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Introduction

La carne es un alimento perecedero cuya vida util va a estar limitada por fenémenos
de oxidacion y por la actividad de microorganismos que encuentran en la carne un
substrato idéneo para su desarrollo. La oxidacion lipidica y de la mioglobina daran
lugar a la aparicion de rancidez y a la pérdida del color rojo caracteristico,
respectivamente, mientras que el crecimiento de microorganismos patdgenos vy
alterantes puede a su vez comprometer la salubridad y calidad sensorial de la carne. La
capacidad de conservacion de la carne fresca es muy limitada — un filete en contacto
con el aire puede alterarse en horas o pocos dias - y va a estar influida, tanto por
factores intrinsecos (genética, alimentacién, edad, estrés, etc.), como por factores
extrinsecos asociados a su procesado y distribucién (fileteado, enfriamiento, envasado,
etc.). Por su parte, los sistemas actuales de comercializacién requieren de métodos de
conservacién cada vez mas eficaces que aseguren la calidad de la carne sometida una
manipulacidn previa (fileteado, envasado, platos listos para comer, etc.) y mantenida
en refrigeracién, todo ello, pese a que la Legislacion Alimentaria es cada vez mas
restrictiva con el uso de aditivos conservantes. En cuanto a los productos carnicos, el
binomio Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura —
Organizacion Mundial de la Salud (FAO-OMS) viene instando a limitar y/o reducir el
uso de sulfitos y nitratos-nitritos, los aditivos conservantes mds extendidos en este

tipo de productos, debido a los riesgos que entrafian para la salud (FAO-OMS, 2009).

Asi pues, las limitaciones legales, las recomendaciones sanitarias, la presion por parte
de una sociedad cada dia mas consciente y responsable ética y ecoldgicamente, junto
con algunos escandalos alimentarios asociados a la produccién céarnica, han creado un
caldo de cultivo que, a falta en muchas ocasiones de sentido comun y responsabilidad
civica, estd obligando cada vez mas a la industria carnica a orientar sus esfuerzos, en
primer lugar, para conseguir una produccién carnica mas sostenible, y, en segundo
lugar, para conservar la carne de manera mas natural. En referencia a la primera
premisa, la ganaderia de pequefios rumiantes, como la oveja Segurefia utilizada en el
presente trabajo, es una actividad asociada a zonas rurales, a menudo vinculada a
sistemas de produccién tradicionales, que impide una mayor despoblacién de las
mismas. Este tipo de ganaderia permite aprovechar tanto recursos pastables como

subproductos vegetales, en muchos casos infravalorados, que pueden proporcionan
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propiedades beneficiosas al animal y la carne, lo cual permitiria enlazar la primera con

la segunda premisa.

Diferentes estudios han confirmado la posibilidad de aumentar la capacidad enddgena
de conservacién de la carne mediante la ingestién de productos secundarios de plantas
ricas en compuestos conservantes activos (Vasta y Luciano, 2011). Las técnicas de
suplementacién dietética con conservantes naturales incorporados al pienso han
demostrado ser altamente efectivas, ya que muchos principios activos se metabolizan
y depositan en las membranas celulares del tejido muscular y adiposo, donde llevan a
cabo su accidon de forma mas efectiva (Kerry, Buckley, Morrisey, O’Sullivan, y Lynch,
1998; Govaris, Botsoglou, Papageorgiou, Botsoglou, y Ambrosiadis, 2004). Entre las
plantas estudiadas, las plantas aromatico-medicinales (PAMs), ricas en compuestos
fendlicos, suscitan un especial interés debido a que su asimilacién a través de la dieta

de los corderos da lugar a una éptima actividad antioxidante y/o antimicrobiana.

En este contexto, el uso dietético de romero y sus derivados ha demostrado ser eficaz
para incrementar la capacidad de conservacién de la carne ovina (Bafion, Méndez, y
Almela, 2012; Moran, Andrés, Bodas, Prieto, y Giraldez, 2012a; Mordan et al.et al.,
2012b; Moran et al.et al., 2013; Nieto, Diaz, Baiidn, y Garrido, 2010a; Nieto, Bafon, y
Garrido, 2012; Ortufio, Serrano, Jordan, y Baidn, 2014; Serrano, Jordan y Bafidn,
2014a; Serrano, Ortuio, y Bafidén, 2014b) por encima de otras plantas aromaticas
similares como el tomillo (Mofiino, Martinez, Sotomayor, Lafuente, y Jordan, 2008;

Nieto, Bafidn, y Garrido, 2012; Gema Nieto, Diaz, Bafidn, y Garrido, 2010b).

Los trabajos conjuntos desarrollados en los ultimos afios por el grupo de Tecnologia
Alimentaria de la Universidad de Murcia y el Departamento de Plantas Aromaticas y
Medicinales del Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(IMIDA), que van desde el testaje de la hoja destilada libre de aceite esencial hasta la
optimizacion del ratio y la dosis de diterpenos en un extracto tipificado de la misma
(Mofiino et al.et al., 2008; Jordan, Moiiino, Martinez, Lafuente, y Sotomayor, 2010;
Nieto et al.et al., 2010a, 2012; Baiidn et al.et al., 2012; Jordan et al.et al., 2014; Ortufio

et al.et al., 2014; Serrano et al.et al., 2014ab) han permitido obtener y registrar la
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patente Nacional nimero 201230114 “Extracto de romero y su uso en alimentacién
animal”. Dicha patente se refiere a la composicidén del extracto vegetal procedente de
hoja de romero compuesto por los diterpenos acido carndsico y carnosol, al empleo de
dicho extracto en la fabricacién de pienso para alimentacidon animal, al propio pienso
suplementado con dicho extracto y también al método de obtencién del extracto

vegetal de la invencion.

Cualquier estrategia que contribuya a mejorar la calidad de la carne ovina de forma
natural y a revalorizar la produccién agropecuaria sera bienvenida en el sector. El
sector ovino en Espafia representa el 6,7% de la produccidon ganadera y el 1,9% de la
produccién final agraria nacional, siendo Espafia el segundo pais productor de cordero
de la Unién Europea (UE), con un 20% de la cuota de mercado, por detrds del Reino
Unido. A pesar de estos datos, el sector vive actualmente una crisis sin precedentes,
con un descenso en la produccién del 10% y con una caida en el consumo que supera
el 40%, pasando de los 2,8 kg per capita en 2009 a los 1,7 kg per capita en 2014. Como
dato positivo, la exportacién de corderos y carne ovina a otros paises se ha
incrementado fuertemente en los ultimos afios (MAGRAMA, 2015). Vista la evolucién
del mercado, el éxito de la produccién sostenible de cordero podria pasar por producir

carne de calidad diferenciada, con un mayor valor comercial.
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1.1 Calidad de la carne de cordero

1.1.1. Definiciones

Becker (2005) define como atributos de calidad aquellos rasgos del producto
percibidos por el consumidor y los distingue de las caracteristicas de calidad que
pueden ser medidas por métodos cientificos. De esta forma podemos establecer un
criterio a la hora de discernir entre los atributos considerados relevantes que se nos
vienen a la cabeza cuando hablamos de calidad de la carne; y las caracteristicas que
podran ser medidas y, por tanto, modificadas mediante diversas técnicas. El éxito en la
mejora de la calidad carnica dependera de la capacidad de los productores y cientificos
para interpretar los atributos y encontrar el medio de modificar ciertas caracteristicas
gue repercutan sobre los mismos. Desde el punto de vista del consumidor, la carne,
como cualquier otro alimento, debe ser segura, conveniente para su consumo,
saludable, sabrosa y producida en concordancia con valores éticos y personales (Kerth,

2013).

Calidad sensorial: la carne cruda de cordero se caracteriza por presentar un color rojo

brillante e intenso, un nivel moderado de grasa infiltrada y una escasa exudacidn
gracias a su elevada capacidad de retencién de agua (Onega, Miguel, Blazquez, y Ruiz
de Huidobro, 2001). Presenta un ligero olor metalico o a suero debido a la presencia de
hierro de la sangre y un escaso contenido en componentes aromaticos, aunque si
contiene los precursores de éstos. Por este motivo, el color es el principal atributo de
calidad en la carne fresca mediante el cual el consumidor juzga su frescura y calidad
antes de comprar. El color de la carne (y su posterior degradacién) depende de
factores como (i) el pH del musculo; (ii) la capacidad antioxidante; (iii) el estado de
oxidacion de los pigmentos musculares; y (iv) la oxidacién de los lipidos. Las proteinas
musculares se desnaturalizan gradualmente a medida que el pH muscular cae del nivel
homeostatico tras el sacrificio, lo que conlleva una mayor reflectancia y una
consecuente pérdida de intensidad del color. Por su parte, el nivel de mioglobina, el
estado de oxidacién del nucleo de hematina de la mioglobina y el compuesto unido al
ligando de la misma definiran el color de la carne. El nivel de mioglobina del musculo
es muy alto en los rumiantes en comparacion con otras especies de abasto,

aumentando conforme mayor es la cantidad de fibras rojas y la edad del animal,
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mientras que el estado del hierro (ferroso o férrico) del anillo de porfirina y el
compuesto unido al ligando estara influido principalmente por las condiciones de
almacenamiento. En el caso del cordero, el contenido muscular en mioglobina se
encuentra en torno a 2,5 mg/g, frente a los 4,6 mg/g de un ternero de 3 afios o los
escasos 0,3 mg/g de la carne de cerdo (Miller, 1994), lo que permite clasificar esta

carne como carne roja.

Calidad nutricional: existe una amplia discusion sobre los beneficios y prejuicios del

consumo de carne en general, y de carne roja en particular. La carne, para lo bueno y
para lo malo, es un alimento con una elevada densidad de nutrientes. Es una de las
principales fuentes de proteina de una dieta omnivora, tratandose ademds de proteina
de gran calidad dado que aporta todos los aminoacidos esenciales. Igualmente supone
una fuente importante de hierro tanto hemo, el mas facilmente biodisponible, como
no-hemo; respecto a este ultimo, se ha comprobado que el “factor carne”, junto con la
vitamina C, son los Unicos factores dietéticos que potencian la absorcion de hierro no-
hemo, menos biodisponible para el organismo (Cook y Monsen, 1999). Otros
micronutrientes destacados aportados por la carne son el zinc, el selenio, fésforo y

vitaminas del grupo B.

