiento y la conservacién. Los principales cambios de la carne de
aves, comienzan en el periodo post mortem pero lo que sucede antes de
dicho periodo también tiene incidencia, asi como la dieta, ademas del
manejo y las caracteristicas genéticas (del Puerto, et al. 2014). Los procesos
oxidativos como la peroxidacion lipidica y proteica afectan la capacidad de
retener agua de la fibora muscular y los atributos nutricionales por pérdida de
acidos grasos, hierro heminico y formacién de compuestos secundarios
potencialmente dafiinos para la salud (Soyer et al., 2010). La carne de ave
es un alimento, que tiene interés nutricional pero también sensorial, por lo
cual los cambios que afecten cualquiera de estas propiedades estaran
afectando el valor nutricional en su conjunto. Algunos parametros como la
capacidad de retener agua, estan considerados entre las caracteristicas mas
importantes que influyen en la calidad sensorial de la carne. Se ha
demostrado que el selenio dietético tiene un papel clave en el sistema de
defensa antioxidante y contribuye a disminuir la pérdida por goteo en carne
de ave en el periodo post mortem (del Puerto et al.,, 2016). La enzima
muscular glutation peroxidasa tiene una alta dependencia de la dieta y su
actividad aumenta con el nivel de selenio dietético (Zhang et al., 2010). Por
ello, una estrategia para mejorar la estabilidad oxidativa de la carne es la
incorporacion de selenio en la alimentacién de aves antes del sacrificio,
buscando un efecto sobre la oxidacion de los lipidos y proteinas (Estévez,
2015; Estévez et al., 2020; Silva et al., 2019). En los ultimos afios se ha visto
que la eficiencia del selenio dietético podria variar segun si la fuente utilizada
es organica (selenometionina y selenocisteina), o inorganica (selenito de
sodio) (Surai et al., 2018; Surai y Fisinin, 2014).

Las caracteristicas nutricionales y sensoriales de la carne de ave



determinan que sea un alimento apropiado en las distintas etapas de la vida
y que pueda formar parte de la alimentacion de personas que presentan
diversas patologias como ser las digestivas entre otras. Es un alimento que
trasciende las culturas, y permite alcanzar la seguridad nutricional (Cabrera
et al., 2018), por su disponibilidad, costo, atributos funcionales (Grashorn,

2007) y su versatilidad en diferentes preparaciones.

Si bien tradicionalmente la eleccion de productos carnicos venia
determinada basicamente por aspectos sensoriales, en la actualidad los
consumidores tienen en cuenta otros factores como ser las implicancias para
la salud, la inocuidad y el valor nutritivo (Caffaro et al., 2018). La industria de
alimentos busca atender estas demandas, en la produccion avicola en
particular, se puede obtener productos con mejor valor nutricional mediante
el mejoramiento de la nutricion animal (dos Reis et al.,, 2019; Saadoun y
Cabrera, 2014).

El sector avicola uruguayo, como productor de proteina animal, tiene
por delante importantes desafios para adaptarse a los estandares de los
mercados mundiales y competir a nivel nacional con otras carnes y en este
sentido la obtencion de productos con mayor valor nutricional y sensorial
contribuye a mejorar la competitividad. El aporte de conocimiento que pueda
aplicarse a obtener mejores alimentos con impacto en la salud es un objetivo
del grupo de investigacion donde se desarroll6 esta tesis y fundamenta el

tema de la presente investigacion.

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue estudiar el efecto de
la incorporacion de selenio, organico e inorganico, en la dieta de las aves,
sobre los procesos oxidativos de la carne aviar, como la oxidacion de lipidos
y proteinas, el estatus antioxidante a través de la actividad de la glutation
peroxidasa Yy el glutatién reducido, la funcionalidad proteica, asi como las
formas quimicas del hierro y el contenido de selenio en los musculos

Pectoralis y Gastrocnemius. El estudio de las formas quimicas del hierro y el



contenido de selenio se realizaron en carne cruda y cocida.

1.1 PROCESOS OXIDATIVOS

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema
bioldgico de reparar el dafio resultante. Todas las formas de vida mantienen
un entorno reductor dentro de sus células, el mismo es preservado por las
enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte
de energia metabdlica. Desbalances en este estado normal redox pueden
causar efectos toxicos a través de la produccidn de perdxidos y radicales
libres que dafian a todos los componentes de la célula, incluyendo las

proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos (Cecarini et al., 2007).

En condiciones fisiologicas normales, las células se ven afectadas de
forma continua por agentes pro oxidantes que provienen de fuentes tanto
externas como internas y que provocan alteraciones en el metabolismo
celular (Sies et al., 2017). Los mas destacables son las especies reactivas
derivadas del oxigeno (EROs), también conocidas como ROS por su sigla en
inglés, Reactive Oxygen Species. Las EROs, presentan una reactividad mas
alta que el oxigeno molecular; las mas relevantes en los sistemas biol6gicos
son: el anién superéxido (0O27), el radical hidroxilo (HO'), y los radicales
formados en la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, alcoxilo (alKO")
y el alquilperoxilo (alKOQO"). Entre las EROs no radicales se encuentran el
peréxido de hidrogeno (H20,) y el acido hipocloroso (HOCI) (Terevinto et al.,
2019).

Por otra parte, ademas de las EROs, existen también especies reactivas del
nitrogeno (ERN) como el 6xido nitrico (NO°) radical del diéxido de nitrégeno
(NO?%), y formas no radicales, como el anién del peroxinitrito (ONOO), el
acido peroxinitroso (ONOOH), los cuales, junto con las EROs se generan

continuamente en cantidades pequefias en procesos celulares normales



como la sefalizacion celular, la neurotransmision, la relajacién del masculo,

entre otros (Londofio, 2012).

Los procesos oxidativos mediados por radicales libres, afectan
predominantemente a los acidos grasos insaturados de los lipidos, los
grupos hemo de los pigmentos, los aminoacidos de las proteinas y los

dobles enlaces conjugados de las vitaminas (Insani et al., 2008).

1.1.1 Oxidacion lipidica

La oxidacion de los lipidos es un proceso sumamente complejo que
implica numerosas reacciones en cadena que se da en tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacion, dando lugar a una gran variedad de
cambios fisicos y quimicos. Salvo el comienzo de la reaccién, las etapas

posteriores se desarrollan simultAneamente.
Fase de iniciacion

La absorcidon de oxigeno por parte de los acidos grasos insaturados
exige la intervencién de radicales libres; esto explica que para dar comienzo
la oxidacidén exista un periodo inicial de induccién en el que se alcanza un
determinado nivel en la concentracién de radicales libres. Esta primera fase
consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno de un carbono metileno

de un &cido graso (LH) convirtiéndose en un radical libre (Figura 1).

LH+R- —» L +RH

Figura 1. Iniciacion

Esta reaccion tiene una elevada energia de activacion lo que explica
que sea dificil de iniciar de forma espontanea. Para su desarrollo se precisa

de temperaturas elevadas y catalizadores: luz, presencia de ciertos metales



(cobre, hierro, niquel, cobalto, y manganeso) o metaloproteinas con un
grupo hemo. Esta fase es mas sencilla cuanto mas elevado es el nUmero de
dobles enlaces del acido graso, por este motivo los &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) son més susceptibles a la oxidacién (Morrissey et al.,
1998).

Fase de propagacion

Una vez que se han formado radicales libres, éstos se combinan con
el oxigeno dando lugar a mas radicales perdxido que pueden sustraer
hidrégeno de otra molécula insaturada rindiendo perdxido y un nuevo radical
libre; comienza asi la fase de propagacion. Esta reaccién puede tener lugar
ciento de veces y tiene la naturaleza de reaccidon en cadena, la misma
procede rapidamente ya que requiere menor energia. Cuando el nimero de
hidroperoxidos es suficientemente elevado estos pueden asociarse (Figura
2).

L + 02 » LOO-

LOO- + LH —* LOOH + L

2 LOOH —* LOO- + LO- + H.0

Figura 2. Propagacion de la peroxidacion lipidica

Los hidroperdxidos generados pueden reaccionar con ién ferroso
(Fe?*) o catién cuproso (Cu®) y formar radicales peroxilo (LOO') y alcoxilo
(LO’) que a su vez son capaces de iniciar nuevas reacciones. Por lo tanto,
en presencia de estos metales la reaccién en cadena no solo se propaga

sino que también se amplifica.

Paralelamente, el i6n férrico (Fe®") y el catién clprico (Cu®*) pueden
ser reducidos mediante reaccion con el radical anion superoxido (O27) u
otros reductores fuertes, permitiendo un ciclo redox en el que el metal de

transicion puede ser utilizado varias veces (Morrissey et al., 1998) (Figura 3).



02 +Fe¥ —» Fe? + 0,

027 +Cuz* —* Cu* +0;

Figura 3. Reciclaje iones metalicos

Es importante tener en cuenta el elevado consumo de oxigeno que
tiene lugar durante esta fase, ya que si el aporte de oxigeno no es limitado,
se puede llegar a la oxidacion de la totalidad de los acidos grasos

insaturados.
Fase de terminacioén

Los radicales libres procedentes de la descomposicion de los
peroxidos lipidicos se asocian formando compuestos no radicales de baja
masa molecular, aldehidos, cetonas, lactonas, acidos grasos de cadena
corta, hidrocarburos entre otros (Figura 4). Dentro de estos productos
secundarios, los aldehidos son compuestos clave, ya que reaccionan
facilmente con proteinas. Todos estos productos tienen algin grado de
toxicidad, el malondialdehido en particular, es un iniciador carcinogénico y
mutagénico (Cifuni et al.,, 2004), y pueden llegar a modificar las

caracteristicas organolépticas y propiedades nutricionales de los alimentos.

LOO +LO0"— LOOL+0;,

LOO+L —* LooOL

L +L — > L-L

Figura 4. Terminacion de la peroxidacion lipidica

1.1.2 Oxidacion proteica

En los alimentos la oxidacion lipidica ha sido tradicionalmente mas

estudiada que la proteica, los primeros informes sobre la ocurrencia de la



misma en alimentos musculares fueron publicados a principios de la década
del noventa y posteriormente revisado por Xiong, (2000). La oxidacion de
proteinas es responsable de muchas modificaciones biolégicas, como la
fragmentacidon o agregacion proteica, la disminucion de la solubilidad y

biodisponibilidad de aminoé&cidos.

El término oxidacion proteica hace referencia a la modificacion de una
proteina inducida de forma directa por EROs o bien indirectamente mediante
reaccion con productos secundarios. Los grupos carbonilo deficiente en
electrones son altamente reactivos con aminas y resto tiol para producir
enlaces cruzados entre polipéptidos o segmentos dentro de la misma
molécula de proteina (Estevez, 2011; Dominguez et al., 2020). El radical
libre produce una desaminacion oxidativa en presencia de un metal de
transicion que actla como catalizador lo que provoca la pérdida del grupo
amino y la formacion de un grupo carbonilo. El proceso de oxidacion proteica
tiene lugar sobre la proteina integra y no hace falta una protedlisis previa. Se
desconoce si una proteina parcialmente degradada es mas o menos

sensible a la accion de los radicales libres (Estévez, 2011).

La oxidacion de proteinas se da por medio de mecanismos como la
carbonilacion, la ruptura de enlaces peptidicos, la nitracion y la formacion de
enlaces proteina-proteina. Los objetivos de las EROs suelen ser el esqueleto
peptidico y el grupo funcional. Como consecuencia se extrae un atomo de
hidrogeno y se forma un radical proteico en el carbén central (P), como se

indica a continuacion:

PH+HO —4 P +H,0

El radical se convierte en peroxido (POO) en presencia de oxigeno y
capta un hidrogeno de una molécula susceptible para formar un perdxido de
alquilo (POOH), como se ve en las siguientes reacciones:



PP+0,—* POO

POO" + PH —> POOH + P

La oxidaciobn proteica implica gran variedad de moléculas
susceptibles, mecanismos y productos finales de oxidacion. De este modo,
cada aminoacido presenta una ruta especifica de oxidacion y da lugar a

productos de oxidacion especificos (Estévez, 2011).