En contraposicion, la carne roja presenta un perfil lipidico considerado menos

saludable en comparacién con otros tipos de carne (tabla 1). La composicién en acidos

grasos de la carne se debe en gran medida a los acidos grasos presentes en la dieta. En
el caso de los rumiantes, los microorganismos del rumen hidrogenan una proporcién
sustancial de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) ingeridos, lo cual resulta en una
mayor deposicion muscular de acidos grasos saturados (AGS) (Sinclair et al.et al.,
2005). El ratio AGI/AGS en una dieta equilibrada seria de 0,4, mientras que la carne de
cordero posee un ratio AGI/AGS de 0,1 (Enser, Hallett, Hewitt, Fursey, y Wood, 1996),
por lo que su consumo estaria asociado a un mayor riesgo de padecer problemas
cardiovasculares. El ratio n-6 /n-3 de AGPI es otro indice nutricional que afecta al
riesgo cardiovascular y de otras enfermedades; en este caso, un ratio por encima de 4
es considerado optimo para la salud, presentando la carne de cordero un ratio entre 1-

2 (Enser et al., 1996). La biohidrogenacion de los acidos grasos por las bacterias
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ruminales también da lugar a la formacion de acidos grasos trans, de gran importancia
nutricional, ya que el consumo de carne supone un 18% de la ingesta total de este tipo
de acidos grasos perjudiciales para la salud (Higgs, 2005). Como consecuencia de todo
ello, la modificacién el perfil de acidos grasos de carnes rojas como la de cordero es un

hito perseguido por la investigacion en produccién animal.

Tabla 1. Contenido en lipidos de las distintas piezas de carne ovina (por 100 g)

Pieza carnica AGMI (g) AGS (g) AGPI (g) AGtrans (g)
Pierna 4,95 7,06 0,59 0,33
Paletilla 7,26 7,14 0,90 0,89
Chuleta palo 6,49 9,57 0,84 0,37
Chuleta rifionada 6,85 9,42 0,83 0,39

Fuente: FEN-FEDECARNE, 2009

Aparte de por su perfil lipidico, el consumo de carne roja se ha visto asociado a un
incremento en la incidencia de distintos tipos cancer, con especial énfasis en el de
cancer colorrectal (Higgs, 2005). Una dieta excesivamente rica en proteina, la
presencia de hierro y compuestos producidos durante la coccion (aminas
heterociclicas) junto con el contenido en grasas saturadas parecen ser las principales
razones nutricionales que apuntan al consumo de carne como causa promotora del
desarrollo de cancer. Las empresas productoras de carne se encargan de promulgar
insistentemente que el desarrollo de cancer y de enfermedades cardiovasculares es un
proceso multifactorial, que es importante llevar una dieta variada (“No hay alimentos
buenos o malos. Hay buenas o malas dietas”). Si bien este hecho es cierto, igualmente
lo es que deberia recomendarse un consumo moderado de carne y productos carnicos
debido a los grandes indicios que lo vinculan con enfermedades no transmisibles. Las
recomendaciones sobre el método de preparacion/coccidn para reducir la formacion
de compuestos téxicos o para fomentar el concepto de la “carne magra” como
potencial alimento funcional, hacen sospechar de ciertos intereses lejanamente
relacionados con la salud del consumidor. Afortunadamente, la OMS parece haber
dado un golpe sobre de la mesa en este sentido con su reciente informe considerando
la carne roja y los productos carnicos elaborados con agentes nitrificantes como

posibles y potenciales agentes cancerigenos, respectivamente.



Introduction

Calidad higiénica/toxicolégica: a pesar de su mejor o peor perfil nutricional la carne no

se puede considerar per se como una fuente de sustancias perjudiciales para la salud.
Las bacterias y compuestos toxicos presentes en la carne pueden proceder de la
crianza del animal (residuos antibidticos, promotores del crecimiento, residuos de
metales pesados, etc.), contaminantes (Salmonella, Campylobacter, E. coli, etc.) o
aditivos (sulfitos, nitritos, etc.). El riesgo de zoonosis animales es probablemente la
cuestion relacionada con la carne que despierta mayor preocupacion en la opinién
publica. A raiz de la “crisis de las vacas locas” el sistema de produccion cérnica se vio
obligado a efectuar una serie de cambios importantes, aunque mas de forma que de
contenido. El paquete de medidas higiénicas desarrollado por la UE en la pasada
década ha supuesto un antes y un después en el sistema de control e inspeccién
alimentario. Si bien es cierto que la introduccién del concepto de trazabilidad “del
campo a la mesa” ha supuesto una mejora en el control alimentario, otras crisis en el
sistema carnico como el de las dioxinas en pollos, la gripe aviar, la gripe porcina o la
infeccion de brotes de soja por estiércol contaminado con la cepa de E. coli 0104:H4
hacen pensar en un problema de fondo en el sistema de produccién de alimentos que
pone en riesgo la seguridad alimentaria. De cara a obtener carne con una buena
calidad higiénica serd necesario implementar y establecer controles que aseguren unas
buenas practicas durante toda la fase de produccién, sacrificio y conservacion de los

alimentos.

Respecto a los aditivos alimentarios, su uso se basa en un balance donde el beneficio
para la salud y/o el deterioro del alimento sea superior al perjuicio ocasionado. Con
excepcion de los compuestos GRAS (Generally Recognised As Safes), los limites
maximos permitidos de aditivos se basan sobre todo en estudios de toxicidad aguda.
Sin embargo, debido a la presién por parte del consumidor, las nuevas legislaciones y
recientes estudios de toxicidad a largo plazo, se aboga por reducir lo maximo posible
sus dosis para rebajar el posible impacto sobre la salud. En este sentido, las
propiedades de las PAMs y sus derivados, junto con otros productos naturales
(quitosano, té verde, semilla de uva, etc.) estan emergiendo como potenciales

alternativas, si no para eliminar totalmente la necesidad de aditivos, si al menos para
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reducir su dosis (Bafién, Diaz, Rodriguez, Garrido, y Price, 2007; Roller et al., 2002;

Serrano y Bafién, 2012).

Calidad ética/ambiental: actualmente existen una preocupacion e interés crecientes en

torno a la sostenibilidad de la intensificacién de las industrias animales y su potencial
impacto negativo sobre el medio ambiente, la salud humana y el bienestar animal
(Montossi et al., 2013). En algunos sectores de consumidores, factores tales como el
origen del producto, las practicas generales de produccion, el bienestar animal, los
valores sociales y religiosos, el cambio climatico, la contaminacién del aire y del agua, y
la salud humana, parecen ser decisivos en la decisién de compra (Font i Furnols et al.,
2009; Grunert, 2006; Troy y Kerry, 2010). Por ejemplo, cabe esperar que la carne
procedente de una explotacidn ultraintensiva basada en razas con una elevada
seleccion genética y piensos elaborados con materias primas transgénicas que
provienen de cultivos en zonas selvaticas deforestadas puede generar rechazo en
ciertos consumidores, sobre todo en paises desarrollados. El fomento de la
biodiversidad (uso de razas autéctonas), sistemas de cria mas extensivos y respetuosos
con el medio ambiente y una alimentacidon mds sostenible y natural se orientan hacia
la produccion de carne con calidad diferenciada. En este sentido, los sistemas de
calidad garantizada, como los protocolos de pertenencia a Indicaciones Geograficas
Protegidas (IGPs), pueden significar una herramienta util para orientar la produccion

carnica.

Calidad tecnoldgica: las carnes con una buena calidad tecnolégica son aquéllas que

presentan ciertas caracteristicas dentro de unos rangos que favorecen su procesado y
conservacién. Algunos de los atributos de la carne con un mayor impacto tecnolégico
son el color y nivel de pigmentos hematicos, el pH, la capacidad de retencién de agua,
el contenido en tejido conectivo, junto con el contenido en grasa intramuscular y su
grado de saturacion. Se podria incluir también en este apartado la carga de bacterias
alterantes (Pseudomonas spp., enterobacterias, Brochrotrix thermosphacta, bacterias
acido-lacticas -BAL-), que no suponen a priori un riesgo de zoonosis, pero que si
pueden dar lugar a la pérdida de las caracteristicas propias de la carne. La mejora de la

calidad tecnolégica de la carne podra, por tanto, incrementar la capacidad de
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adaptacion de la misma a los nuevos métodos de procesado, distribucién y
comercializacion (exposicion en lineales de supermercado, formatos convenientes,
iluminacién infrarroja, atmdsferas modificadas, etc.), y en consecuencia, alargar su

vida util.

1.1.2 Factores que afectan a la calidad de la carne

La calidad de los alimentos a base de musculo estd a expensas del proceso de
conversion del musculo en carne. Los cambios ante- y postmortem afectan a muchos
de los atributos de calidad comentados anteriormente como la terneza, el sabor, la

jugosidad y el color.

Se sabe que un elevado numero de propiedades sensoriales de la carne estan
relacionadas con factores de tipo genético, como el individuo, la raza, el cruce o el
sexo. Las caracteristicas de la carne de animales pertenecientes a una misma
comunidad genética puede variar debido a la variacién de intensidad en los fendmenos
digestivos y metabdlicos de cada individuo, aunque las diferencias suelen ser mas
acentuadas entre individuos de diferentes razas y cruces ovinos, por ejemplo, en
caracteristicas tales como el nivel de pigmentos hematicos, tejido conectivo y grasa

intramuscular.

Con independencia de los factores genéticos, la calidad de la carne depende de las
especificaciones de produccion durante la cria de los animales. La edad al sacrificio
afecta a la composicidn de la carne ovina y, por ende, a su calidad. Los principales tipos
de corderos comerciales en Espana son el cordero lechal, sacrificado con menos de un
mes y medio de edad y hasta 8 kg en canal, el cordero ternasco (menos de 3 meses y
8-13 kg en canal) y el cordero pascual (4-8 meses y mas de 12 kg en canal) (MAGRAMA,
2015). La reglamentacion de la UE considera corderos a los ovinos con menos de 12
meses de edad y hace una clasificacion diferente, mas adaptada al tipo de canales
pesadas que se producen en el centro y norte de Europa, que basicamente distingue
entre corderos ligeros (menos de 13 kg en canal) y pesados (desde 13 kg en canal en

adelante). El cordero lechal, como su propio nombre indica, se alimenta con leche
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materna o con lacto-reemplazante, y se sacrifica con menos de 40 dias de edad vy
menos de 6 kg en canal. Su produccion es tipica de algunos paises mediterraneos de
Europa, proporcionando una carne tierna y jugosa, poco pigmentada, relativamente
magra, que presenta un débil aroma y sabor propio a cordero. El cordero rumiante en
sus diversas denominaciones es el tipo comercial mas extendido en el mundo. Por
ejemplo, el cordero ternasco, objeto del presente estudio, es criado primero con leche
y/o lacto-reemplazantes, destetado a los 45 dias aproximadamente, y alimentado
después con pienso de cebo hasta su sacrificio, a los 90 dias. En comparacién con el
cordero lechal, el cordero ternasco proporciona una carne mas roja y fibrosa, con mas
pigmentos hematicos y coldgeno, asi como con mas grasa infiltrada y de cobertura que
le confiere un aroma y sabor propio a cordero mas intenso. Conforme mayor es la
edad, la carne contiene menos agua, mas proteinas y hay mayor deposicién de grasa, y
por tanto, mayor cantidad de acidos grasos ramificados y de otros compuestos
implicados en el aroma y sabor procedentes de la ingesta de vegetales. Ademads posee
mas hierro, que actla como catalizador de la oxidacion de lipidos durante el cocinado
de la carne (Suherland y Ames, 1996; Young, Berdagué, Viallon, Rousset-Akrim, y
Theriez, 1997). La practica de ejercicio en sistemas extensivos o semiextensivos
también contribuye a incrementar los niveles de pigmentacién y tejido conectivo de la

carne.

La dieta es crucial para la calidad de la carne, ya que incide en su jugosidad, terneza,
aroma y sabor y el color. La dieta puede mejorar la terneza de la carne como
consecuencia del incremento de la grasa infiltrada y del descenso de coldgeno.
Importantes atributos, como el aroma y sabor de la carne cocinada, también puede ser
modificado por las condiciones nutricionales en las que se crian los ovinos. Estas
diferencias generalmente son percibidas por los consumidores, si bien, la preferencia
se ve influenciada por la experiencia previa y por cuestiones culturales. Vasta y Priolo
(2006) realizaron una completa revisién sobre los compuestos potencialmente
implicados en el aroma y sabor que proporcionan las dietas herbales, a base de granoy
enriquecidas con grasa, empleadas en rumiantes. A su vez, dieta y sistema de
produccién son factores interrelacionados entre si, ya que la dieta varia segun se crie

en régimen intensivo, extensivo o mixto. Los aldehidos y cetonas estaran en mayor
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proporcién en la carne proveniente de sistemas intensivos ya que derivan de la
oxidacion de los acidos linoleico y oleico presentes en mayor porcentaje en los
animales que consumen grano. En cambio, una mayor proporcién de aldehidos
insaturados, acidos grasos volatiles y metil-cetonas derivan de la oxidacion del acido
linolénico presente en altas cantidades en la carne proveniente de animales en
pastoreo. Una porcidn de estos compuestos pueden depositarse en el tejido adiposo y
en el musculo, dando lugar al conocido como “flavor pastoral” (Schreurs, Lane,

Tavendale, Barry, y McNabb, 2008).

Las condiciones de conversidon del musculo en carne van a tener una gran incidencia
sobre la calidad tecnolégica de la misma. En el caso de los bévidos, el pH inicial del
musculo Longissimus dorsi es de 7,08, alcanzado valores de 5,5-5,7 a las 48 horas
postmortem (pm). Un descenso similar se aprecia en el musculo Pectoralis profundus
ovino, cuyo pH es de 7,18 (Pearson y Young, 1989). La caida de pH muscular dependera
a su vez del tipo fibras predominantes y de la actividad muscular antes del sacrificio.
Temperaturas elevadas (alrededor de 402C) aceleran la glucolisis pm y el descenso del
pH, siendo necesarias menos horas para alcanzar el pH final (Pearson y Young, 1989).
El estrés previo al sacrificio por un inadecuado manejo de los animales reduce las
reservas de glucégeno muscular y conduce a la aparicion de carnes DFD (oscuras
“Dark”, firmes “Firm” y secas “Dry”) en los rumiantes. Las carnes DFD se caracterizan
por una glucolisis pm poco intensa, un menor contenido en acido lactico y un pH final
elevado (>6). La carne aparece firme, sin exudar agua y refleja menos luz, con el
consiguiente oscurecimiento. Debido a la mayor integridad de las proteinas
musculares, estas carnes tienen una elevada capacidad de retencién de agua y un
mejor rendimiento tecnoldgico, si bien su elevado pH incrementa el riesgo de sufrir

alteraciones por microorganismos. La incidencia de canales DFD en Espaina se estima

en un 5% en bovino y seria minima en pequeios rumiantes (Safiudo y Alfonso, 1999).

El tiempo de almacenamiento de la canal posterior al rigor mortis, conocida como fase
de maduracidon, también juega un papel importante en el aroma y sabor, y
especialmente, en el desarrollo de la textura de la carne. Durante la maduracion se

desarrollan los precursores del aroma y sabor de la carne cocinada, como péptidos y
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aminodcidos libres, debido a la actividad de las proteasas y peptidasas endégenas, asi
como otros compuestos precursores del aroma y sabor procedentes de la hidrélisis y
oxidacion de lipidos. En general, a medida que aumenta el tiempo de maduracién se
produce una mejora de sus atributos sensoriales. A diferencia de la carne de ternera,
las canales de cordero maduradas en frio (22C) necesitan un periodo de tiempo inferior

a 72 h para completar su maduracién, en funcion del tamaio y edad del animal.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, es légico pensar que uno de los
aspectos que despierta un gran interés a nivel cientifico y productivo es la capacidad

de modificar la dieta de los animales para mejorar las caracteristicas y atributos de

calidad de la carne, incluyendo su capacidad de conservacion.

1.1.3 Mecanismos de deterioro de la calidad

Cronoldgicamente, la carne fresca se deteriora, en primer lugar, debido a la
decoloracién; en segundo lugar, por la rancidez oxidativa de la grasa; y, en tercer lugar,
a causa del crecimiento microbioldgico (Pearson and Tauber, 1984). Ademads, se
producen otros fenédmenos de deterioro como la exudacién de liquidos debido a la

oxidacién de las proteinas musculares.

1.1.3.1 Deterioro oxidativo.

Los fendmenos oxidativos constituyen el principal mecanismo de deterioro fisico-
qguimico de la carne fresca y van a afectar negativamente a buena parte de sus
atributos sensoriales. La estabilidad oxidativa de la carne depende del balance y la
interaccion entre las sustancias enddgenas pro- y antioxidantes, y de la composicion de
los sustratos susceptibles de ser oxidados, entre los que se encuentran los AGPI, el
colesterol, las proteinas y ciertos pigmentos (Serpen, Gokmen, y Fogliano, 2012). Los
sistemas antioxidantes enddgenos estan formados, tanto por compuestos no
enzimaticos hidrofilicos y lipofilicos (vitamina E, vitamina C, carotenoides, ubiquinoles,
polifenoles, tioles celulares), como por enzimas (superoxido dismustasa -SOD, catalasa
-CAT vy glutation peroxidasa —GPX). Ambos sistemas, enzimatico y no enzimatico,
operan conjuntamente para contrarrestar la accién de los pro-oxidantes en el tejido

muscular (Decker, Livisay y Zhou, 2000), tanto en el animal vivo, como tras el sacrificio.
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La SOD y la CAT son enzimas acopladas: la SOD inactiva los aniones superéxido dando
lugar a la formacién de perdxido de hidrégeno; la CAT recoge el H,0, y lo descompone
en dos moléculas de agua y una de oxigeno. La forma reducida del glutatiéon (GSH)
puede ser oxidada por el H,0, u otros peréxidos organicos a su forma oxidada (GSSG),
bien espontdneamente o bien via la catalisis de la GPX. La reduccién compensatoria de
la GSSG sera catalizada por la glutatién reductasa a través de la siguiente reaccion:

GSSG + NADPH + H+ = 2GSH + NADP.

En cuanto a los sistemas no enzimaticos, el tocoferol es considerado el antioxidante

mas potente presente en las células animales. La accion antioxidante directa del alfa-

tocoferol en las membranas lipidicas serd en torno a 10* veces mas rapida que la
propagacion de la peroxidacion lipidica. Al mismo tiempo, el alfa-tocoferol puede
preservar la integridad de la membrana celular mediante la prevencién de la oxidacién
de los fosfolipidos durante el almacenamiento de la carne, lo cual inhibira el paso de
fluido sarcopldsmico a través de la membrana muscular y la consiguiente exudacidn de

la carne (Gray, Gomaa y Buckley, 1996).