Otras reacciones con EROs, como el radical perhidroxil HO, o
metales de transicién como el Fe** o Cu*, pueden formar un radical alcoxi
(PO) y su derivado hidroxilo (POH) (Estévez, 2011). La formacién de
carbonilos a partir de las cadenas laterales de lisina, treonina, arginina y
prolina se suele atribuir a los sistemas de oxidacion catalizada por metales.
Esta oxidacidon se produce por reaccion H,O, con un metal de transicion,
oxido ferroso (Fe2+), o férrico (Fe3+), produciendo el radical hidroxilo (HO.)
el cual, a su vez, reacciona con las cadenas laterales de los aminoacidos
adyacentes al sitio de unidon del metal a la proteina. El hierro heminico
induce la carbonilacion en proteinas céarnicas (Estévez, 2017). Como
consecuencia de la oxidacion mediada por metales, a partir de la treonina se
forma el acido alfa-cetobutirico, de la lisina se forma el semialdehido a-
aminoadipico (AAS), y de la arginina y la prolina se obtiene el semialdehido
y-glutdmico (SGG). El AAS y SGG se consideran los principales carbonilos,
debido a la oxidacion de proteinas catalizada por metales en la carne y en

productos carnicos (Estévez, 2011).

1.1.3 Procesos oxidativos en carne

La susceptibilidad de la carne a sufrir reacciones oxidativas puede
ocurrir por factores endogenos y exdégenos. Entre los endogenos se
encuentran el contenido de hierro hemo, lipidos insaturados y la presencia o

no de enzimas antioxidantes. Con respecto a los exdgenos se encuentran



el estrés previo al sacrificio, la maduracion post mortem (pH, temperatura,
acortamiento de la fibra muscular), la transformacién (tratamientos culinarios,
reduccion de tamafo, emulsificacion, deshuesado, adicion de aditivos) y
condiciones de almacenamiento (temperatura, tiempo y disponibilidad de

oxigeno).

La seleccidn genética que se ha venido realizando en las aves de alta
produccion para obtener pechugas mas grandes, magras y con tasas de
crecimiento mas rapido, ha tenido como consecuencia una mayor
susceptibilidad al estrés oxidativo (Estévez, 2017). Por otra parte la
manipulacion de la composicion de los acidos grasos suministrados en la
dieta del animal permite reducir el nivel de saturacion, aumentar el contenido
en acidos mono y poliinsaturados, pero uno de los principales problemas que
aparecen es el incremento de la oxidacion lipidica, especialmente durante
los procesos de almacenamiento y coccion. La disminucion del pH post
mortem facilita la oxidacion de los componentes musculares que puede
favorecer la accidén pro-oxidante de la mioglobina (Estévez, 2011). Ademas
otros cambios como la alteracion de la compartimentacién celular y la
liberacién de hierro catalitico libre y enzimas oxidantes también contribuyen
a promover la oxidacion. La trituracion o el fileteado, aumenta el area de
superficie de la proteina y dafa la estructura celular y el sistema de defensa
antioxidante, esto hace que los diversos pro-oxidantes queden en contacto
directo con las proteinas en presencia de oxigeno molecular, convirtiéndolas
en mas vulnerables al ataque de las EROs (Soyer et al., 2010). Durante la
coccion, se desnaturalizan las hemoproteinas que participan en la catalisis
de la oxidacion y se liberan los acidos grasos polinsaturados de la
membrana, principales sustratos de oxidacién (Rhee et al.,, 1996). La
aparicion temprana de oxidacion proteica y lipidica post mortem se ha
encontrado durante la maduracion, almacenamiento en frio y congelacion de
pollos (Zhang et al., 2010). Ademas, la produccion de aves de corral en

climas calidos y el suministro de alimentos oxidados empeoran los procesos
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oxidativos in vivo en los tejidos. El aumento de la oxidacion proteica durante
el almacenamiento en congelacién fue atribuido a la liberacion de hierro
catalitico por la alteracion de las membranas celulares y la posible
crioconcentracion de solutos pro-oxidante alrededor de las moléculas de

proteina en la porcidén de agua descongelada (Utrera y Estévez, 2013).

La carbonilacién puede tener lugar en ausencia de oxidacion lipidica,
pero en sistemas complejos como la carne, la presencia de lipidos oxidados
influye muy probablemente sobre la oxidacion proteica aunque los
mecanismos y las vias exactas todavia estan bajo estudio. Los radicales
lipidicos e hidroperoxidos que se forman en la oxidacion lipidica pueden
iniciar la oxidacion de proteinas cercanas y viceversa (Estévez, 2011). Una
vez que comienzan las reacciones oxidativas, los cambios medibles indican
que la oxidacion lipidica avanzaria mas rapido que la proteica (Estévez,
2017; Wang et al., 2009). Ambas afectan la calidad de la carne y de los
productos avicolas y son una de las principales causas de rechazo del
consumidor, pérdidas econdmicas e implicancias para la salud. La oxidacion
lipidica provoca la aparicién de olores, sabores extrafios y alteran el color
reduciendo la calidad organoléptica. Las proteinas oxidadas pierden parte de
sus propiedades funcionales como la capacidad de retencion de agua, que
es muy importante en la jugosidad de la carne fresca, ademas de la pérdida
de nutrientes solubles en dicha agua. Por otro lado, se produce una
disminucién del valor nutritivo de la carne por pérdida de acidos grasos y de
aminoacidos esenciales. Las proteinas oxidadas que pasan sin digerir al
intestino grueso se fermentan y producen compuestos potencialmente
nocivos para la salud (Bekhit et al., 2013). La medicion del contenido de
sulfhidrilos y carbonilos es una forma interesante de evaluar el ataque de los
radicales libres sobre las proteinas en los musculos (Korzeniowska et al.,
2015).
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1.1.4 Degradacion oxidativa del grupo hemo

El hierro es un metal con funciones de gran importancia debido a que
participa en procesos vitales para el ser humano como la respiracion celular
y diversos sistemas enzimaticos. La deficiencia de hierro, y especialmente la
anemia por deficiencia de hierro, constituye la carencia nutricional mas
frecuente y mas grave a nivel mundial y ocurre tanto en paises en vias de
desarrollo como industrializados (WHO, 2011). Las adolescentes
embarazadas y los nifios menores de 2 afios, son grupos de alto riesgo.
Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2011), mas de 2
billones de personas tienen deficiencia de hierro, lo que representa casi el
25% de la poblacién mundial. En Uruguay, en el afio 2012 el 24,3 % de las
adolescentes embarazadas y el 41 % de los nifios menores de un afio
presentd anemia (RUANDI et al., 2011). La deficiencia de hierro afecta el
desarrollo cognitivo en nifios y en la mujer embarazada se asocia con mayor
riesgo de parto prematuro, enfermedades infecciosas y mortalidad materna
(Black, 2003; O’Brien et al., 2003).

Los productos carnicos son la principal fuente de hierro biodisponible.
En los alimentos el hierro esta presente en dos formas, hierro heminico y
hierro no heminico. Los vegetales y productos lacteos contienen solo hierro
no heminico, mientras que las carnes contienen ambos tipos de hierro. El
hierro heminico se encuentra formando parte de la mioglobina, hemoglobina
y enzimas mientras que el hierro no heminico forma parte de enzimas
relacionadas con el metabolismo oxidativo. El hierro heminico tiene un rol
clave en el metabolismo y en el sistema enzimatico antioxidante (Cabrera et
al., 2010).

La absorcion de hierro de la dieta ocurre por distintos mecanismos
segun las diferentes formas del hierro. El hierro heminico se absorbe como
un complejo intacto, luego el hierro se libera dentro de las células de la
mucosa intestinal por accion enzimatica (West y Oates, 2008). La absorcion

no es afectada por la composicion de la dieta y es altamente disponible. La
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biodisponibilidad del hierro no heminico en cambio, es fuertemente
influenciada por una variedad de sustancias que incrementan o inhiben su
absorcion, siendo su disponibilidad muy baja 1 - 20 %. Uno de los factores
potenciadores de la absorcibn es un componente del tejido muscular
identificado como L-a-Glicerofosfocoline denominado ‘factor carne’ que

favorece la absorcion de hierro no heminico (Armah et al., 2008).

El contenido de hierro en las carnes puede variar por distintos
factores como ser: la especie animal, el método de cria, el tipo de
alimentacion, entre otros. Si bien el contenido de hierro en las aves es menor
en relacion a otras carnes, se ha visto que es posible aumentar el contenido
de hierro hemo a través de la inclusion de selenio en la dieta (del Puerto et
al., 2016), y con sistemas de cria organicos (Castroman et al., 2013). En
general el contenido de hierro se informa sobre el total, sin embargo conocer
los niveles hierro heminico permite monitorear su contenido en carnes
crudas y estimar el impacto de la coccién. El hierro heminico en la carne se
puede convertir parcialmente en hierro no heminico por tratamiento térmico o
sufrir nitrosilacion en el tracto gastrointestinal (de La Pomélie et al., 2019). El
tipo de coccion, la temperatura y el tiempo de los métodos de coccion
influyen fuertemente en el grado de degradacion y nitrosilacion del hemo en
la carne (de La Pomélie et al., 2019; Purchas et al., 2004; Lombardi-Boccia
et al., 2002). La coccién causa la liberacion del hierro de las hemoproteinas
por desnaturalizacion de la proteina, afectando la proporcién de cada una de
las formas. Purchas et al. (2004) observaron que el musculo de res contenia
72% de hierro hemo en estado crudo, luego de la coccién en bolsas de
plastico en un bafio de agua 30 minutos a 60 °C, se redujo a 42%, y a 80 °C
se redujo a menos del 5%. El hierro no heminico es un promotor de la
oxidacion lipidica. Los radicales libres producidos por oxidacion lipidica
pueden iniciar las reacciones de oxidacibn de la oximioglobina a
metamioglobina. Los muasculos que contienen mayor cantidad del pigmento

se oxidaran en mayor medida. En una revision realizada por Estévez (2011),
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sobre oxidacion proteica en sistemas carnicos, se mostraban varios trabajos
donde se hallaron correlaciones significativas entre el contenido de hierro no
hemo y carbonilos; al parecer el deterioro oxidativo de proteinas, podria
promover la degradacién del grupo hemo y la subsecuente liberacion del

hierro.

1.1.5 Mecanismos antioxidantes

En el animal vivo y post mortem existen mecanismos para limitar la

exposicion a las EROs que incluyen:

a) enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, la catalasa y
la glutatién peroxidasa. Representan la primera y principal linea de defensa

contra la oxidacién de la carne, previniendo la formacion de radicales libres.

b) compuestos con actividad antioxidante provenientes de la dieta
como el selenio y el glutation reducido, de interés en este trabajo, las
vitaminas E, C y el B-caroteno, que actlan restringiendo la propagacion de la

reaccion en cadena.
Glutatién Peroxidasa (GPx)

La enzima GPx es una proteina tetramérica con 4 subunidades
idénticas cada una con un atomo de selenio unido. Se encuentra en la matriz
mitocondrial y en el citosol de las células. La GPx necesita selenio en forma
de selenocisteina, en el centro activo. A pesar de que la GPx comparte el
sustrato (H.0O,) con la catalasa, solo ella puede reaccionar efectivamente
con los hidroperéxidos lipidicos, siendo la principal via de proteccion contra
bajos niveles de estrés oxidativo. La GPx cataliza la reaccion a través de la
cual el glutation reducido reacciona con peroxidos para transformarlos en
agua y alcohol. Durante el proceso el glutation es oxidado (GSSG) para
posteriormente ser regresado a su estado original por la enzima glutatién

reductasa, utilizando NADPH como reductor (Rotruck et al., 1973).
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La reaccion general para las GPx es la siguiente:
GPx
ROOH + 2 GSH —* ROH + GSSG + H,0

En este esquema ROOH es cualquier hidro o lipo peréxido, GSH es el
glutatién reducido, ROH es el peréxido reducido y GSSG el glutation en su
forma oxidada.

La principal forma de la GPx es la dependiente de selenio
(selenoproteinas) dado que es la Unica que puede convertir estos
compuestos en productos no reactivos. La actividad de la GPx estda muy
relacionada con la ingestion dietética de selenio, se ha propuesto que la
actividad de esta enzima en sangre podria servir como indice del estatus de
selenio del animal (Descalzo y Sancho, 2008). Por lo tanto el aporte
nutricional de selenio es un factor importante en la regulacion de la actividad
de la enzima y la eficiencia del sistema antioxidante (Schrauzer y Surai,
2009), por eso actualmente se lo incorpora en la dieta animal como un
meétodo efectivo para incrementar la estabilidad oxidativa del muasculo. Asi
mismo se debe tener en cuenta que el efecto del selenio proveniente de la
dieta sobre el estatus antioxidante depende de distintos factores como ser:
los nutrientes antioxidantes y pro-oxidantes aportados, los aditivos, la
absorcion y la biodisponibilidad de todos. La actividad de las enzimas puede
diferir entre especies, entre animales de una misma especie y entre los
distintos tipos musculares. Los musculos que sufren mayor estrés oxidativo,
presentan una mayor actividad de las enzimas antioxidantes. En aves el
musculo Gastrocnemius, es mas oxidativo, presenta fibras de color rojizo
con mayor cantidad de mioglobina, permitiendo contracciones rapidas y
lentas. El musculo Pectoralis en cambio, posee abundantes fibras
musculares de aspecto mas claro, con menor contenido de mioglobina, su

metabolismo es més glucogénico (Lawrie, 1979).
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El hecho de suplementar la dieta de animales destinados a la
produccion cérnica tiene como objetivo garantizar la deposicion de suficiente
antioxidante en los musculos para una correcta proteccion frente a la
degradacion oxidativa. Sin embargo en los Ultimos afios se ha visto que la
capacidad de asimilacion del selenio dietético puede depender en gran
medida de la fuente utilizada, ya sea organica como selenometionina o

inorganica como el selenito de sodio (Surai et al., 2018).
Glutation reducido (GSH)

El glutation reducido es un importante compuesto bioactivo formado
por los aminoacidos: cisteina, glicina y acido glutamico (Martinez et al.,
2006). Es el principal compuesto de azufre de bajo peso molecular, soluble
en agua, que se encuentra comunmente en todas las células eucariotas de
plantas y animales (Rakowska et al., 2017). Es uno de los antioxidantes mas
importantes, junto con el acido ascoérbico, la albumina, la cisteina, los
flavonoides, el acido fitico, la melanina, el alfa-tocoferol, el betacaroteno, la

bilirrubina y la coenzima Q (Rakowska et al., 2017).

La sintesis ocurre en dos etapas y depende de la disponibilidad de
sustratos y de mecanismos regulatorios a nivel de la enzima gamma-glutamil
cisteinil sintetasa (yGCS). El GSH esta sujeto a un constante recambio en el
organismo; higado, rifiones, pulmones, corazén, intestinos y musculos son
los principales 6rganos responsables de su homeostasis. La captacion de
cada 6rgano o tejido depende de la actividad de la enzima gamma glutamil
transpeptidasa (y GT o GGT) localizada en la membrana celular. El nivel de
GSH disminuye con la edad como resultado de la disminucién de la actividad
de la yGCS (Martinez et al., 2006).

La funcidn mas importante del glutation en los organismos vivos es
proteger las células contra el estrés oxidativo. Este compuesto elimina
eficazmente especies reactivas de oxigeno, por ejemplo, radicales hidroxilo,

peréxidos de hidrogeno, peroxidos lipidicos y aniones superoxido. El
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glutation también participa en la desintoxicacion de productos de oxidacion
de lipidos, principalmente malondialdehido y 4-hidroxi-2-nonenal (Kulczynski
et al., 2019). Se observa un nivel reducido de glutation en el desarrollo de
muchas enfermedades, como diabetes, alcoholismo, SIDA y enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson. La suplementacion con
GSH en personas sanas influyd en el aumento de su concentracion en
sangre, eritrocitos, plasma, células bucales, estimuld la funcién inmune del
cuerpo, y al mismo tiempo, limité las reacciones de oxidacién (Richie et al.,
2015). El efecto significativo de GSH en la salud humana y animal es
indiscutible (Estévez et al., 2020).

Aunque el GSH estd presente en los alimentos en pequefias
cantidades y es una pequefia fraccion de la cantidad total de aminoacidos
que contienen azufre, su consumo estd asociado, con aumentos de su
concentracion en diversos tejidos y con la prevencibn de muchas
enfermedades (Minich y Brown, 2019). El efecto de aumentar los niveles de
glutation bajo la influencia de la dieta a corto plazo, tiene un papel muy
importante en el buen funcionamiento del glutation corporal. Sin embargo, el
GSH es un “antioxidante paradoja”, ya que estudios recientes ponen en
evidencia que un excesiva ingesta tiene efecto pro oxidante (Minich y Brown,
2019). En algunos casos, es dificil saber el nivel al que un antioxidante se
convierte en prooxidante, aun hay mucho que comprender sobre el papel de
los niveles de glutation en la salud (Minich y Brown, 2019).

Si bien la informacién en relacion al contenido de GSH en alimentos
es escasa se sabe que las carnes son ricas en este compuesto, también
algunos productos vegetales como los esparragos, las papas y las naranjas.
Asi mismo las carnes contienen grandes cantidades de precursores de GSH,
especialmente cisteina y metionina (Bukowska, 2004). Otros alimentos como
los huevos, aceites, bebidas, productos lacteos y cereales son pobres en
ese compuesto (Minich y Brown, 2019; Valencia et al., 2001). El contenido

de GSH en la carne esta determinado por muchos factores como la raza, las
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condiciones ambientales (incluida la alimentacién del animal), actividad
fisica, edad del sacrificio, sexo, estado fisiolégico, entre otros aun no
identificados (Rakowska et al., 2017). Se ha visto que se puede aumentar el
contenido de GSH en el musculo esquelético al suplementar la alimentacion
de los animales con metionina y sus analogos. La metionina es precursor de
la cisteina, que es esencial para la sintesis de glutation y taurina, dos
importantes antioxidantes celulares no enzimaticos. ElI aumento del
contenido de GSH se ha documentado en cerdos (Lebret et al., 2018) y
pollos de engorde (Németh et al., 2004) y generalmente ocurren junto con
una mayor estabilidad oxidativa y beneficios en términos de calidad de la

carne.

1.2 IMPORTANCIA DEL SELENIO

1.2.1 Selenio en la nutricibn humana

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial para el mantenimiento, el
crecimiento y la salud de todas las formas de vida conocidas. Puede actuar
en reacciones quimicas con valencia positiva (+2, +4, +6) o0 negativa (-2).
Esta posicion entre metales y no metales permite que las proteinas que
contienen selenio puedan actuar como catalizadores efectivos en reacciones
redox (Jacob et al., 2003). El selenio esta presente en la naturaleza tanto de
manera inorganica como organica, encontrandose esta Ultima como parte de
la selenometionina y selenocisteina donde sustituye al azufre de la molécula
debido a la gran analogia quimica entre estos dos elementos. El selenio
juega un papel relevante y Gnico en un buen numero de procesos vitales.
Induce la apoptosis, estimula el sistema inmunoldgico e interviene en el
funcionamiento de la glandula tiroides y la actividad cerebral. Desempefia un
papel clave en la sefializacion del estado redox mediante la reduccion de los
peroxidos lipidicos hidrogenados a través de la participacion en el sistema
de defensas antioxidantes que comprenden la glutation peroxidasa,

superoéxido dismutasa y catalasa. Las investigaciones realizadas sugieren la

18



existencia de una correlacion entre el consumo de selenio y la prevencion de

cancer en humanos (Gromadzihska et al., 2008; Schrauzer y Surai, 2009).

La concentracion de selenio en los alimentos presenta fuertes
variaciones entre paises dadas las diferencias en su concentracion en el
suelo, que se trasladan posteriormente a toda la cadena alimentaria
(Cabrera et al., 2010). Las plantas y levaduras lo absorben del suelo como
selenito, selenato o en su forma metalica. Su concentracion en las plantas
depende de multiples factores como su contenido en el suelo, pH, nivel de
fertilizacion, composicién mineral, precipitaciones, aireacion y tipo de planta
entre otros factores. En Uruguay, Pittaluga Rossi (2018) informé que los
contenidos de selenio de las pasturas naturales fueron distintos entre los
ambientes edéficos. Y concluyd que el aporte de selenio para el ganado,
obtenido del campo natural, seria insuficiente durante el periodo de verano-
otofio. Los alimentos contienen diversas formas quimicas de selenio la
principal forma nutricional natural es la selenometionina que representa mas

del 50 % del total del selenio ingerido en la dieta animal (Zhan et al., 2007).

La ingesta diaria recomendada (IDA) de selenio es de 0,065 mg para
hombres y 0,055 mg para mujeres de 19 a 65 aflos de edad,
respectivamente (FAO, 2002). Schrauzer y Surai (2009) sugieren que la IDA
actualmente adoptada para el selenio es demasiado baja y proponen su
revision dado que por un lado, segun esos autores, son mas bajas que el
requerimiento fisioldgico y por otro, existen selenoenzimas que requieren
cantidades de selenio mas altas para alcanzar sus maximos de actividad.
Por otra parte tampoco tienen en cuenta la alta afinidad del selenio por
algunos metales toxicos como el mercurio, el cadmio y no metales como el
arsenico, para los cuales el selenio funciona como un agente desintoxicante.
Un factor a tener en cuenta es que las recomendaciones no especifican la
forma quimica de selenio para la suplementacién y el mantenimiento de la

salud.
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La deficiencia de selenio en humanos sigue siendo un problema en muchos
paises (Zhang et al., 2010) por ello se promueven estrategias como ser: la
suplementacién via oral, la mejora del contenido en el suelo y la produccién
de alimentos ricos en selenio (Surai y Fisinin, 2014). Se han desarrollado
modificaciones dietéticas en la alimentacién animal para proporcionar carne
con mayor cantidad de este mineral (Schrauzer y Surai, 2009; Zhang et al.,
2010).

La carne es una fuente importante de selenio (Ramos et al., 2012;
Zhang et al., 2010), su concentracién varia mucho debido a las diferentes
practicas de produccion y a la variabilidad en el contenido de selenio tanto
de los granos utilizados para la alimentacibn como en los suelos segun la
region geogréfica de cria. En investigaciones realizadas en nuestro pais se
han mostrado interesantes contenidos de selenio en el masculo de novillos
Hereford, Braford y Aberdeen Angus alimentados a pasturas (Ramos et al.,
2013; Cabrera et al., 2010). Por otra parte se han observado diferencias en
el contenido de selenio debidas a la alimentacién (Latronico et al., 2013), a la
especie (Mernies et al., 2014), al tipo de musculo (Saadoun et al., 2011), al
proceso de maduracion y de transformacion (Ramos et al., 2012; Latrénico
et al., 2013).

La selenometionina se absorbe activamente en el tracto
gastrointestinal y la mayor parte se transfiere al pool de aminoacidos. A partir
de ahi, algunos se incorporan a proteinas corporales, o se degradan
enzimaticamente en el higado a formas bioactivas. La incorporacion de
selenometionina en proteinas proporciona un medio para acumular reservas
de selenio reutilizables en el cuerpo. La selenometionina juega un papel
importante en el mantenimiento del selenio en el organismo al ser el Unico
compuesto que se incorpora significativamente a las proteinas corporales.
La eliminacion del selenio organico se produce principalmente por via fecal.
El selenito se incorpora a los eritrocitos, donde se reduce a ion selenio por

el glutation, para ser posteriormente trasladado por el plasma de manera
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selectiva conjugado con la albumina y siendo finalmente transferido al
higado. El selenato se transporta directamente al higado, pudiendo ser a

posteriori eliminado con la orina (Daniels, 1996).

1.2.2 Selenio en la alimentacién animal

El selenio se ha convertido en un nutriente interesante en la
produccién animal porque mejora el valor nutricional y las caracteristicas de
calidad de los productos cérnicos (Schrauzer y Surai, 2009). La deficiencia
severa de selenio en aves, estd asociada con el desarrollo de varios
trastornos como ser la degeneracion muscular, diatesis exudativa,
hemorragia muscular, atrofia del pancreas, lesion hepética, entre otras. Si
bien estas patologias actualmente son poco frecuentes en la industria
avicola, la disminucion del rendimiento debido a niveles sub 6ptimos de
selenio y defensas antioxidantes inadecuadas en condiciones de estrés adn
se pueden observar (Surai et al., 2018). Como se explicd anteriormente la
enzima muscular glutation peroxidasa tiene una alta dependencia del selenio
y su actividad aumenta con la concentracion del mismo en la dieta (Li et al.,
2011). Se ha demostrado que las propiedades antioxidantes del selenio
contindan en el tejido muscular post mortem y previenen la oxidacion de los
lipidos (Chen et al., 2013).

Los requerimientos de selenio para pollos de engorde son de 0,15
mg/kg (Council, 1994), sin embargo esta cantidad no es adecuada para
evitar pérdidas de produccion como resultado de trastornos por deficiencia
de selenio (Surai y Fisinin, 2014). Ademas debido a la enorme variabilidad
de este elemento en los alimentos y las condiciones tendientes a la
oxidacion de lipidos es que se promueve la suplementacién en las raciones
para aves. El nivel recomendado para la suplementacion de pollos de
engorde es 0,2 a 0,3 mg/kg de selenio (Surai y Fisinin, 2014). Ahora bien en
esta recomendacion no se especifica la forma quimica del elemento que se

va a agregar (Schrauzer y Surai, 2009).
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Diferencias entre el selenio organico e inorganico.