Oxidacién de la mioglobina

El color sigue siendo sindnimo de calidad y frescura de la carne roja a pesar de que su
valor no esta bien correlacionado con la calidad comestible (eating-quality) . El color
de la carne roja depende principalmente de la cantidad y estado quimico de la
mioglobina (Figura 2). Durante el almacenamiento, la forma quimica de la mioglobina
va a ser determinante en el color de la carne. La deoximiogoblina (o mioglobina
reducida) da a la carne un color rojo purpura y es la forma predominante en ausencia
de oxigeno. Cuando la carne es expuesta al aire, la oxigenacion de la deoximioglobina
da lugar a la conversién en oximioglobina, responsable del color rojo intenso deseado
por los consumidores. Este proceso es reversible, por lo que la retirada del oxigeno
(i.e. envasado al vacio) devolvera a la mioglobina al estado de deoximioglobina. El
contacto con el oxigeno puede oxidar la mioglobina en cualquiera de sus dos estados
hasta metamioglobina, de color marrén pardo, pigmento asociado a la carne

envejecida (Kerry, Sullivan, Buckley, Lynch, y Morrissey, 2000). Greene (1971)
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determiné que valores por encima del 40% de metamioglobina causaban rechazo de la
carne por parte de los consumidores (Figura 1). La deoxi- y la oximioglobina son
proteinas tipo hemo en las cuales el hierro se encuentra en forma ferrosa (Fe?),
mientras que la metamioglobina posee la forma férrica (Fe®'). La formacién de
metamioglobina puede ser inhibida mediante la adicién de sulfitos (SO,) a la carne. El
grupo SO, reduce el grupo hemo de la mioglobina, lo que favorece la formacion de
oximioglobina y deoximioglobina en detrimento de la metamioglobina,
proporcionando a la carne roja una apariencia fresca (Wedzicha y Mountfort, 1991). La
carboximioglobina es otro pigmento de color rojo brillante que se produce cuando la
carne es envasada con bajos niveles de mondxido de carbono. Su formacién es
también reversible y el mondxido de carbono se disociarad lentamente de la molécula

de mioglobina cuando ésta sea expuesta a atmdsferas libres de mondxido de carbono,

recuperandose la forma deoximioglobina (Figura 2).

Fig 1. Medallones de lomo
crudo de cordero con
distintas formas de
mioglobina (Fuente propia)

Oximioglobina Metamioglobina

Oxidacioén de lipidos

La oxidacidn lipidica es una de las principales causas de deterioro de la carne ya que da
lugar a la aparicién de rancidez, que, por un lado, produce olores y sabores anémalos,
decoloracién y perdida de textura y, por otro, reduce el valor nutritivo por la
acumulacién de productos secundarios de la oxidacidon lipidica (perdxidos,
malondialdehido y oxidos del colesterol) que pueden inducir efectos bioldgicos
adversos como citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis (Guardiola, Cabony, Addis,
Rafecas, y Boatella, 1996) y enfermedades cardiovasculares (Paniang-Vait , King, Jones,

y German, 1995).
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Fig 2. Interconversiones de la mioglobina segun el estado de oxidacion del hierro y el
ligando del grupo hemo. (Fuente: Mancini y Hunt, 2005)

DEOXYMYOGLOBIN CARBOXYMYOGLOBIN
NoO )=~ DMb-Fe ™ ny N COMb- Fe ™

Very low METMYOGLOBIN

"""" +++

MMb- Fe

02 pp

e ) P

Rx 1 (Oxygenation): DMb + O — OMb

Rx 2a (Oxidation):  OMb + [oxygen consumption or low O, partial pressure] - e —> MMb
Rx 2b (Oxidation): [ DMb - hydroxyl ion — Hydrogen ion complex ]+ O, — MMb + 02-

Rx 3 (Reduction): MMb + Oxygen consumption + metmyoglobin reducing activty — DMb
Rx 4 (CarboxyMb): DMb + carbon monoxide — COMb

La oxidacién de los lipidos se inicia en los fosfolipidos poliinsaturados que forman
parte de las membranas celulares, tanto en el animal vivo, como en la carne
(Morrissey, Sheehy, Galvin, Kerry, y Buckley, 1998). Tras el sacrificio, los mecanismos
antioxidantes intrinsecos del musculo comienzan a fallar y dejan de ser capaces de
controlar la oxidacion de esta fracciéon lipidica altamente inestable. El posterior
procesado de la carne (deshuesado, picado, cocinado) supone una importante
disrupcién de la compartimentalizacion celular que facilita la interaccién entre los
promotores de la oxidacion y los acidos grasos insaturados, desencadenando la
conocida como autoxidacidn lipidica, iniciada por la generacién de radicales libres y la
propagacion de reaccion oxidativas (Asghar, Gray, Buckley, Pearson, y Boren, 1988).
Los principales productos de la oxidacion de los AGPl son los hidroperdxidos,

sustancias altamente inestables e inodoras, cuyas reacciones y descomposicién dard
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lugar a productos secundarios. Los principales compuestos aromaticos derivados de la
oxidacién de los lipidos de la carne comprenden alcanales, alcanonas, dacidos
alcanoicos, alcanoles, gamma vy delta lactonas y alquil-furanos (Ross y Smith, 2006).
Estos compuestos volatiles van a tener un especial impacto en el olor de la carne
fresca, ya que son los responsables de los olores rancios generados durante el
almacenamiento (St. Angelo y Spanier, 1993). A continuacién se muestran los
principales compuestos volatiles identificados en la carne cruda de cordero expuesta

en condiciones prooxidantes (tabla 2).

La oxidacién de los lipidos no suele limitar la vida comercial de la carne envasada en
peliculas permeables al aire que permiten la salida de sustancias odoriferas volatiles,
sin embargo, estan sustancias son retenidas por las plasticos empleados para envasar
la carne en atmodsferas modificadas, pudiendo ser facilmente detectables por el
consumidor una vez abierto (Zhao, Wells, y McMillin, 1994). Ademads, el

almacenamiento de la carne en atmdsferas ricas en oxigeno potencia la rancidez y da

lugar a un rdpido deterioro de la calidad aromatica de la carne cruda, limitando

seriamente su vida util. La iluminacion, la concentracion de oxigeno, las altas
temperaturas, la actividad de agua o la presencia de catalistas son factores que afectan
directamente a la velocidad de ocurrencia y el desarrollo de la oxidacién lipidica. El
control de estos factores puede reducir significativamente el grado de oxidacién, o
como minimo, la velocidad de las reacciones oxidativas que deterioran la carne. Las
reacciones de oxidacion estan particularmente favorecidas en la carne roja, ya que
contiene elevados niveles de mioglobina, que a su vez contiene iones de hierro en su
grupo hemo que pueden actuar como agentes catalizadores de las reacciones de

oxidacion (St. Angelo et al., 1993).
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Tabla 2. Principales compuestos volatiles identificados en carne de cordero (Gravador
et al., 2014; Vasta et al., 2013; Vasta, Ratel, y Engel, 2007)

Alcoholes
3-metil-1-butanol
1-penten-3-ol
1-pentanol
2-penten-1ol
2,3-butanediol
1-hexanol
1-heptanol
1-octen-3-ol
2-octen-1-ol

Cetonas

2-butanona
3-hidroxi-2-butanona
2,3-butanediona
2-pentanona
2-heptanona
2-octanona
2,3-octanediona

Aldehidos
3-metil-butanal
Pentanal
Hexanal
2-hexenal
Heptanal
2-heptenal
Octanal
2-octenal
Nonanal
2-nonenal
2-decenal
2,4-nonadienal
2,4-decadienal
Benzaldehido

Compuestos azufrados

Dimetil disulfuro
Carbon disulfuro

Acidos organicos

Ac. acético

Ac. hexanoico
Ac. nonanoico
Ac. decanoico

Hidrocarburos
Benzeno
Tolueno
Xyleno

Furanos
2-etil-furano
2-butil-furano
2-pentil-furano

Oxidacidon de proteinas miofibrilares

Diversas investigaciones han puesto de manifiesto que las proteinas miofibrilares son
igualmente susceptibles a la oxidacion (Martinaud, Mercier, Marinova, Tassy, Gatellier,
y Renerre, 1997). El mecanismo de oxidacidn proteica es similar a la oxidacion de los
lipidos, inicidndose mediante la formacién de un radical libre. Los radicales libres
suelen atacar las cadenas laterales de aminoacidos, formdndose diversos productos de
oxidacion en funcidn del residuo de la proteina afectado por este ataque. A diferencia
de la oxidacioén lipidica, la oxidacion proteica implica la formacién de gran variedad de
moléculas susceptibles, mecanismos y productos finales de oxidacién. Cada
aminoacido presenta una ruta especifica de oxidaciéon y da lugar a productos de
oxidacion especificos. La oxidacidon proteica provoca cambios irreversibles en los
grupos funcionales de los aminoacidos originales para formar productos de oxidaciéon

de naturaleza diversa. Las consecuencias mas habituales de la oxidacion proteica son la
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formacién de puentes cruzados, modificaciones de las cadenas laterales de
aminoacidos (carbonilacion, pérdida o modificacion de los grupos sulfidrilo) y/o
fragmentacion proteica. La formacion de compuestos carbonilicos deriva
principalmente de la oxidacion de algunos aminoacidos concretos (treonina, prolina,
arginina y lisina) y estad considerado como el resultado mas relevante de la oxidacién
catalizada por iédn metdlico, la mas habitual en las proteinas miofribilares (Stadtman y
Levine, 2003). Concretamente, la oxidacion de la treonina da lugar al 4cido alfa-amino-
3-keto butirico; la lisina se convierte en semialdehido alfa-amino adipico (AAS por sus
siglas en inglés); y la arginina y la prolina en el semialdehido gamma-glutamico (GGS).
El AAS y el GGS fueron propuestos inicialmente como biomarcadores del dafio

oxidativo de las proteinas musculares (Daneshvar, Frandsen, Autrup y Dragsted, 1997).

A nivel proteico, la oxidacién puede tener lugar sobre la proteina integra sin necesidad
de protedlisis previa, pudiendo provocar diversas modificaciones fisico-quimicas como
fendbmenos de agregacidon, desnaturalizacién, fragmentacién y pérdida de Ia
funcionalidad (Xiong, 2000). Asi, la oxidacién de proteinas es responsable de texturasy
colores anémalos en carne fresca y en productos carnicos procesados. Las proteinas
oxidadas ven mermadas sus propiedades funcionales (capacidad de retencién de agua,
de formacién de geles, de formacién de emulsiones, etc.), lo cual afecta a la calidad
tecnolégica de la carne fresca e incrementa la exudacion de liquidos. Ademas la
oxidacién proteica implica la pérdida irreversible de aminoacidos esenciales y la
alteracién de la digestibilidad de las proteinas oxidadas, lo que conduce a una merma

considerable del valor nutritivo de la carne (Estévez, 2011).