Desde el momento en que el selenio es ingerido por el animal, la
distribucion, absorcion y excrecion dependen de varios factores como ser: la
forma quimica, la cantidad total en la dieta y la presencia de otros
componentes del alimento, como el azufre, metales pesados y vitaminas.
Otros factores propios del animal como ser el sexo, las condiciones de salud
y el status nutricional también pueden afectar la absorcion y la distribucion

del mismo en el organismo.

En los ultimos afios se ha sugerido que la forma dietética de selenio
suplementado es un determinante importante de su eficiencia, y que tanto el
selenio organico como el inorganico, tendrian un efecto diferente en relacién
a ciertos pardmetros de calidad de las carnes de aves. Existe cierta
variabilidad en los datos informados por diferentes investigadores en relacion
a este tema. Algunos autores explican las principales diferencias en la
asimilacion y el metabolismo entre las formas organicas e inorganicas por el
hecho de que el sistema digestivo de los animales, incluyendo el de las
aves, se adaptd durante su evolucibn a la metabolizacién del selenio
organico proveniente de las plantas, y que por lo tanto, la inclusion de
selenito o de selenato en la dieta no es una situacion natural (Surai et al.,
2018). Por otra parte al parecer el selenito de sodio es pro-oxidante y en
combinacion con hierro o zinc podria estimular la oxidacion lipidica y causar
dafos al enterocito con disminucion de la absorcion de diferentes nutrientes,

incluyendo antioxidantes (Calvo et al., 2017; Wang et al., 2011).

En los principales ingredientes de las raciones, granos, soja y semillas
oleaginosas, el selenio se encuentra principalmente en forma organica (mas
del 50% del total), mientras que tradicionalmente las fuentes de selenio mas
usadas en la suplementacién de raciones son las fuentes inorganicas, como
los selenatos y selenitos de sodio (Surai et al., 2018). Un factor a tener en

cuenta es que los nutrientes en la racion pueden interactuar entre si, tal es el
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caso del selenito de sodio que puede reducirse a la forma no disponible
(selenio elemental) por varios nutrientes que poseen actividad reductora. Por
ejemplo, la reaccion quimica entre el selenito de sodio y el acido ascorbico
en la premezcla, la alimentacion o el intestino puede conducir a la reduccion
de selenito a selenio elemental, que no puede ser absorbido en el tracto
digestivo de los pollos (Surai et al., 2018). De hecho, las particulas rosadas
en la premezcla después de un almacenamiento prolongado muy a menudo
representan selenio elemental producido como resultado de la reaccién

mencionada anteriormente.

Proporcionar carne enriquecida con selenio para el consumo humano
mediante la manipulacién de alimentos para animales no solo es beneficioso
para la salud humana sino que ademas aumenta la estabilidad de la misma
contra diversas condiciones de almacenamiento evitando la reduccién del
valor nutricional y sensorial de la carne. En esta tesis nos propusimos
suplementar la alimentacion de las aves con selenio, a efectos de mejorar
los atributos antioxidantes de la carne de ave, propender a la conservacion
del hierro; un nutriente esencial para nifios y mujeres embarazadas; asi
como a aumentar el contenido de selenio en la carne. Para ello nos

planteamos los objetivos que se describen a continuacion.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto de la incorporacion de selenio, organico e
inorganico, en la dieta de las aves, sobre la capacidad antioxidante, la
funcionalidad proteica, las formas quimicas del hierro y el contenido de

selenio en los musculos Pectoralis y Gastrocnemius.
Objetivos especificos

+ Evaluar el efecto del selenio dietario en el estatus oxidativo de los
lipidos vy las proteinas en los musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos

a través de la determinacion de TBARS vy sulfhidrilos.

* Evaluar el efecto del selenio dietario en el estatus antioxidante de los
musculos Pectoralis y Gastrochemius crudos, expresada a través de la
actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) y del glutatién reducido
(GSH).

 Evaluar el efecto del selenio dietario en la funcionalidad de la proteina de
los musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos a través de la solubilidad

proteica y la pérdida de agua.

» Evaluar el efecto del selenio dietario en las formas quimicas del hierro a
través del contenido de hierro total, heminico y no heminico en los masculos

Pectoralis y Gastrocnemius crudos y cocidos.

» Evaluar el efecto del selenio dietario en el contenido de selenio en los

musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos y luego de la coccion.
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1.4 HIPOTESIS

El selenio suplementado reduciria la oxidacién de lipidos y proteinas

de la carne de aves.

El selenio suplementado mejoraria la actividad antioxidante (GPx y
GSH).

El selenio suplementado mejoraria la funcionalidad de la proteina en

el masculo (mayor solubilidad y menor pérdida de agua).

El selenio suplementado contribuiria a mantener los niveles de hierro

heminico y hierro total luego de la coccién.

La suplementacion con selenio aumentaria el contenido del mismo en
los musculos estudiados y podria influir en la pérdida de selenio por

coccion.

La forma de selenio suplementada y el tipo de musculo aviar podrian

determinar diferentes resultados en los parametros estudiados.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES, TRATAMIENTOS Y MANEJO DE MUESTRAS

Se utilizaron 200 pollos machos de la linea Ross de 1 dia de edad,
provenientes de planta incubadora comercial. Se criaron en la Unidad
Avicola Experimental de la Facultad de Agronomia sobre piso con cama de
cascara de arroz, en sala con ambiente controlado de acuerdo a los
requerimientos del animal, con fotoperiodo de 23 horas de luz. Durante este
periodo se les ofrecio racion de iniciacion a base de maiz - soja (proteina
cruda 21.9 %; energia metabolizable 2931 kcal/kg) y agua ad libitum. A los
35 dias de edad, se seleccionaron 90 aves por homogeneidad de peso y
sanidad y se distribuyeron aleatoriamente en alojamientos de madera (1 m x
1 m), sobre piso de cascara de arroz, en grupos de 3 aves en cada una, con
10 jaulas por tratamiento. Se mantuvo la temperatura controlada y el
fotoperiodo de luz de 23 horas hasta la faena. Los animales se repartieron
en 3 tratamientos (10 jaulas por tratamiento, 3 aves por jaula, 30 aves en
cada uno) de acuerdo a las dietas que recibieron hasta el sacrificio. La
formulacién de las dietas fueron las siguientes: 1) dieta base, considerada
control, con harina de soja y maiz molido sin agregado de selenio, (selenio
base, 0,016 ppm) cuya formulacion se muestra en el Cuadro 1; 2) dieta base
mas suplementacién con selenio inorganico, selenito de sodio (SeNa;
selenio 0,3 ppm); 3) dieta base mas suplementacion con selenio organico,
selenio metionina (SeMet; selenio 0,3 ppm). Las tres raciones fueron
isoproteicas (20% proteina cruda), isoenergéticas (energia metabolizable,
2931 Kcal/kg), con iguales contenidos de fibra cruda (3,7 %), calcio (1,2 %) y
fésforo (0,42 %), la Unica diferencia fue el contenido y la forma quimica del

selenio suplementado en los tratamientos 2 y 3.
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Cuadro 1. Composicion porcentual de la dieta base

Ingredientes Porcentaje
Maiz molido 60
Harina de soja 32,5
Harina de carne y hueso 4,2
Carbonato de calcio 1,00
Fosfato bicalcico 0,8
Aceite de girasol 0,5
Cloruro de sodio 0,3
Lisina 0,25
DL-Metionina 0,1
Premix (*) 0,25

(*) Premezcla vitaminico-mineral para pollos de engorde. Aporte cada 1,5 kilogramos: 12.000.000 1U
de vitamina A, 2.000.000 IU de vitamina D3, 25.000 IU de vitamina E, 7.6 g de vitamina K, 5 g de
vitamina B2, 10 g de calcio D-pantotenato, 30 g de niacina, 0,5 g de acido félico, 13 mg de vitamina
B12, 500 g de cloruro de colina, 0,5 g de vitamina B1, 1 g de vitamina B6, 90 g de Mn, 35 g de Zn, 25
gde Fe,2gdeCu,2gdel,0,1gdeCoy0,1gde Se.

A los 52 dias las aves se sacrificaron previo ayuno de 7 horas segun
las normas establecidas por la Comisidbn Honoraria de Experimentacion
Animal, en planta de faena comercial (10 minutos de transporte). A las 24
horas post mortem a temperatura de chilling, 1-2 °C, se extrajeron los
musculos Pectoralis y Gastrocnemius, se colocaron en bolsas al vacio,
utilizando equipo de vacio doméstico y se congelaron rapidamente a - 30°C
hasta su analisis (excepto para la determinacion de la pérdida por goteo que

se realizaron a las 24 horas post mortem).
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Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de Calidad de
Alimentos y Calidad de Productos de la Facultad de Agronomia. Para las
distintas variables se realizaron 8 a 10 réplicas bioldgicas, excepto para:
pérdida por goteo de carne congelada y GSH que se realizaron 3 réplicas

biolégicas.

2.2 DETERMINACION DE LA OXIDACION LIPIDICA Y PROTEICA

2.2.1 Determinacion de la oxidacion lipidica por el método de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, TBARS

Se sigui6 el método de Lynch y Frei (1993) con modificaciones
Terevinto et al.,, (2010). Se descongelaron y homogeneizaron 5 ¢
aproximadamente de cada muestra de musculo con 100 ml de un buffer de
extraccion (KCI 0.15 M, EDTA 0.02 M, BHT 0.30 M) durante 1 min a 12.000
rpm. Se extrajeron 5 ml de cada homogeneizado y se centrifugaron a 2000 g
durante 10 min, se extrajo 1 ml del sobrenadante al cual se le agreg6 1 ml de
la mezcla TBA-TCA (TBA 35 mM, TCA 10 % en HCI 125 mM). Se prepard un
blanco con el buffer de extraccion y se sometié al mismo procedimiento que
las muestras. Las muestras y el blanco se colocaron en ebullicion durante 30
min, luego en hielo durante 5 min para frenar la reaccion y a temperatura
ambiente durante 45 min. Se agregaron 2 ml de n-butanol, se centrifugaron a
3000 g durante 10 min y se midi6é la absorbancia del sobrenadante en un
espectrofotometro (Genesys, USA) a 535 nm de longitud de onda. La
concentracion del MDA de las muestras se calcul6 utilizando su coeficiente
de extincién molar (156.000 M™* cm™) y los resultados se expresaron en mg
de MDA/ kg musculo.

2.2.2 Determinacion de la oxidacion proteica a través de la
cuantificacion de sulfhidrilos o tioles totales

Se determind por espectrofotometria, basada en la reaccion de
Ellman (1959) modificada por Jongberg et al. (2013). Se pes6 un gramo de
carne previamente descongelada y homogenizada con 20 mL de solucion

28



Urea 8 M, dodecil sulfato de sodio (SDS) 3%, Solucion Buffer de Fosfato
(PBS) 0.1 M, a pH7.4, empleando ultra turrax (IKA T18 Basic) a velocidad 2
(8000 rpm). Se vortexd por un minuto a velocidad 10 (Vortex Genie, Model
K550-GE, Scientifc Industries). Se incubo6 en agitacion durante 1 hora (Roto
Mix, Thermolyne) a velocidad 5 (140 rpm). Se filtr6 la muestra por gravedad
y/o vacio (Papel filtro: Whatman No. 1) hasta obtener 5 mL; se tom6 una
alicuota de 1,5 mL y se guardd en un eppendorf a - 20 °C, que luego se
utilizara para la determinacion proteica. Se tomaron 40uL del filtrado y se le
adicionaron 1960 pL de la solucién Urea-SDS-PBS y 600 pL de reactivo
DTNB (10 mM en PBS 0.1 M) se incub6 en oscuridad por 15 minutos a
temperatura ambiente. Se midid6 absorbancia a 412 nm (T70 UV/Vis
espectrometro, PG Instruments Ltd). La absorbancia a 412 nm se midi6
antes de la adiciébn de DTNB y después de la reaccion con DTNB. Como
blanco se utiliz6 2 mL de solucién Urea-SDS-PBS + 600 pL de DTNB,
incubada 15 minutos, se leyé absorbancia a 412 nm. La absorbancia
correspondiente a la concentracion de tiol de la muestra se calculé de la
siguiente manera:

Absorbancia corregida de la muestra = Absorbancia muestra + DTNB -
Absorbancia blanco reactivo

Los contenidos de sulfhidrilo se calcularon utilizando el coeficiente de
extincién molar del DTNB: 13600 M™*cm™. Los resultados se expresaron
como nmoles tioles / mg proteina.

Para la cuantificacién proteica se realizé el ensayo de absorcion UV
segun el método de Stoscheck (1990). Se tomaron 40uL de la alicuota
separada anteriormente y se adicionaron 1960 pL de solucion Urea-SDS-
PBS (Factor de dilucion: 50). Como estandar para la curva se empled
albumina de suero bovino (BSA) a concentracién final 0,5, 1,0y 1,5 mg / mL,
volumen final 2 mL. Se leyé absorbancia a 280 nm en espectrofotbmetro
(Genesys 6, UV-Vis). Cada punto de la curva se midio por triplicado, las
medidas de absorbancia de las muestras se realizaron por duplicado y se

extrapolaron sus concentraciones en base a la curva estandar. Los
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resultados se expresaron en mg de proteina.

2.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.3.1 Cuantificacién de la actividad de la enzima glutation peroxidasa

La actividad de la Gpx se midio siguiendo el método descrito por De
Vore y Greene (1982); Glnzler y Flohé (1985) con modificaciones (del
Puerto et al., 2014). Se pesaron 5g de muestra previamente descongelada y
se homogeneizaron en Ultra Turrax (IKA T18 basic) a 18.000 rpm durante 1
minuto con solucion buffer de extraccién (K;HPO4 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH
7). Se centrifugaron a 2000 g durante 2 minutos a 4°C y se filtraron con
vacio y papel de filtro tipo Whatman N°1 a un kitasato. Se recogio el filtrado
en un tubo y se colocaron en hielo hasta medir la actividad de la GPx. Se
guardo una alicuota de 4ml del filtrado en freezer a — 20 °C para determinar
la concentracion de proteinas por el método de Stoscheck (1990) descripto
anteriormente. Inmediatamente antes de medir la actividad de la GPx se
prepard el medio de la reaccion: KH2PO4 50 mM, EDTA 0,5 mM, glutatién
reducido 1mM (Sigma Aldrich G4251, NADPH 0,15 mM (Sigma N1630 o
Fluka 93220), H202 0,15 mM, NaN3 1mM (Sigma S-2002) y Glutation
reductasa 1.5U (Sigma G3664). Para medir el blanco se colocaron 1980 ul
de este medio a 22°C junto con 20 pul del buffer de extraccién en una cubeta
de cuarzo de 3 ml y se midi6 la absorbancia a 340 nm de longitud de onda.
Para medir la actividad de las muestras se colocaron 1890 ul del medio de
reaccion a 22°C y 20pul de filtrado y se determiné la oxidacion del NADPH
midiendo el descenso de la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos a
intervalos de 30 segundos. Sabiendo que la unidad de GPx se define como
la cantidad de extracto requerido para oxidar 1 mol de NADPH/minuto, se
calculd la concentracion de NADPH utilizando su coeficiente de extincion
molar a 22 °C (6300 m™* cm™). Se expresé el resultado en micromoles de

NADPH/minuto/mg proteina.

Para la cuantificacion proteica se realiz6 el ensayo de absorcion UV segun
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el método de Stoscheck (1990) descripto anteriormente.

2.3.2 Cuantificacion del glutation reducido (GSH)

Se siguio el método descrito por Rahman et al. (2007) adaptado por
Marquez et al. (2018) en el laboratorio. Se procedi6 a liofilizar las muestras.
Se homogeneizaron 300 mg de carne liofilizada y se afiadieron 3 ml de
solucion de 4cido tricloroacético (TCA) al 2,5%. Se centrifugaron a 8000 rpm
durante 10 min a temperatura 4 °C. Se colect6 el sobrenadante y se
mantuvo en frio hasta la cuantificacion de GSH. Se filtr6 sobrenadante y se
recogieron 20 ml del filtrado en una cubeta de vidrio, se afiadié a 300 ml de
la mezcla de reaccion. La muestra preparada se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente y luego se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 412 nm. La lectura se realiz6 inmediatamente a cero, uno y dos
minutos. Se realizé una curva de calibracion de seis puntos para los
estandares de GSH. El eje Y de la curva fué AAbs/Atiempo, es decir Abs
final menos la inicial, sobre tiempo final menos inicial. La concentracion de

GSH total se expres6 en uM /g de proteina.
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2.4 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA

2.4.1 Cuantificacion de la solubilidad proteica

Se utilizé el método de Farouk y Swan (1998) descripto por Turgut et al.
(2017). Se homogeneizdé 2 g de muestra, previamente descongelada, a
12000 g durante 1 minuto con 20 mL de yoduro de potasio 1,1 M disuelto en
Buffer fosfato salino 0,1 M (PBS, pH 7,4). Se centrifugé a 6000 x g durante
15 minutos a 4 °C (se mantuvo en frio para evitar la acciéon de las
proteasas). Se colectd el sobrenadante y se cuantifico el contenido proteico.
Para dicha cuantificacion se colectaron 40uL del sobrenadante y se
adicionaron 1960 pL de la soluciébn Yoduro de potasio-PBS. Factor de
dilucion 50. Se midi6é absorbancia a 280 nm. Cada muestra se analizé por
duplicado. Como estandar para la curva se empled Albumina de Suero
Bovino (BSA) a concentracion final: 0,5, 0,75, 1,0 y 1,5 mg/mL, volumen final
2 mL. Se ley6 absorbancia a 280 nm. La solubilidad se calcul6 de la

siguiente forma:
Solubilidad proteica total (%) = [Ps /P1] X 100

donde; Ps (mg/ml) es la concentracion proteica del sobrenadante, Pt es la
concentracion de proteina total de la muestra

2.4.2 Determinacion de la pérdida por goteo (drip loss)

La pérdida por goteo se determind mediante el método de suspension
Penny (1967), adaptado por del Puerto et al. (2016). Las determinaciones
se realizaron en dos tiempos diferentes: uno a las 24 horas post mortem, y el
otro en carne conservada en congelacion durante 3 meses y posteriormente
descongelada. Se cortaron cubos de aproximadamente 2cm de lado de cada
uno de los muasculos estudiados, procurando tomarlos del mismo sitio en
todas las muestras. Se pesaron, se introdujeron en bolsas de polietileno

cerradas y rotuladas y se suspendieron en una gradilla para tubos de
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ensayo. Se colocaron en ambiente refrigerado a 4°C. A las 24 horas se
extrajeron las muestras de carne de las bolsas y se pesaron nuevamente. La
diferencia entre los pesos finales e iniciales se uso para calcular la pérdida

por goteo que se expresé como un porcentaje del peso inicial.

2.5 DETERMINACION DE LAS FORMAS QUIMICAS DE HIERRO EN
MUSCULOS CRUDOS Y COCIDOS

Muestras crudas: se pesaron aproximadamente 2 g de carne previamente
descongeladas, despojadas de tejido adiposo visible, y se colocaron en

tubos de ensayo.

Muestras cocidas: se pesaron aproximadamente 5 g de carne previamente
descongeladas y despojadas de tejido adiposo visible. Se colocaron en
tubos de ensayo y posteriormente se ubicaron en un vaso de bohemia con
agua. Se cocinaron en placa calefactora digital (Thermioune Cimarec 3)
durante 30 minutos a temperatura controlada a 70 °C (termdémetro digital
LACOR).

2.5.1 Determinacion del contenido de hierro heminico

El hierro heminico se determindé como hemina después de la
extraccion con solucion de acetona acidificada método Hornsey (1956),
Lombardi-Boccia et al. (2002), adaptado y descrito por Ramos et al. (2009).
Se prepar6 una solucién madre 16 ml de agua destilada + 4 ml de HCI + 180
ml acetona. Luego a cada muestra (1 g) se le agregaron 9 ml de solucion
madre y se maceraron con varilla de vidrio hasta extraer todo el pigmento de
la carne. Esto se realizé en un ambiente con poca incidencia de luz directa
para minimizar la pérdida de pigmento. Se vortexdé cada muestra durante 1
minuto en un Vortex GENIE MODELO K 550- GE (Scientific Industries, Inc.
Shemia U.S.A). Los tubos se sellaron para evitar evaporacion y se incubaron
por una hora a temperatura ambiente a la oscuridad. Luego se filtr6 (papel
de filtro MN 640 d de 90 mm de didmetro). La hemina se cuantific6 en un

espectrofotometro GENESYS 10 vis (Thermo Electron Corporation) a 640
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nm. El contenido de hierro heminico se calculé usando el factor 0,0882 mg
hierro/ mg hematina. El resultado se expresé en mg/ Kg de tejido humedo

tanto para carne cruda como cocida (teniendo en cuenta la pérdida de agua).

2.5.2 Determinacion del contenido de hierro no heminico

La determinacion de hierro no heminico se realizé por el método de
Ferrozina, segun protocolo de Ahn et al. (1993) descrito por Purchas et al.
(2004). Previo a la determinacién las muestras frescas y cocidas fueron
liofilizadas. Se molieron en mortero aproximadamente 2 gramos de muestra
y se disolvieron 0,5 gramos en 3 ml de buffer citrato-fosfato 0,1 M (pH 5,5). A
esta disolucion se le agregd 1 ml de acido ascérbico 2% en 0,2 M de HCI. Se
dej6é reposar por 15 minutos a temperatura ambiente y a continuacién se
agregd 2 ml de acido tricloroacético (TCA) 11,3 %. Luego se centrifugd a
3000 g por 10 min (5000 rpm). Se recogié 2 ml de sobrenadante y a este se
le agregd 0,8 ml de acetato de amonio al 10% y 0,2 ml de reactivo de
ferrozina. Para la determinacibn se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro GENESYS 6-UV-VIS (Thermo Corporation, USA) a una
longitud de onda de 562 nm. Para la cuantificacion se interpol6é en curva
estdndar de sal de Mohr. El resultado se expres6 en mg/ Kg de tejido
hamedo tanto para carne cruda como cocida (teniendo en cuenta la pérdida
de agua).

2.5.3 Determinacion del contenido de hierro total
La determinacion de hierro total se realiz6 mediante digestion por via

himeda seguido por la cuantificacion por espectrofotometria de absorcion
atomica de llama (Analyst 300, Perkin Elmer, EE. UU.) segun los métodos
analiticos descritos por AOAC (1990), Jorhem et al. (2000), modificado por
Cabrera et al. (2010). Se pes6 aproximadamente 15 gramos de carne, y se
seco en estufa a 105 °C hasta pesada constante para obtener el peso seco.
Luego se incineraron en mufla a 580 °C por 16 horas hasta obtener cenizas
blancas. Se dejaron en desecador hasta llegar a temperatura constante y se
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registré el peso. Las cenizas se solubilizaron con 5 ml de HCL 6N (Merck,
Argentina) en un Erlenmeyer de 25 ml con tapa de vidrio. Se llevd a
ebulliciobn en plancha calefactora hasta reducir la solucion al medio y se
agrego 2 ml de HNOS3. Se continud con la ebullicion hasta reducir la solucién
a 2 ml. Luego la solucion se filtr6 a través de un papel de filtro Whatman 40
sin ceniza hacia un matraz aforado de 25 ml y se llevé a volumen con agua
desionizada 18,2 megaohmios. Las soluciones estandar de hierro (Perkin-
Elmer, USA) fueron preparadas con agua desionizada inmediatamente antes
de su uso. El material utilizado en la determinacion fue previamente
desmineralizado en solucién HNO3 1% por 48 horas y luego se enjuagé en
agua desionizada. Los resultados se expresaron en mg/kg de tejido humedo,
tanto para la carne cruda como para la carne cocida (teniendo en cuenta la

pérdida de agua).