1.1.3.2 Deterioro microbiolégico

La carne también se puede deteriorar por fendmenos microbiolégicos. Los
microorganismos psicrotrofos presentes en la carne refrigerada pertenecen con
frecuencia a los géneros Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium,
Micrococcus, Brochothrix, Lactobacillus, Enterobacter, Hafnia y Alteromonas. También
se encuentran, aunque son menos frecuentes, especies de los géneros Yersinia,
Campylobacter, Alcaligenes, Vibrio y Aeromonas (Bejarano, 2001). De todos ellos, solo

el 10% es capaz de crecer en la carne refrigerada y la proporcién causante de su
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deterioro es todavia menor (Borch, Kant-Muermans, y Blixt, 1996). Por su parte, la
proliferacién de microorganismos patégenos (E. coli, Campylobacter spp., Clostridium
spp. Salmonella spp., etc.) puede suponer un riesgo para la salud pero no suele

producir cambios apreciables en la carne.

Los principales microorganismos que suelen asociarse al deterioro de la carne

refrigerada son: Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, Brochrothrix thermosphacta y

las bacterias acido-lacticas. Su capacidad de proliferacion va a depender de las

condiciones de envasado de la carne. La microflora gram negativa, sobre todo,
Pseudomonas spp. y, en menor grado, Enterobacteriaceae, son las bacterias
predominantes en la carne envasada en aerobiosis. Bajo estas condiciones, el
crecimiento de Pseudomonas da lugar al deterioro putrido de la carne muy
rapidamente. El envasado al vacio y el empleo de atmdsferas modificadas con niveles
de didxido de carbono por encima del 20% va a favorecer el desarrollo de bacterias
anaerobias facultativas, en particular, de BAL y de B. thermosphacta (Nychas y
Skandamis, 2005). B.thermosphacta es la principal bacteria asociada al deterioro
microbioldgico de la carne envasada en atmdsfera protectora rica en O, y CO,, y su
crecimiento da lugar a la formacién de un olor reconocido por los panelistas como a
“queso” (Nowak, Kalemba, Krala, Piotrowska, y Czyzowska, 2012). Por su parte, las BAL
van predominar en la carne envasada a vacio dando lugar a tipicos olores acidos, agrios
o a yogurt (Mills, Donnison y Brightwell, 2014). Aparte de las bacterias, la presencia de
mohos y levaduras puede suponer un problema durante el almacenamiento de ciertos
productos carnicos. Las levaduras mdas comunes presentes en productos carnicos
pertenecen a especies de Candida y Rhodotorula. Mientras que las bacterias necesitan
recuentos superiores a 10’-10% ufc/g de carne para causar alteraciones evidentes, las
levaduras pueden deteriorar la carne cruda a partir de 10° ufc/g de carne (Sun y

Holley, 2012).

Con independencia del tipo de microflora alterante, el grado de deterioro
microbioldgico de la carne va a depender de la carga inicial de microorganismos. Los
recuentos microbioldgicos iniciales de la carne estan afectado por multiples factores

como la especie animal, la edad de sacrificio, el manejo durante el sacrificio y la
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evisceracion, el control de la temperatura, los ciclos de congelacion/descongelacion, el
procesado (picado, cocinado) y la distribucién (Dave y Ghaly, 2011). Los signos
habituales de deterioro microbioldgico de la carne son los cambios de pH, la aparicién
de limo superficial o incluso de colonias, la degradacién de compuestos estructurales
con pérdida de la textura, y, sobre todo, el desarrollo de malos olores, putridos, agrios,

0 a queso, entre otros, dependiendo de las especies alterantes.

1.1.3.3 Exudacion

La capacidad de retencién de agua también influye en la decision de compra y el peso
final del producto. La pérdida de exudados por parte del tejido muscular es inevitable.
Los exudados son originados en los espacios existentes entre el conjunto de fibras
musculares y el perimisio, y entre las fibras y el tejido del endomisio, producidos
durante el desarrollo del rigor. Todos los factores que afectan a la calidad tecnoldgica
de la carne pueden a su vez provocar que ésta sea mas o menos exudativa. La
temperatura durante el rigor, el estrés previo al sacrificio, el procesado y el envasado
pueden afectar a la desnaturalizacidon de las proteinas musculares y, por ende, a la
produccién de exudados (Honikel, 1998). Otros factores implicados serdn el grosor de
la pieza carnica, la relacion area/superficie, la orientacion del corte respecto al eje de

la fibra muscular y la presencia de grandes acimulos de sangre.

1.2 Estrategias para extender la vida comercial de la carne de cordero

La Legislacion Alimentaria es muy estricta con respecto al uso de aditivos en la carne,
no estando permitido su uso para conservar la carne integra fresca (Reglamento CE
1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo), de ahi que se barajen otras
estrategias para controlar su deterioro. La carne de cordero en sus principales
formatos (chuletas, filetes) se suele comercializar envasada en atmdsfera protectora
bajo iluminacidn fluorescente en vitrinas refrigeradas. En estas condiciones, los filetes

de cordero pueden permanecer aceptables entre 8-9 dias (McMillin, 2008; Soldatou,

Nerantzaki, Kontominas, y Savvaidis, 2009; Nieto et al., 2010b; Karabagias, Badeka, y

Kontominas, 2011; Bafién et al., 2012).
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1.2.1 Aplicacién de frio

Como sucede en otros alimentos perecederos, el enfriamiento resulta indispensable
para conservar la carne y prolongar su vida uatil. Las temperaturas habituales
conservacién empleadas son basicamente 0-42C (refrigeracion) y -182C (congelacidn).

La aplicacion de aire frio por conveccidén no sélo reduce la temperatura, sino que

también produce cierta deshidratacién superficial en la carne que contribuye a limitar
el crecimiento bacteriano. Se recomienda refrigerar la carne a temperaturas préximos
a 02C con el objeto de controlar mejor la proliferacion de bacterias patégenas

psicréfilas, como Listeria monocitogenes.

La congelacidon minimiza los cambios quimicos y microbioldgicos y reduce las pérdidas
de peso por goteo y evaporacién, pemitiendo conservar la carne durante meses e
incluso anos. Se considera que, para carne congelada, una temperatura de
almacenamiento de -552C es la ideal de cara a la prevencién completa de cualquier
cambio en sus pardmetros de calidad (Hansen, Juncher, Henckel, Karlsson, Bertelsen, y
Skibsted, 2004).

La “super refrigeracion” o “congelacién parcial” consiste en almacenar la carne justo

por debajo de su punto de congelacién, uno o dos grados, manteniéndose una
pequeiia parte del contenido de agua del producto congelado, lo cual inhibe en gran
medida la actividad microbiana, aunque los cambios fisicos y quimicos pueden seguir
produciéndose, e incluso acelerarse. Esta tecnologia ha sido empleada con éxito en
productos de la pesca (Olafsdottir, Lauzon, Martinsddttir, Oehlenschlduger, vy
Kristbergsson, 2006; Beaufort, Cardinal, Le-Bail, y Midelet-Bourdin, 2009) y presenta
un gran interés para el almacenamiento de la carne, ambito sobre el cual existen
diversos estudios donde se detalla su empleo con éxito (Beaufort et al., 2009;

Schubring, 2009).

1.2.2 Envasado y atmadsferas protectoras

Con independencia de la temperatura de almacenamiento, el envasado en atmdsfera
protectora resulta necesario para extender la vida util de la carne, ya que ésta apenas
se conserva unos pocos dias en refrigeraciéon y aerobiosis. Las variables que influyen en

la vida util de la carne envasada son el tipo de carne a envasar, la mezcla de gases, el
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ratio carne/gas, el tipo de envase, el equipo de envasado, la temperatura de
almacenamiento y el empleo de aditivos (Zhou, Xu, y Liu, 2010). Basicamente podemos

hablar de tres tipos principales de envasado: a vacio, en atmdsfera modificada y activo.

El envasado a vacio consiste en extraer el aire que hay en torno al producto para

mantenerlo en ausencia de gases. La falta de oxigeno en el interior de los envases
minimiza las reacciones oxidativas y el crecimiento de bacterias aerobias (Zhou et al.,
2010). Para mantener las condiciones de anaerobiosis en el tiempo es fundamental
usar materiales impermeables a los gases, generalmente mediante la combinacion de
varias capas. El envasado a vacio de la carne roja es problematico debido a que
provoca una reduccién de oxigeno y un cambio reversible de color de rojo
(oximioglobina) a purpura (deoximioglobina). La pérdida del color rojo brillante de la
carne fresca no puede considerarse una alteracion como tal, aunque el consumidor
podria rechazarla por presentar un aspecto poco atractivo. Un inconveniente adicional
es la acumulacién de exudado ya que el envase se ajusta a la superficie de la carne. Por
el contrario, este tipo de envasado tiene la gran ventaja de inhibir el crecimiento de
bacterias aerobias, promoviendo el crecimiento de bacterias anaerobias
(principalmente microflora acido-lactica) que presentan una velocidad de crecimiento
menor y dan lugar a olores acidos menos desagradables que los tipicos olores putridos

generados por las bacterias aerobias.

El envasado en atmodsfera modificada (en inglés, MAP) consiste en sustituir la

atmdsfera del envase para favorecer la conservacion de la carne. Las carnes rojas
refrigeradas se envasan habitualmente en atmdsferas modificadas ricas en oxigeno y
dioxido de carbono, que, por un lado, favorecen la preservacion del color rojo brillante
gracias a la hiperoxigenacion de la superficie carnica y el consecuente acumulo de
oximioglobina, y, por otro lado, inhiben el crecimiento microbiano debido a la elevada
concentracion de didxido de carbono, el cual alarga de la fase de latencia y reduce el
crecimiento en la fase logaritmica de las bacterias Gram-negativas aerobias
responsables de la descomposicién, tales como Pseudomonas (Vergara, Gallego,

Garcia, y Landete-Castillejos, 2003; Kennedy, Buckley, y Kerry, 2004).
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Los niveles de estos gases empleados van entre un 20-30% de diéxido de carbono y un
70-80% de oxigeno (McMillin, 2008). Niveles de diéxido de carbono inferiores al 15%
no producen una inhibicidn satisfactoria del crecimiento de microorganismos, mientras
gue algunos autores sefalan que, cuando la concentracion de didxido de carbono es
superior al 30%, puede acelerarse la decoloracidn en carnes rojas. Ademas hay que
afiadir el riesgo de que se produzca un colapso en el envase cuando el nivel de diéxido
de carbono empleado supera el 40%, a consecuencia de la absorcion del didxido de
carbono por parte del tejido animal (McMillin, Huang, Ho, y Smith, 1999). Por su parte,
el empleo de una alta concentracion de oxigeno potencia la formacién de productos
secundarios de la oxidacion de lipidos que pueden limitar la vida util de la carne por
enranciamiento. Sin embargo, el envasado con bajos niveles de oxigeno implicaria una
importante decoloracién del producto debido a la susceptibilidad de oxidacién de la
mioglobina con respecto a la oximioglobina. Este hecho determina que el uso de bajas
proporciones de oxigeno no resulte adecuado para el envasado de carnes rojas, como

la de cordero.