2.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SELENIO EN LOS
MUSCULOS CRUDOS Y COCIDOS

El contenido de selenio se determiné por espectrofotometria de
absorcion atémica, con HG (Analyst 300, Perkin Elmer, EE.UU.), utilizando
modificadores de matriz en base a paladio (Cabrera et al., 2010). Muestras
de carne cruda, 10 g de cada mdusculo, previamente descongelada, se
secaron a 105 °C, luego se incineraron a 580 °C durante 48 horas, hasta
obtener ceniza blanca. Una vez obtenidas y pesadas las cenizas, se
disuelven en un matraz Erlenmeyer con dispositivo para evitar pérdida por
vapor, sobre plancha térmica a temperatura de sub ebullicibn, en una
solucion de acido clorhidrico 6N y posteriormente en acido nitrico destilado
IN. El residuo se filtra y se lleva a matraz de 25 ml y se enrasa con agua
desionizada (18 Ohms). El resultado se expresa tanto para la carne cruda

como cocida en mg Se/kg de tejido humedo.
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2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media £ error estandar de la
media (EEM). Cada variable se analiz6 por ANOVA por el procedimiento
GLM, considerando como efectos principales, la dieta (suplementacion de
selenio), el tipo de musculo y las interacciones posibles. Las medias se
compararon post hoc con el Test de Tukey-Kramer, considerando p<0,05.
Los datos de contenido de hierro total, hierro heminico y hierro no heminico,
asi como contenido de selenio, se realizo un ANOVA con el procedimiento
GLM, considerando los efectos principales de la dieta, el tipo de masculo y el
proceso (crudo o cocido), y post hoc con el test de comparacion multiple de
las medias, de Tukey-Kramer (p<0,05). El analisis estadistico de los datos se

llevé a cabo a través del programa NCSS (2007).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EFECTO DEL SELENIO DIETARIO EN LA OXIDACION DE LiPIDOS Y
PROTEINAS

3.1.1 Oxidacioén de lipidos

En el Cuadro 2 se presentan los valores de oxidacion lipidica
determinada como TBARS (mg MDA/kg carne) en los musculos Pectoralis y
Gastrocnemius crudos para el grupo control y los suplementados con selenio
organico (SeMet; seleniometionina) y selenio inorganico (SeNa; selenito de
sodio). Se hallaron valores promedio entre 0,13 y 0,41 mg MDA/kg para el
grupo control, entre 0,2y 0,4 mg MDA/kg para SeNay entre 0,12 y 0,28 mg

MDAV/kg para los suplementados con SeMet.

37



Cuadro 2. Efecto de la suplementacion dietaria con selenio inorganico u
organico (0, control; 0,3 ppm SeNa; 0,3 ppm SeMet) en la oxidacion de los
lipidos expresados como TBARS (mg MDA/kg carne) en los musculos

Pectoralis y Gastrocnemius crudos de aves.

Dietas experimentales

Muasculos Control SeNa SeMet

mg MDA/kg carne

Pectoralis 0,13 +0,03 0,20+ 0,03 0,12 + 0,03

Gastrocnemius 0,41 + 0,03 0,40 = 0,06 0,28 £ 0,06

Efectos principales
Dieta: NS
Musculo: p < 0,006 Gastrocnemius > Pectoralis

Dieta por musculo: NS

Los datos representan la media + SEM (n=6). El efecto dieta, tipo de musculo e
interaccion se analiz6 con ANOVA GLM y Test de Tukey-Kramer (p<0.05). SeMet:

seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no significativo

En este trabajo la dieta suplementada con selenio; tanto organico
como inorganico; no tuvo efectos en el contenido de TBARS, en ninguno de
los muasculos estudiados. Similares resultados fueron reportados por del
Puerto et al. (2014), quienes mostraron una falta de efecto de la
suplementacién sobre la estabilidad oxidativa de los lipidos al comparar
fuentes orgénicas e inorganicas. Contrariamente, los trabajos realizados por
Ibrahim et al. (2019); Chen et al. (2013) obtuvieron una mayor resistencia a
la oxidacion lipidica cuando las aves eran suplementadas con selenio
organico. En estos trabajos el efecto se lograba con la utilizacion de selenio
organico en cantidades superiores a las empleadas en esta tesis (0,45 y 0,6
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mg / kg), esto podria explicar las diferencias en los resultados. Otros autores
Calvo et al. (2017); Li et al. (2011); Zhan et al. (2007), en carne de cerdo,
también reportaron una menor oxidacion lipidica con la suplementacién con

selenio orgéanico.

El mlsculo Gastrocnemius presento un valor significativamente mayor
de MDA (p<0,006) lo cual era esperable debido al mayor contenido de
mitocondrias y mioglobina en los musculos oxidativos (musculo rojo) en
relacion al Pectoralis que es glucolitico (musculo blanco), este resultado ha
sido anteriormente reportado por Ibrahim et al. (2019); Muhlisin et al. (2016);
del Puerto et al. (2014). Por otra parte estas diferencias también podrian
estar relacionadas con el contenido total de lipidos, el musculo
Gastrocnemius posee aproximadamente el doble de lipidos que el Pectoralis
(del Puerto et al., 2017; Castroman et al., 2013).

Cabe destacar que en este trabajo los valores de TBARS del musculo
Pectoralis fueron muy bajos, y si bien los de Gastrocnemius fueron
superiores, estan dentro de rangos muy aceptables (Cifuni et al., 2004).
Estos resultados tienen mucha importancia desde el punto de vista
nutricional y sensorial pues el deterioro oxidativo de los lipidos lleva a la
formacion de compuestos nocivos para la salud y se asocia con la aparicion

de olores y sabores anémalos en la carne.

3.1.2 Oxidacion proteica

Los valores de oxidacion proteica fueron determinados como tioles en
los musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos para el grupo control y los
suplementados con selenio organico (SeMet; seleniometionina) e inorganico
(SeNa; selenito de sodio). El contenido promedio hallado en ambos
musculos crudos varié desde 84,9 a 93,4 nmoles tioles/mg proteina, para el
grupo control; de 52,5 a 68,7 nmoles tioles/mg proteina, para el grupo
suplementado con Se inorganico; y desde 55,4 a 60,8 nmoles tioles/mg

proteina, para el suplementado con Se organico (Cuadro 3).

39



Cuadro 3. Efecto de la suplementacion de Se dietario (0: control; 0.3 ppm
SeNa; 0.3 ppm SeMet) sobre el deterioro oxidativo de las proteinas medidas
como tioles (nmoles tioles/mg proteina), en los musculos Pectoralis y

Gastrocnemius crudos.

Dietas experimentales
Musculos
Control SeNa SeMet
nmoles tioles/mg proteina
Pectoralis 93,4+29a 68,7 +30b 60,8+30Db
Gastrocnemius |84,9+3,8a 525+43b 554+16b

Efectos principales
Dieta: p<0,0001 Control >SeMet, SeNa
Musculo: p<0.001 Pectoralis > Gastrocnemius

Dieta por musculo: NS

Los datos representan la media + SEM (n=7-8). El efecto dieta, tipo de musculo e
interaccion se analizé con ANOVA GLM y se compararon las medias por el Test de
Tukey-Kramer (p<0.05). a, b, indican diferencias significativas entre las medias
seguin ANOVA de una via (p<0.05). SeMet: seleniometionina. SeNa: selenito de

sodio. NS: no significativo

La presencia de los grupos tioles libres en las proteinas de la carne,
son los principales responsables de las propiedades gelificantes, asi como

de la formacién del sabor durante el tratamiento térmico.

En este trabajo los contenidos de tioles proteicos presentaron un
efecto significativo de la dieta, de dificil interpretacion. Los grupos
suplementados, tanto con selenio organico como con inorganico,

presentaron valores mas bajos de radicales sulfihidrilos o tioles totales en
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relacion al control. La disminucién de tioles totales en la carne de aves que
recibieron la suplementacion de selenio, puede deberse a la formacion de
disulfuros o complejos entre el selenio- tioles y especies entrecruzadas
(Hawkins y Davies, 2019), no medibles en la técnica (Wu et al., 2019) y no
indicarian una mayor oxidacion proteica. Este hallazgo concordaria con lo
encontrado por Korzeniowska et al., (2018), en donde la suplementacion con
ambas formas de selenio en la dieta de las aves, redujo significativamente
los cambios oxidativos en los grupos reactivos quimicos mas importantes de
las proteinas miofibrilares del musculo. En la misma linea estos autores
Korzeniowska et al. (2015), anteriormente habian encontrado un resultado
similar pero con la suplementacién con selenio inorganico. Por otra parte el
resultado hallado en el presente trabajo de investigacion difiere a lo obtenido
por del Puerto et al. (2016) en el cual no encontraron un efecto de la
suplementacién con ninguna de las formas de selenio sobre el dafio
oxidativo de las proteinas, si bien hay que tener en cuenta que en dicho

trabajo la oxidacion proteica fue medida como carbonilos.

Si bien no es suficiente el resultado de los tioles totales para inferir
cudl fue el efecto del selenio, hay investigaciones (Hu et al., 1993) que
muestran un efecto interesante del selenio en la proteccion de la oxidacion
de las proteinas, por lo que se podria suponer que la disminucion de tioles
totales seria el resultado de la formacion de selenio trisulfuros (Bjornstedt y
Fernandes, 2010), que actuarian en primera linea contra las especies
reactivas mas que un efecto negativo sobre la oxidacién proteica. Esta
conclusién primaria se complementaria con el resultado encontrado en
relacion al aumento de la actividad de la GPx con el contenido de selenio,

gue se discute mas adelante.

El interés de este resultado revela el probable rol del selenio en la
formacion de otras especies (Hawkins y Davies, 2019) y es un tema a

estudiar.
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En este trabajo se encontré un efecto significativo del tipo de musculo,
siendo el Pectoralis quien presentd niveles de tioles mas altos (p<0.05). Este
resultado se puede explicar, por trabajos de hace varios afios, en el hecho
de que éste musculo es el que tiene mayor contenido de aminoacidos
azufrados como cistina, metionina, y por lo tanto mayor contenido de tioles
(Hoffman y Hamm, 1978), lo cual valoriza mucho este musculo del punto de

vista nutricional.

3.2 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON Se EN LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

3.2.1 Actividad de la enzima glutatiéon peroxidasa

Se evalud el efecto de la suplementacién con selenio organico e
inorganico sobre la actividad de la GPX, en los musculos Pectoralis y
Gastrocnemius crudos para el grupo control y los suplementados con selenio
organico (SeMet; seleniometionina) y selenio inorganico (SeNa; selenito de

sodio).

La actividad promedio vari6 entre 10,6 - 10,7 nmoles de
NADPH/min/mg de proteina para el grupo control, entre 9,9 - 14 nmoles de
NADPH/min/mg de proteina, para los suplementados con SeNa, y entre 11,1
- 16,7 nmoles de NADPH/min/mg de proteina, para los suplementados con
SeMet. En el Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos en cada uno de

los tratamientos.
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Cuadro 4. Efecto de la suplementacion con selenio organico
(seleniometionina, SeMet) y selenio inorganico (selenito de sodio, SeNa) en
la dieta de aves sobre la actividad de la glutation peroxidasa
(nmolesNADPH/min/mg  proteina), en los mdsculos Pectoralis vy

Gastrocnemius crudos.

Dietas experimentales
Musculos
Control SeNa SeMet
nmoles de NADPH/min/mg de proteina
Pectoralis 10,7+ 0,7 a 140+£10Db 11,1+0,6 a
Gastrocnemius 10,6 £ 0,2 a 99+09a 16,7+10Db

Efectos principales

Dieta: p <0,001, SeMet > control, SeNa
Musculo: NS

Dieta por musculo: p <0,0001

Los datos representan las medias + SEM de n = 6-8. Los efectos principales se
analizaron por ANOVA GLM incluyendo el efecto principal de la dieta y el tipo de
musculo y Test de Tukey-Kramer (p<0.05). a, b, indican diferencias significativas
(entre las dietas para cada musculo) por Anova de una via y Test de Tukey-

Kramer. Control 0, SeMet; 0,3 ppm, SeNa; 0,3 ppm. NS: no significativo

El resultado encontrado en este trabajo indica dos efectos de la
suplementacién con selenio dependiendo de la fuente. El selenio organico
activa mas la GPx en el musculo Gastrocnemius, que al ser mas oxidativo
probablemente tenga un mayor requerimiento de la enzima antioxidante.
Generalmente se considera que los muasculos oxidativos tienen mayores
actividades de la GPx que los glucoliticos (De Vore y Greene, 1982). Este
resultado fue reportado también por Castroman et al. (2013); Daun y
Akesson (2004). En cambio en el musculo Pectoralis, la fuente inorganica
fue quien tuvo un efecto positivo en la actividad de la enzima. Los efectos del

selenio sobre la actividad de la GPX son complejos y diferentes segun la
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fuente empleada, el tipo de enzima y la funcién de cada tejido en el
organismo. En un meta-analisis realizado en aves por Alberro et al. (2014),
demostraron que existe una diferencia en el efecto de la suplementacién con
selenio en la actividad de la GPX entre tejidos para el mismo tratamiento y
que la suplementacion con selenio inorganico tenia un efecto en la GPx total
solo cuando la dieta era deficitaria en selenio. Asi mismo otro meta-analisis
realizado por Zoidis et al. (2014), concluia que el papel funcional de la GPx
estaba asociado con la concentracion de selenio en los tejidos. Por lo que
basados en ambos meta-analisis ésta podria ser una posible explicacion al
resultado encontrado también en el presente trabajo de investigacion. Como
se verd mas adelante en este trabajo se encontraron diferencias

significativas en el contenido de selenio en ambos musculos.

Al comparar los resultados hallados en este trabajo con otros autores
en cuanto a los efectos de las diferentes fuentes de selenio sobre la
actividad de la GPX han sido distintos. Ibrahim et al. (2019), encontraron que
la suplementacion con selenio organico mejoraba la expresiéon de ARNm de
la GPx, contrariamente a lo reportado por Wang et al. (2011), donde la mayor
actividad de la enzima se producia con la suplementaciébn con selenio
inorganico. Por otra parte del Puerto et al. (2014); Chen et al. (2013), en
aves, Zhan et al. (2007), en cerdos, no encontraron diferencias entre las
fuentes suplementadas, si bien observaron que la suplementacion en la dieta
con selenio, tanto organico como inorganico, incrementaba la actividad de la

enzima.

3.2.2 Contenido de glutatién reducido

Se determind el contenido de glutation reducido en los musculos
Pectoralis y Gastrocnemius crudos para el grupo control y los
suplementados con selenio organico (SeMet; seleniometionina) y selenio
inorganico (SeNa; selenito de sodio). Tal como se muestra en el Cuadro 5, la

concentracion promedio vari6 entre 2,4 y 15,5 uM/g de proteina para el
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grupo control, entre 14,1 y 189 uM/g de proteina para el grupo
suplementados con SeNa y entre 8,1 y 14,8 uM/g de proteina para el

suplementado con SeMet.

Cuadro 5. Efecto de la suplementacion con selenio organico
(seleniometionina, SeMet) y selenio inorganico (selenito de sodio, SeNa) en
la dieta de aves sobre el contenido de glutatién reducido, GSH uM/g, en los

musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos.

Dietas experimentales
Musculos
Control SeNa SeMet
uM/g de proteina
Pectoralis 15,5+0,8 18,9 + 3,7 14,8 £+ 10,6
Gastrocnhemius 24+09 14,1 + 6,3 8,1+ 9,1

Efectos principales
Dieta: NS
Musculo: p < 0,02 Pectoralis > Gastrocnemius

Dieta por musculo: NS

Los datos representan la media + SEM (n=3). El efecto dieta, tipo de muasculo e
interaccion se analiz6 con ANOVA GLM y Test de Tukey-Kramer (p<0.05). SeMet:

seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no significativo

El glutation se ha destacado como el antioxidante intracelular mas
notable (Estévez et al., 2020). Su contenido puede variar entre otros factores
por la alimentacion. En este trabajo no se encontré un efecto de la dieta en

el contenido de glutation. Este resultado difiere de lo hallado por Wang et al.
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(2011), quienes si encontraron aumentos de la concentracion de glutation en
la pechuga, con la suplementacion con selenio organico. Asi mismo Németh
et al., (2004) en pollos de engorde y Lebret et al.,, (2018) en cerdos
obtuvieron carnes con mayor contenido de glutation con la suplementacion
con metionina. Cabe mencionar que no se han podido encontrar en la
literatura gran cantidad de trabajos que estudien el contenido de glutatién

con la suplementacién con selenio organico e inorganico en aves.

En este trabajo se encontré un efecto del tipo de musculo, siendo el
Pectoralis el que presenta valores mas altos de glutation, no existiendo
interaccion de la dieta por masculo. Aumentar los niveles de GSH a través
de la dieta depende de la presencia de precursores especialmente metionia
y cisteina, la pechuga es un musculo rico en metionina (Corzo et al., 2006) y
esto podria ser la explicacion de su mayor contenido de GSH. Rakowska et
al. (2017), en carne de res; Huang et al. (2018) en novillos, también
observaron concentraciones desiguales de GSH entre las diferentes

ubicaciones anatémicas.

Dado que estas determinaciones solo se pudieron realizar en pocas
muestras (n=3) y con una variabilidad de datos muy grande se dificulta
realizar una correcta interpretacion de resultados, se requieren mas

estudios.

3.3 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE Se EN LA FUNCIONALIDAD
PROTEICA

3.3.1 Solubilidad proteica

Se determind la solubilidad proteica en los musculos Pectoralis y
Gastrocnemius crudos para el grupo control y los suplementados con selenio
organico (SeMet; seleniometionina) y selenio inorganico (SeNa; selenito de

sodio). En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la solubilidad proteica
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total (%).

Cuadro 6. Efecto de la suplementacion con selenio organico
(seleniometionina, SeMet) y selenio inorganico (selenito de sodio, SeNa) en
la dieta de aves sobre el la solubilidad proteica total (%), en los musculos

Pectoralis y Gastrocnemius crudos.

Dietas experimentales
Misculos Control SeNa SeMet
Solubilidad proteica total (%)
Pectoralis 43,6 £+ 12,4 455+ 8,9 47,3+2,3
Gastrocnemius 39,6 +9,2 47,6 + 21,2 54,2+4,0

Efectos principales
Dieta: NS
Musculo: NS

Dieta por musculo: NS

Los datos representan las medias + SEM de n = 8. El efecto dieta, tipo de musculo
e interaccion se analizé con ANOVA GLM y Test de Tukey-Kramer (p<0.05). SeMet:

seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no significativo

En este trabajo no se encontraron diferencias en relacion a la
solubilidad proteica con la suplementacion con diferentes fuentes de selenio,
ni entre los musculos estudiados. Segun lo encontrado en la literatura como
resultado de la oxidacion de proteinas, ocurren algunos cambios en las
estructuras de los aminoacidos que conducen a una disminucion en el
contenido de sulfhidrilos (Estévez, 2011) y de la solubilidad proteica (Turgut

et al.,, 2017). En este trabajo si bien se encontré una disminucion en el
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contenido de tioles totales con la suplementacion esto no se tradujo en
mayor peérdida de proteinas por solubilidad. Por lo que este hallazgo podria
también reforzar la teoria de que la disminucion de tioles totales pudiera
deberse a la formacién de complejos disulfuros, no medibles en la técnica
empleada en la presente tesis y no significaria que existi6 mayor oxidacién

proteica con la suplementacion.

El resultado hallado en este trabajo difiere de lo encontrado por Li et
al. (2018) quienes obtuvieron una mayor solubilidad con la suplementacion
con 0,3 g/ kg de SeMet en los musculos de la pechuga en comparacion con

la suplementacion con selenio inorganico.

3.3.2 Pérdida por goteo (drip loss)

En este trabajo la pérdida por goteo se analiz6 en dos momentos
distintos, uno en carne fresca a las 24 horas post mortem y el otro, luego del
almacenamiento por 3 meses en congelacion. Los resultados obtenidos
expresados como % del peso inicial se presentan en el Cuadro 7. La pérdida
por goteo promedio para carne fresca varié entre 1,2y 2,1 % para el control,
1,2 % para los suplementados con SeNa y 1,3 % para los suplementados
con SeMet. Para la carne almacenada en congelacién durante 3 meses los
valores medios hallados variaron entre 4,8 y 8% para el grupo control, entre
11,2 y 6,6 % para los suplementados con SeNa y entre 5,5y 7,7 % para los

suplementados con SeMet.
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Cuadro 7. Efecto de la suplementacion con selenio organico (SeMet) e

inorganico (SeNa) en la dieta de aves sobre la pérdida por goteo (% del

peso inicial) en los musculos Pectoralis y Gastrocnemius, a las 24 horas

post mortem y luego de 3 meses de congelado-descongelado.

Dietas experimentales

Misculos ‘ ‘
Control SeNa SeMet
% del peso inicial
Pectoralis* 1,7+0,2a 1,2 £01b 1,3+ 0,1b
Pectoralis ** 48+16a 11,2+28 b 55+1,0 a
Gastrocnemius* 2,1+0,3a 1,2+0,1b 1,3 £0,2b
Gastrocnemius** 8,0+3,1a 6,6+24a 7,718 a

Efectos principales para carne fresca 24 horas post mortem*
Dieta: p<0.01 Control >SeMet, SeNa

Musculo: NS

Dieta por Masculo: NS

Efectos principales para carne congelada y descongelada **

Dieta: NS
Musculo: NS

Dieta por Masculo: p < 0,022 SeNa > control, Pectoralis

Los datos representan la media £+ SEM (n=8 para carne cruda y n=3 para carne

congelada). El efecto dieta, tipo de muasculo e interaccién se analiz6 con ANOVA

GLM y Test de Tukey-Kramer (p<0.05). a, b, indican diferencias significativas entre

las medias en un mismo musculo por tratamientos segun ANOVA de una via

(p<0.05). SeMet: seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no significativo *

carne de ave fresca 24 hs post mortem, ** carne de ave congelada 3 meses y

descongelada.
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En la carne fresca, se encontré un efecto de la suplementacién con
ambas fuentes de selenio, dando una menor pérdida de agua en relacion al
control. Iguales resultados fueron hallados por del Puerto et al., (2016) en
carne fresca, parte de este mismo trabajo, donde la suplementacion con
ambas fuentes redujo la pérdida por goteo. Esto difiere a lo encontrado por
otros autores tanto en aves como en cerdo donde la pérdida por goteo fue
menor con la suplementacion con selenio organico (Ibrahim et al., 2019; Li et
al., 2011; Wang et al., 2011; Zhan et al., 2007 Deniz, Gezen, y Turkmen,
2005).

Este resultado tiene implicancias tanto desde el punto de vista
sensorial; ya que la disminucion de la capacidad de retener agua de las
carnes es una de las caracteristicas que mas generan rechazo por parte del
consumidor; como también nutricional, pues junto con las pérdidas de agua

se pierden nutrientes hidrosolubles.

En la carne almacenada en congelacion en cambio, no se observa
una disminucion de las pérdidas por goteo con la suplementacion, en este
caso, las pérdidas son similares en los tres tratamientos y ademéas son
mayores en relacion a la carne fresca. Sin embargo al estudiar el efecto de
la dieta en cada uno de los musculos se encontr6 una mayor pérdida por
goteo, en el musculo Pectoralis cuando se suplementé con selenio
inorganico. Algunos autores han propuesto que la protedlisis e incluso la
oxidacion de proteinas son clave para influir en la capacidad de retencion de
agua de la carne (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005). Probablemente en este
trabajo, el selenio suplementado no haya sido suficiente para disminuir la
protedlisis en la carne mantenida en congelacion. No se han encontrado en
la literatura trabajos similares para poder comparar resultados. Se requieren
mas analisis para poder concluir en relacibn a los efectos de la
suplementacién sobre la pérdida por goteo en carne almacenada en

congelacion.
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3.4 MODIFICACION DE LAS FORMAS DE HIERRO EN LA CARNE DE
AVE.

Efecto de la dieta, del tipo de musculo y la coccion

3.4.1 Contenido de hierro total en los musculos crudos v cocidos

Se determiné el contenido de hierro total en los musculos Pectoralis y
Gastrocnemius crudos y cocidos para el grupo control y los suplementados
con selenio organico (SeMet) y selenio inorganico (SeNa), los resultados se
muestran en la Figura 5. Los valores medios hallados de hierro total en este
trabajo varian para el musculo Gastrocnemius entre 6,4 - 6,9 mg / Kg para la
carne cruda, entre 5,6 - 5,9 mg / Kg para la carne cocida, y en el masculo
Pectoralis entre 4 - 5 mg / Kg para la carne cruda, entre 4,1 - 4,5 mg / Kg

para la carne cocida.
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Figura 5. Efecto de la suplementaciéon de Se dietario (0: control; 0.3 ppm SeNa; 0.3
ppm SeMet) sobre el contenido de hierro total, mg/kg carne, en los musculos
Pectoralis y Gastrocnemius crudos y cocidos. Los datos representan la media +
SEM (n = 9). Los datos se analizaron por ANOVA GLM, con efecto principal la dieta,
el tipo de musculo y el proceso (crudo o cocido), y Test de Tukey (p<0.05). SeMet:

seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no significativo.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de hierro
total en los diferentes tratamientos. No se encontraron trabajos para
comparar donde analizaran hierro total y suplementaciéon con selenio en
aves. Tampoco se produjeron diferencias significativas con la coccion. Este
resultado concuerda con lo reportado por Purchas et al. (2004), quienes no
encontraron pérdidas significativas durante la coccion de carne de res, en
ese trabajo los autores evaluaron las pérdidas por coccion a temperaturas
internas finales de 60, 65, 70, 75, 80y 85 °C.

Se encontr6 que el contenido de hierro total es mayor en el
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Gastrocnemius, este resultado era de esperar ya que el contenido de hierro
varia entre otras cosas en funcién del musculo del animal. La presencia de
concentraciones mas altas de mioglobina y hemoglobina en el musculo
oxidativo se asocia con este hallazgo y ya habia sido reportado por
Lombardi-Boccia et al. (2002).