El empleo de pldsticos capaces de retener los gases modificados va a ser crucial para
conseguir una adecuada conservacion de la carne (McMillin, 2008). Los plasticos de
cobertura pueden elaborarse con diferentes materiales, como cloruro de polivinilideno
recubierto con polipropileno-polietileno, cloruro de polivinilideno recubierto con
polietileno tereftalato de polietileno, o poliamida-polietileno. Los pldsticos de
envoltura pueden fabricarse con poliamida-polietileno, poliamida-iondmero, o
poliamida de etileno-acetato de vinilo-etileno (Mullan y McDowell, 2003). En general,
una capa simple o tipo de plastico no posee todas las propiedades requeridas por lo
que se recurre a la laminacién, recubrimiento o co-extrusidon (Jenkins y Harrington,
1991). Una estructura multicapa comun tiene un material estructural externo
(tereftalato de polietileno, poliamida o polipropileno), un material intermedio con
propiedades de barrera de gas (cloruro de polivinilo, cloruro de polivinilideno,
copolimeros de etileno acetato de vinilo u otros) y un material interior que
proporciona el sello (polietileno, copolimeros de etileno acetato de vinilo, ionédmero u
otros). Ademads, se pueden utilizar agentes antiempafiamiento (ésteres de glicerol y

poliglicerol, ésteres de sorbitdn y sus etoxilatos, etoxilatos de alcohol y nonilfenol) en

25



Introduccion

superficie o mezclados con el propio polimero para que migren hasta la superficie
(Osswald, Baur, Brinkmann, Oberbach, y Schmachtenberg, 2006). También es posible
incorporar sustancias antimicrobianas al plastico de envasado, como por ejemplo,
extractos de romero, para controlar el deterioro microbiolégico de la carne (Djenane,

Montanfiés, y Roncalés, 2005).

El envasado activo incorpora componentes especificos que interaccionan con el

alimento o con el ambiente para mantener la calidad del producto y prolongar su vida
util. Un paso mas alla en este tipo de tecnologia es el envasado inteligente, donde el
propio envase esta provisto de un sensor para controlar las propiedades del producto
del ambiente e informar al procesador, comerciante o consumidor sobre el estado de
éstos (Kerry, O’Grady, y Hogan, 2006). El envasado activo presenta caracteristicas de
envasado en atmdsfera modificada, ya que proporciona al producto las condiciones
necesarias para evitar o ralentizar los procesos que provocan su alteracion, pero
ademads presenta la ventaja de no necesitar un seguimiento y control continuos. Las
funciones y tecnologias del envasado activo incluyen control de la humedad, films
permeables al oxigeno, captadores de oxigeno, generadores de oxigeno, controladores
de diéxido de carbono, controladores del olor, mejoradores del sabor, extractores de
etileno y agentes antimicrobianos (Brody, 2009) junto con indicadores de
componentes especificos (Vermeiren, Devlieghere, Beest, Kruif, y Debevere, 1999) y

control de la temperatura de envasado.

1.2.3 lluminacion

Los establecimientos de venta al por menor utilizan sistemas de iluminacion con luces
brillantes para realzar la frescura y mejorar el aspecto de la carne (Van Oeckel,
Warnants, y Boucqué, 1999). Sin embargo, la utilizacién de ldmparas fluorescentes en
vitrinas de exposicion puede desencadenar reacciones foto-quimicas y procesos de
oxidacién, ademds de aumentar la temperatura de la superficie de la carne,
favoreciendo el crecimiento de microorganismos y afectando a la estabilidad del color
(Sdnchez-Escalante, Torrescano, Camou, Gonzalez, y Hernandez, 2008). Las fuentes de
iluminacion empleadas pueden variar desde aquellas que se colocan en techos, que

pueden ser luces fluorescentes, incandescentes y de haluro metal, hasta luces
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colocadas dentro de la vitrina de exposicion. Los consumidores suelen preferir las
carnes presentadas bajo iluminacidn incandescente frente a aquellas presentadas bajo
iluminacidn fluorescente, probablemente debido a la ausencia de componente rojo en
esta Ultima; sin embargo, se suelen utilizar ldmparas de tipo fluorescente, ya que son
mas eficaces y generan menos calor dentro de las vitrinas expositoras (Barbut, 2002).
La velocidad a la que se producen las reacciones de oxidacién depende principalmente
de factores como la longitud de onda, la intensidad de la iluminacidn y las propiedades
de permeabilidad a la luz del film que se utilice en el envasado. La luz con longitudes
de onda corta tiene un efecto muy marcado sobre la oxidacién de la grasa y sobre la
degradacion del color de la carne. La intensidad de la luz utilizada en los expositores de
carne y productos carnicos suele oscilar entre los 500 y 1000 lux (Ix). La luz
fluorescente blanca generalmente no decolora la carne, pero la exposicidn a la luz
ultravioleta causa bastante desecacién en la carne envasada aerébicamente, asi como
oxidacion de mioglobina y cambios de color a tonalidades marréon durante una corta
exposicidon (Renerre, Poncet, Mercier, Gatellier, y Métro, 1999). La estabilidad del color
de la carne refrigerada puede mejorar cuando se utiliza un material de envasado
impermeable a las radiaciones ultravioletas, pero por razones de marketing se suele

utilizar material transparente, menos efectivo frente a dichas radiaciones.

1.2.4 Aditivos conservantes

El Reglamento (CE) 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, no autoriza el
uso de aditivos conservante en la carne entera fresca definida en el Reglamento (CE)
853/2004 como: “la carne que no ha sido sometida a procesos de conservacion
distintos de la refrigeracién, la congelacién o la ultracongelacién, incluida la carne
envasada al vacio o envasada en atmodsfera controlada”. Por el contrario, dicho
reglamento autoriza el empleo de aditivos quimicos en preparados de carne, definidos
como: “la carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a la que se han afiadido
productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que ha sido sometida a
transformaciones que no bastan para alterar la estructura interna de la fibra muscular
ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne fresca”. Los aditivos
usados habitualmente para inhibir el crecimiento microbiano en los derivados carnicos

son la sal comun, los nitritos, los sulfitos los acidos orgdnicos y los sorbatos. Dada su
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relevancia en el tercer trabajo de la presente tesis doctoral, desarrollaremos mas en

profundidad el papel de los sulfitos como aditivo carnico.

Sulfitos

El término “sulfitos” hace referencia al dioxido de azufre y a diferentes formas de
agentes azufrados inorgdnicos que liberan SO, en las condiciones de uso. Los sulfitos
son generalmente afiadidos a los productos carnicos en forma de bisulfito sédico o
potasico para inhibir el crecimiento microbiano, retrasar la decoloracion (fijador de la
oximioglobina) y como agente antioxidante. Los sulfitos son especialmente efectivos
contra bacterias aerébicas Gram-negativas, mohos y levaduras (Ray, 2004). Su eficacia
antimicrobiana es el resultado de la forma disociada del SO, que atraviesa la
membrana celular y reacciona con los grupos tiol de las proteinas, asi como con

enzimas y cofactores.

Los sulfitos son considerados en cierta manera como aditivos Unicos, por lo que no es

facil encontrar alternativas su uso. Los productos alternativos suelen presentar menos
propiedades, son menos efectivos y son casi siempre mas caros. Sin embargo, de un
tiempo a esta parte, se viene cuestionando su uso en base, por un lado, a su potencial
efecto iniciador de reacciones asmaticas en individuos sensibles, y, por otro lado,
porque la ingestion de elevadas concentraciones de sulfitos puede dar lugar a
deficiencias de tiamina o vitamina B1. Por este motivo el uso de sulfitos en muchos
alimentos considerados fuentes importantes de tiamina, como es el caso de la carne y
los productos carnicos, no estd permitido en algunos paises, como Brasil, Canada o
EEUU, o su uso esta limitado a ciertas aplicaciones concretas: en la Unidn Europea sélo
se permite en salchichas frescas y en preparados carnicos con vegetales y/o cereales
con un limite maximo de 450 mg/kg; en Australia y Nueva Zelanda su uso esta mas
extendido, permitiéndose niveles de hasta 500 mg/kg en un mayor nimero de
productos. Aunque en menor medida, también se ha observado la potencial capacidad
de los sulfitos para destruir el beta-caroteno, precursor de la vitamina A (Wedzicha et
al., 1991) y cierto efecto disruptor del metabolismo de los carbohidratos (Peroni y
Poner, 1995). Ultimamente, existe una creciente preocupacién en torno a la

posibilidad de que muchos consumidores puedan estar excediendo la ingesta diaria
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recomendada (IDR), estimada en 0-0.7 mg/kg por persona vy dia.

En un reciente informe de la FAO/OMS sobre aditivos alimentarios (Safety evaluation
of food additives, 2009) se observd que, en muchos de los paises analizados, una de las
principales fuentes dietéticas de exposicion a sulfitos causantes de ese exceso, tanto
en nifos como en adultos, era el consumo de salchichas frescas y otros productos
carnicos. Se observé que la ingesta de una porcién de 100 gramos de un alimento con
unos niveles por encima de 400 mg/kg podia dar lugar a una ingesta similar a la IDR.

Entre las recomendaciones de la OMS se alentaba vehementemente a investigar

métodos alternativos de conservacion y a reducir las concentraciones de SO, en la

medida en que haya alternativas mas saludables. En este sentido, estudios previos han

demostrado la posibilidad de reducir la cantidad de SO, necesaria para conservar la
carne cruda mediante el uso de aditivos naturales como el té verde, la semilla de uva,
el ascorbato o el quitosano (Bafidn et al., 2007; Roller et al., 2002; Serrano et al.,
2012). Asi mismo, otros estudios han demostrado la posibilidad de extender la vida util
de productos cdrnicos cocinados con dosis reducidas de nitritos en su formulacién
mediante la suplementacién dietética de antioxidantes (a-tocoferol) (Dineen et al.,

2001).

Tabla 3. Cuadro resumen de los estudios orientados a reducir sulfitos, nitritos y
nitratos en la carne mediante el uso de compuestos naturales

Referencia Producto carnico = Compuesto testado Resultados
Roller et al.,  Salchicha fresca Quitosano (0,6%) + 170 Mayor inhibicién microbiana que
2002 cerdo mg/kg SO, altas dosis (340 mg/kg) de SO,
Reducida degradacion SO,
Bafién et al., Hamburguesas 400 mg/kg: Retraso de la oxidacion lipidica y
2007 frescas de ternera - Extracto té verde descoloracion y modesta
- Ext. semilla uva reduccion del crecimiento
+ 100 mg/kg SO, microbiano frente a la misma
dosis de SO,
Serrano et Hamburguesas 0,02-0,05% Quitosano Similares efectos conservantes
al., 2012 frescas de cerdo + 150 mg/kg SO, (oxidacion lipidica, estabilizacion
color y crecimiento microbiano)
gue altas dosis de SO,
Dineen et al., Jamodn cocidoy 1000 mg/kg vitamina E  Similar o mejor estabilidad lipidica
2001 hamburguesa +25/100 mg/kg de y del color de los productos

cocinada de cerdo

nitritos

suplementados con baja dosis
frente a las altas dosis de nitritos.
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Ingredientes naturales con propiedades conservantes

El empleo de ingredientes naturales como alternativa a los aditivos conservantes es un
campo de estudio que en las ultimas décadas ha adquirido gran relevancia a nivel
cientifico e industrial. Como se ha comentado, las restricciones legales al uso de
aditivos conservantes hacen fundamental la bdsqueda de alternativas naturales y mas
sanas a su uso que permitan su eliminaciéon o, al menos, reducir su dosis en los

alimentos (Serrano et al., 2012).

Se ha testado una gran cantidad de compuestos naturales como conservantes de la
carne y sus derivados. Ademas del romero (ver seccidon 1.3.2), se han realizado
estudios con aloe vera, gingeng, mostaza, salvia (McCarthy, Kerry, Kerry, Lynch, y
Buckley, 2001), rdbano (Delaquis, Ward, Holley, Cliff, y Mazza, 1999), orégano
(Ferndndez-Lépez, Sevilla, Sayas-Barberd, Navarro, Marin, y Pérez- Alvarez, 2003),
albahaca, clavo, hierbabuena, nuez moscada, curry, canela (Abdalla y Roozen, 1999),
miel (Johnston, Sepe, Miano, Brannan, y Aderton, 2005), catequinas de té, vitamina C
(Mitsumoto, O’Grady, Kerry, y Buckley, 2005), naranja, limén (Fernandez-Lépez, Zhi,
Aleson-Carbonell, Pérez-Alvarez, y Kuri, 2005), pimienta negra (Martinez, Cilla, Beltran,
y Roncalés, 2007), té verde, café, piel de uva (Nissen, Byrne, Bertelsen, y Skibsted,
2004), uva y extractos de corteza de pino (Ahn, Griin, y Fernando, 2002; Gruen,
Fernando, y Ahn, 2005). Muchos de estos vegetales contienen moléculas activas con
actividad antimicrobiana y antioxidante, como compuestos fendlicos, acidos orgdnicos
y polisacaridos, que podrian desarrollar un papel tecnolégico en los productos
carnicos. Sin embargo, también es cierto que al tratarse de sustancias naturales con
una composicion heterogénea, no existe un completo control o conocimiento de lo
gue realmente se esta afladiendo al alimento, ni de los posibles efectos colaterales de
otros componentes presentes. A pesar de ello, la adiciéon directa de conservantes
naturales a la carne, ademas de realizar un papel tecnolégico, puede modificar el valor
nutritivo de los productos carnicos, pasando a desempefiar una funcién de
ingrediente. Sus principales inconvenientes suelen ser su reducido espectro de
actividad y sus limitaciones sensoriales, ya que, en algunos casos, los ingredientes

naturales pueden modificar las propiedades organolépticas del alimento, aportando
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caracteristicas de aspecto, olor y/o sabor andmalos e indeseables a la carne (Zhou et
al., 2010). Por lo tanto, es fundamental que la minima dosis conservante efectiva del

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

1.2.5 Tecnologia de obstaculos

Una tendencia actual es utilizar métodos combinados de conservacién basados en
diferentes técnicas de “obstaculos” (hurdles). Las principales “barreras” utilizadas para
conservar alimentos son la temperatura (alta o baja), la actividad de agua, la acidez, el
potencial redox, los conservantes (sulfitos, ascorbato, nitritos, etc.) y los
microorganismos competitivos (BAL) (Leistner, 2000; Leistner y Gorris, 1995) et al..Los
sistemas combinados de conservacién son mdas efectivos que las mismas técnicas
aplicadas de manera individual, al aprovechar las potenciales sinergias existentes entre
tratamientos, lo que contribuye a reducir los requerimientos de aditivos (Zhou et al.,

2010).

1.2.6 Empleo de fitoquimicos en alimentacion animal

Una alternativa a la adicion directa de conservantes a la carne es la suplementacién
dietética de los animales con fitoquimicos contenidos en diferentes matrices vegetales
(extractos, especias, frutos, plantas integras, etc.) capaces de depositarse en el tejido
muscular y de hacer un papel tecnolégico similar a los conservantes adicionados. Si
bien este tipo de productos podrian suponer un coste econdmico mayor que la adicién
directa de aditivos, presentan la gran ventaja de no ser percibidos como aditivos

alimentarios.

La mayoria de los estudios dietéticos con fitoquimicos han sido realizados en animales
monogastricos (pollo y cerdo), cuya carne se consume en mayor porcentaje que la
carne de animales poligdstricos (vacuno, ovino y caprino) (76% vs 24%) (MAGRAMA,
2013). Sin embargo, a pesar de las peculiaridades del sistema digestivo de los
rumiantes y de su actividad metabdlica, se ha demostrado igualmente Ila
biodisponibilidad de determinados compuestos activos testados con éxito en animales

monogdastricos que ofrecen un incremento de la capacidad de conservacién también
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en rumiantes. Ejemplos de estos estudios muestran como la inclusién dietética de alga
parda (Galipalli, Gadiyaram, Kouakou, Terrill, y Kannan, 2004; Braden, Blanton,
Montgomery, Santen, Allen, y Miller, 2007) y 4cido elagico (Hayes et al., 2009) en
terneros, o de curcuma (Karami, Alimon, Sazili, Goh, y Ivan, 2011) y catequinas del té
(Zhong et al., 2009) en cabras, mejord la capacidad de conservacién y la estabilidad
oxidativa de la carne. Asi mismo, la ingesta de plantas del género Atriplex spp. durante
el pastoreo derivé en una mayor estabilidad del color de la carne ovina a lo largo de su

almacenamiento (Pearce, Masters, Smith, Jacob, y Pethick, 2005).

La suplementacidn dietética con a-tocoferol acetato o vitamina E es probablemente la
mas extendida para reducir los procesos oxidativos de la carne y es la que cuenta con
una mayor aceptacion por parte de los consumidores (Burton y Traber, 1990). La
suplementacién de la dieta con cantidades superiores a las requeridas para un
correcto crecimiento y desarrollo del animal provoca un aumento significativo de las
concentraciones plasmaticas y tisulares de a-tocoferol, suponiendo un procedimiento
eficaz para retrasar y prevenir el enranciamiento de la carne y los productos cdrnicos,
tanto frescos (Faustman, Cassens, Schaefer, Buege, y Scheller, 1989; Arnold, Scheller,

Arp, Williams, y Schaefer, 1993), como cocinados (Kerry et al., 2000).

La accién antioxidante de los tocoferoles se debe a su radical fendlico (figura 3). Los
tocoferoles son moléculas conformadas por diferentes fenoles metilados que se sitdan
en las membranas fosfolipidicas de las células animales donde ejercen su actividad
antioxidante, contribuyendo a mantener la integridad de las mismas. Ademas, los
tocoferoles también contribuyen a estabilizar otros compuestos celulares, incluyendo
la mioglobina, y por tanto, también ralentizan los procesos oxidativos que conducen al

pardeamiento y el enranciamiento de la carne.

Fig. 3 Estructura quimica

del tocoferol HsC

HO
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En cuanto su uso dietético en el ganado ovino (tabla 4), la suplementacién con
alrededor de 500 mg de vitamina E por kg de pienso durante la fase de cebo de los
corderos permitiria alcanzar una deposicién muscular entre 1,8 y 5,9 mg de vitamina E
por kg carne (Alvarez et al., 2008; Gonzélez-Calvo, Ripoll, Molino, Calvo, y Joy, 2015;
Kasapidou et al., 2012; Kerry et al., 2000; Lauzurica et al., 2005; Lépez-Bote, Daza,
Soares, y Berges, 2001; Turner, McClure, Weiss, Borton, y Foster, 2002; Wulf et al.,
1995). De los anteriores estudios también se desprende que es necesario alcanzar
niveles musculares de vitamina E entre 2 y 5 mg/kg para proteger a la carne de cordero
frente a la oxidacion (Alvarez et al., 2008; Lopez-Bote et al., 2001).

La adicién de tocoferoles a la carne retrasa su oxidacion pero su efectividad disminuye
considerablemente con respecto a la suplementacién dietética, ya que no asegura que
la vitamina E llegue a integrarse en las membranas musculares, las cuales tienen un
papel fundamental en la estabilidad de lipidos y pigmentos, limitdndose su aplicacién

como aditivo conservante en la industria carnica (Mitsumoto, 2000).
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Tabla 4. Cuadro resumen de los estudios sobre suplementacidn dietética con a-tocoferol realizados en ovino.