Como se mencioné anteriormente la deficiencia de hierro afecta el
desarrollo cognitivo, y se asocia con un mayor riesgo de enfermedades. Las
carnes podrian ayudar a reducir esta importante preocupaciéon mundial sobre
la salud humana. Una porcion (150g) de carne de ave contribuye con un
3,7% (Pectoralis) y un 5,6 % (Gastrocnemius) de las IDR de mujeres entre
19 a 50 afos (18 mg/dia, recomendacion mas alta que otras categorias). Si
bien este porcentaje es mas bajo que el aportado por carnes rojas,
contribuye al aporte de hierro heminico de la dieta. Cabe mencionar ademas
que se ha visto que una pequefia cantidad de carne mejora la absorcion de
hierro no hemo de los alimentos vegetales; se entiende que este es el efecto
de un componente activo identificado como L- alfa Glicerofosfocoline

presente en las carnes (Armah et al., 2008).

3.4.2 Contenido de hierro heminico y no heminico en los musculos
Pectoralis y Gastrocnemius y la modificacidn provocada por la dietay
la coccion.

Se determind el contenido de hierro heminico y no heminico en los
musculos Pectoralis y Gastrocnemius crudos y cocidos para el grupo control
y los suplementados con selenio organico (SeMet) y selenio inorganico
(SeNa), los resultados se muestran en la Figura 6. Los valores medios
hallados de hierro heminico para carne cruda variaron para el musculo
Gastrocnemius entre 4,9 y 6 mg / Kg y para Pectoralis entre 3,4y 3,9 mg /
Kg. Para la carne cocida variaron para el musculo Gastrocnemius, entre 3,3
y 4,6 mg / Kg y para Pectoralis entre 2,5y 2,8 mg / Kg. Para el hierro no
heminico en carne cruda los valores encontrados oscilaron entre 8,5y 14 mg

/| Kg para el musculo Gastrocnemius, y entre 3,9 y 5,5 mg / Kg para
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Pectoralis. Para la carne cocida los valores encontrados oscilaron entre 1,4y

1,6 mg/ Kg para el musculo Gastrocnemius, y entre 0,95y 1,2 mg / Kg para

Pectoralis.
87 Hierro heminico 81 : roos
Hierro no heminico
7 4 7
Bl I 2
8
3 41 I 2 4 -
] I =
E=3i E3 -
2:4
2
. | ._l I_[
ar—y = 5
0 - =i = g —  mControl
Pectoraliscrudo  Pectoralis  Gastrocnemius Gastrocnemius 0 - mComol
cocido crudo cocido Sela Pectoralis crudo Pectoralis cocido Gastrocnemius Gastrocnemius
crudo cocido
musculo mSeMet
miusculos = SeMet
Efectos principales: Efectos principales:
Dieta: NS Dieta: p<0,0001 control > SeMet, SeNa
Musculo: p<0,0001 Gastrocnemius > Pectoralis Musculo: p<0,0001 Gastrocnemius > Pectoralis
Coccién: p<0,0001 crudo > cocido Coccién: p<0,0001 cocido > Crudo
Interaccion: NS Interaccion: NS

Figura 6. Variacion en el contenido de hierro heminico y no heminico en mg/kg de
carne, en la carne cruda y cocida de los musculos Pectoralis y Gastrocnemius de
aves suplementadas con Se dietario (0: Control; 0,30ppm SeNa; 0,30 ppm SeMet).
Los valores representan la media + SEM de n = 9. Los datos se analizaron por
ANOVA GLM, con efecto principal la dieta, el tipo de musculo y el proceso (crudo 6
cocido), y Test de Tukey (p<0,05). SeMet: seleniometionina. SeNa: selenito de

sodio. NS: no significativo

La forma quimica del hierro consumido es de gran importancia para
lograr su absorcién e incorporaciéon al organismo, siendo el hierro hemo, la

forma mas biodisponible.

No se encontr6 un efecto de la dieta en el contenido de hierro
heminico. Esto difiere a lo reportado por Castroman et al.,, 2013, quienes
encontraron un mayor contenido de hierro heminico en las carnes de ave

organica en relacion a la convencional.
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Se hall6 una diferencia significativa entre los musculos, siendo el
Gastrocnemius quien posee un mayor contenido. Este resultado concuerda
con lo hallado por Muhlisin et al. (2016); Lombardi-Boccia et al. (2002);
Castroman et al. (2013), quienes informaron que el contenido de hierro
heminico diferia notablemente entre los cortes de carne siendo los musculos
de las patas quienes presentan un contenido mayor. Al igual que para el
contenido de hierro total, el mayor contenido de hierro heminico en el

musculo Gastrocnemius, se asocia a su caracter mas oxidativo.

Al estudiar el efecto de la coccion se encontré una disminucion del
hierro heminico en ambos musculos estudiados. La disminucion del
contenido de hierro hemo en la carne por tratamiento térmico se atribuy6 a la
escision oxidativa del anillo de porfirina que permite la liberacién de hierro
del complejo hem (Schricker y Miller, 1983) y afecta la proporcion de cada
una de las formas. El tipo de coccién, la temperatura y el tiempo de los
métodos de coccion influyen fuertemente en el grado de degradaciéon y
nitrosilacién del hemo en la carne (de La Pomélie et al., 2019; Purchas et al.,
2004; Lombardi-Boccia et al., 2002) y son factores importantes a tener en

cuenta en futuras investigaciones.

En este trabajo se pudo ver un efecto interesante de la dieta en el
contenido de hierro no heminico. El grupo control tiene cantidades mas
elevadas en relacion a las suplementadas con ambas fuentes, esto es muy
importante pues el hierro no heminico es prooxidante y estaria favoreciendo
los procesos oxidativos. Estos resultados podrian estar relacionados con
menor oxidacién proteica en los grupos suplementados pudiendo indicar un
elemento de proteccidon de las moléculas que contiene a los hierros. Se han
encontrado correlaciones positivas entre el deterioro oxidativo de proteinas y

contenido de hierro no hem (Estévez, 2011).

Se hallé una diferencia significativa en el contenido de hierro no

heminico entre los musculos, siendo el Gastrocnemius quien posee un
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mayor contenido. Al igual que para hierro total y hierro heminico el mayor

contenido de este mUsculo se asocia a su caracter mas oxidativo.

Al estudiar el efecto de la coccion se encontrd un efecto significativo
siendo mayor el contenido de hierro no heminico en la carne cocida. Este
resultado era esperable dado que la coccibn, como se menciond
anteriormente, modifica la proporcién de cada una de las formas del hierro.
Se pudo comprobar que las disminuciones en el contenido de hierro
heminico se correspondieron con aumentos del contenido de hierro no

heminico.

3.5 CONTENIDO DE SELENIO EN LA CARNE SUPLEMENTADA'Y
PERDIDA POR COCCION

Se determind el contenido de selenio en los musculos Pectoralis y
Gastrocnemius crudos y cocidos para el grupo control y los suplementados
con selenio organico (SeMet) y selenio inorganico (SeNa), los resultados se
muestran en la Figura 7. Los valores medios hallados en carne cruda varian
entre 0,27 y 0,34 mg/Kg, para el control entre 0,27 y 0,4 mg/Kg para los
suplementados con SeNa, y entre 0,4 y 0,54 mg/Kg para los suplementados
con SeMet. Los valores medios hallados en carne cocida oscilaron entre 0,1
y 0,14 mg/Kg, para el control entre 0,1 y 0,17 mg/Kg para los suplementados
con SeNa, y entre 0,16 y 0,27 mg/Kg para los suplementados con SeMet.
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Efectos principales:

Dieta: p<0,002, SeMet >Control, SeNa
Musculo: <0,02, Gastrocnemius >Pectoralis
Cocciodn: p<0,0001, Crudo>Cocido
Interacciones: NS

Figura 7. Variacion en el contenido de selenio, en mg/kg de carne, en la carne
cruda y cocida de los musculos Pectoralis y Gastrocnemius de aves suplementadas
con Se dietario (0: Control; 0.30ppm SeNa; 0.30 ppm SeMet). Los datos
representan la media + SEM de n = 9. Los datos se analizaron por ANOVA GLM,
con efecto principal la dieta, el tipo de musculo y el proceso (crudo o cocido), y Test
de Tukey (p<0.05). SeMet: seleniometionina. SeNa: selenito de sodio. NS: no

significativo.

Como se muestra en la Figura 7, la suplementacion con SeMet favorecié
significativamente el depdsito del mineral en ambos muasculos; no siendo asi
con el tratamiento con SeNa. La suplementaciéon con selenio organico
aumento el contenido de selenio hasta una vez y media en la pechuga y
hasta el doble en el muslo en relacién a la carne sin suplementar. Esto se
explica por la similitud que tiene la SeMet con la metionia que al momento de
la sintesis proteica ocupa su lugar favoreciendo el depdésito del mineral en el
musculo (Sunde, 1997). Similares resultados encontraron del Puerto et al.,
2017; Oliveira et al., 2014; Briens et al., 2013, en carne de ave, Zhang et
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al., 2010; 2007, en corderos, donde el contenido de selenio aumenté con la

suplementacion con selenio organico.

En este trabajo se observa también claramente un efecto del musculo
siendo superior en el musculo Gastrocnemius respecto al Pectoralis. Esto ha
sido también reportado en un meta-analisis realizado por Zoidis et al. (2014)
donde se encontraron contenidos mas altos de selenio en el musculo de la
pata. Este resultado se podria vincular con un mayor requerimiento del

mineral con la actividad de la enzima GPx.

Al estudiar el efecto con el tratamiento térmico se encontrd0 una
disminucién significativa del contenido de selenio con la coccion en ambos
musculos estudiados y en todos los tratamientos. Este resultado difiere al
encontrado por Oliveira et al. 2014, quienes encontraron una menor pérdida

por coccién con la suplementacion con selenio organico.

El contenido de selenio en los alimentos como se menciono
anteriormente es variable. En un estudio donde se recopilo y evalud la
prevalencia de ingestas de micronutrientes de diferentes paises europeos,
se identificaron algunos paises como Francia y Alemania con ingestas bajas
de selenio (Mensink et al., 2013). En la regidon no se dispone de mucha
informacion relacionada al contenido de selenio en los alimentos. En nuestro
pais investigaciones realizadas demuestran que la carne de res contiene
importantes cantidades de selenio (Cabrera et al., 2010; Cabrera, Ramos y
Saadoun, 2013; Ramos et al.,, 2012) y que ademas es altamente
biodisponible (Ramos et al., 2012). Segun los datos obtenidos en la presente
investigacién la carne de ave es una fuente valiosa de selenio, ya que puede
contribuir a una gran proporcion de la dosis diaria recomendada. Una
porcion de 150 g de carne de ave contribuye aproximadamente con un 74 %
(Pectoralis) y un 93 % (Gastrocnemius) de las IDR de mujeres entre 19 a 50
afos (0,055 mg/dia).
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4. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados obtenidos en la

investigacion se puede concluir que:

La suplementacion con ambas fuentes ofreceria ventajas nutricionales
y sensoriales respecto a la no suplementada en relacion a mayor actividad
de la enzima antioxidante, GPx, y menor pérdida por goteo en la carne
fresca. Asi mismo permitiria obtener valores méas bajos de hierro no
heminico lo cual es muy importante por su papel como factor pro-oxidante de

proteinas vy lipidos.

No es suficiente el resultado de los tioles totales para inferir cuél fue el
efecto del selenio en la oxidacién proteica, pero en base a lo reportado por
otras investigaciones en donde se muestra un efecto del selenio en la
proteccion de la oxidacion proteica se podria interpretar que el menor
contenido en la carne de aves suplementada seria el resultado de la
formacién de otros compuestos entre el selenio y los tioles. Se requiere

mayor investigacion sobre este tema.

La suplementacién con selenio organico favorecio significativamente

el depdsito del mineral en ambos musculos.

No se encontraron efectos de la suplementacion, con ambas fuentes,

sobre la oxidacion lipidica, la solubilidad proteica y el contenido de GSH.

No se pueden extraer conclusiones concretas en cuanto a la
suplementacién con selenio, en la pérdida por goteo en carne almacenada

en congelacion.

Ambos musculos estudiados presentan nutrientes de interés para la
nutricion humana destacandose el Gastrocnemius por su mayor contenido

en selenio, hierro total y heminico y el Pectoralis por su mayor contenido en
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tioles y glutation reducido.

La coccion disminuyo el contenido de selenio y hierro heminico. Las
disminuciones de este Ultimo se correspondieron con aumentos en el

contenido de hierro no heminico.
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