Referencia Dosificacion Nivel muscular Producto /Musculo Almacenamiento Resultados
(mg/kg)
Wulf et al, 500- 1000 Ul/aalydia 5,90-5,67 Carne fresca de lomo y pierna Refrigeracién iluminacién Mejora estabilidad oxidativa y color y mayor
1995 por 56 dias (28 d) aceptacion sensorial
Incremento vida util = 4 dias
Guidera et al., 1000 mg/kg pienso por 5,1-5,3 Carne fresca y congelada Refrigeracion + Mejora estabilidad oxidativa
1997 70 dias (madres: 12 (Longissimus  dorsi;  Psoas iluminacion (7 d) Reduccion de la descoloracién y acimulo de
semanas) major; Gluteus medius) metamioglobina
Lopez-Bote et 270, 520y 1020 mg/kg 1,5-5,4 Longissimus dorsi Refrigeracién (9d) Mejora estabilidad oxidativa
al., 2001 por 6 sem
Turner et al., 300 IU/aal por 7 6 21 1,91-2,89 Longissimus dorsi Refrigeracién (6 d) Sin diferencias a nivel de color y aceptacion
2002 dias sensorial
Macit et al, 45 mg/aal/d por 75 - Longissimus dorsi Refrigeracién (12 d) Mejora estabilidad oxidativa y reduccion de
2003 dias lluminacion la descoloracion
Lauzurica et 250 — 1000 mg/kg por 2,17 -3,57 Longissimus dorsi Refrigeracién (28 d) Mejora estabilidad oxidativa y reduccién de
al., 2005 37 dias MAP (70/30 0,/CO,) la descoloracion hasta 14d (250) o 28d
(1000)
Ripoll et al., 500 mg/kg por 33 dias - Longissimus  thoracicus et Refrigeracién (13 d) Mejora estabilidad oxidativa y reduccion de
2011 lumborum MAP (40/30/30 la descoloracion.
0,/C0O,/Ar) Incremento vida Util = 4 dias
Kasapidou et 30— 500 mg/kg por 63 0,73-3,73 Semimembranosus Refrigeracion (6 d) Prevencién de la oxidacion lipidica a partir
al., 2012 dias MAP (75/25 0,/CO,) de una suplementacién con 250 mg/kg (2,55
mg/kg vitamina E en musculo)
Rivas-Cafiedo., 300 mg/kg entre 14 y - Chuletas Refrigeracién (6 d) Mejora del perfil de compuestos volatiles
2013 26 kg peso vivo MAP (70/30 0,/CO,) marcadores de la oxidacién lipidica
Gonzalez-Calvo 500 mg/kg por 4-28 0,5-3,22 Longissimus thoracicus 'y Refrigeracién (7 d) Mejora estabilidad oxidativa y reduccion de
etal., 2015 dias Semitendinosus la formacion de metamioglobina
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Entre todas las opciones posibles, el empleo de PAMs presenta un indudable interés
en alimentacion animal, dado su elevado contenido en compuestos fendlicos
biodisponibles con potencial actividad conservante sobre la carne. Dentro de este
grupo de plantas existen especies muy conocidas como son el romero (Rosmarinus
Officinalis), el orégano (Origanum vulgare L.), la mejorana (Origanum majorana L.), la
albahaca (Ocimum basilicum L.), la menta (Mentha piperita L.), la hierbabuena
(Mentha spicata L.), el tomillo (Thymus vulgaris L.) y la salvia (Salvia officinalis L.). De
todas ellas, el romero, junto con el tomillo y la salvia, se encuentran entre las mas
estudiadas en virtud de sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Alvarez,
Garcia Garcia, Jordan, Martinez-Conesa, y Hernandez, 2012; Farhat, Landoulsi,

Chaouch-Hamada, Sotomayor, y Jordan, 2013; Nieto et al., 2010b).

En los ultimos afios estd aumentando la industrializacion de PAMs para producir
condimentos, aromatizantes, infusiones o cosméticos, entre otros productos, lo que,
por un lado, ha aumentado las necesidades de cultivo, y, por otro, esta generando una
mayor cantidad de subproductos industriales. Actualmente se dedican en Espafia unas
7.000 hectareas al cultivo de PAMs, siendo Andalucia, con unas 1.700 hectareas, la
region que posee una mayor extension dedicada a los mismos. Sin embargo, pese a las
actuales normas establecidas para su proteccién, los voliumenes actuales de
comercializacion de PAMs comienzan a no ser sostenibles, ni por las propias especies
salvajes ni por el medio donde crecen, poniendo en riesgo la supervivencia de las
mismas.. La busqueda de nuevas aplicaciones y la creciente tendencia a consumir
productos naturales podria dar como resultado el desarrollo del cultivo sostenible de
PAMs que permita preservar las poblaciones salvajes, y contribuya al desarrollo

econdmico de zonas rurales desfavorecidas.

Hasta la fecha se han realizado diversos estudios dietéticos en animales con aceites
esenciales de este tipo de plantas. Por ejemplo, la incorporacion de aceite esencial de
orégano al pienso de los pollos, en dosis de 50 y 100 mg/kg (Botsoglou, Florou-Paneri,
Christaki, Fletouris, y Spais, 2002), y al pienso de los pavos, en dosis de 100 y 200
mg/kg (Botsoglou, Grigoropoulou, Botsoglou, Govaris, y Papageorgiou, 2003), permitié

reducir la oxidacion lipidica en la carne cruda y cocinada, almacenada hasta 9 dias en
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refrigeracion (4 2C). En un estudio similar, Simitzis et al. (2008) observaron que la
suplementacidén dietética de corderos con aceite esencial de orégano, en dosis de 1000
mg/kg en el pienso, redujo la oxidacién lipidica en la carne cruda durante el
almacenamiento, tanto en refrigeracién (42C) hasta 9 dias, como en congelacion (-20
2C) hasta 4 meses. Por el contrario, la suplementacion dietética de cerdos con aceite
esencial de orégano, en dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg en el pienso, no logroé reducir
la oxidacion lipidica en la carne cruda almacenada en refrigeracién hasta 9 dias
(Simitzis, Symeon, Charismiadou, Bizelis, y Deligeorgis, 2010). En otro estudio realizado
con cerdos, Janz et al. (2007) determinaron que la incorporacion de aceite esencial de
orégano en una dosis del 0,05% al pienso no redujo los niveles de oxidacion lipidica, ni
mejoré las caracteristicas sensoriales de la carne cocinada y almacenada en

refrigeracion hasta 4 dias.

Una posibilidad con buenas perspectivas econémicas es el aprovechamiento de
extractos y subproductos vegetales ricos en compuestos activos (Balasundram,
Sundram, y Samman, 2006; Vasta et al., 2011). Diversos estudios han empleado con
éxito un subproducto del aceite de oliva, rico en hidroxicortisol, obteniendo mejoras
en la capacidad antioxidante (Luciano et al., 2013), el perfil lipidico (Mele et al., 2014) y
el perfil de compuestos volatiles derivados de la oxidacion lipidica (Gravador et al.,
2014) en la carne de cordero. La suplementacion del pienso de los corderos con
extracto de quebracho colorado (Schinopsis lorentzii) (8,9%) rico en taninos, también
mejoro la estabilidad del color en la carne (Luciano et al., 2009). La suplementacién
dietética de corderos con hesperidina, uno de los principales flavonoides presentes en
los citricos, en dosificaciones de 1500 y 3000 mg/kg en el pienso, permitié reducir los
valores de oxidacion lipidica de la carne durante su almacenamiento en refrigeracion
(Simitzis, Ilias-Dimopoulos, Charismiadou, Biniari, y Deligeorgis, 2013). La
suplementacién dietética de ovejas lactantes y gestantes con hoja de tomillo libre de
aceite esencial, en una dosis del 7,5%, permitid mejorar la estabilidad del color y
reducir el deterioro microbioldgico y la oxidacion de lipidos en la carne de sus
corderos, almacenada en refrigeracion y MAP (70/30 0O,/CO,) hasta 21 dias (Nieto et
al., 2010b). La incorporacion de aceite esencial de tomillo en la dieta de conejos, en

una dosificacion del 3%, permitid6 mejorar la estabilidad del color en la carne,
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almacenada en refrigeracién y bajo intensa iluminacién (2300 Ix) hasta 9 dias (Dal
Bosco, Gerencsér, SzendrG, Mugnai, Cullere, Kovacs, y Dalle Zotte, 2014). Igualmente,
Lépez-Bote et al. (1998) observaron que la suplementacién dietética de pollos con
extracto de salvia, en una dosificacion de 500 mg/kg en el pienso, permitia reducir la
oxidacion lipidica en la carne cruda almacenada en refrigeracidon y aerobiosis. En
definitiva, todo parece indicar la capacidad de conservacién de la carne puede ser
mejorada mediante el uso alimentario de fitoquimicos biodisponibles de caracter
fendlico. Por su relevancia para la presente tesis, comentaremos en profundidad los
aspectos agrondmicos e industriales mas relevantes de la produccién de romero y sus
derivados, para luego exponer sus propiedades como aditivo carnico y/o del pienso de

animales de abasto.

1.3 Uso de romero y derivados en alimentacion animal

1.3.1 Productos derivados del romero y sus propiedades

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta que pertenece a la familia Labiatae
o Lamiaceae. Es una planta perenne, lefiosa y de porte arbustivo, con una vida media
que varia entre 5 y 15 afos. Puede alcanzar un tamafo de hasta 2 metros. Es una
planta originaria de la region mediterranea, sobre todo de las areas donde el suelo es
especialmente seco, arenoso y rocoso, aunque tiene preferencia por los suelos
calcdreos. Es una especie termofila tolerante a la sequia, que crece en zonas soleadas,
protegidas de vientos gélidos. Sus hojas son firmes, de color verde oscuro por el haz y
blanquecinas por el envés, provistas de abundantes glandulas de esencia. Sus flores
son de color azul o violaceo pdlido con los estambres mas largos que los pétalos y el
labio superior de la corola curvado y sus semillas son de tamafio reducido. En la regién
mediterranea viven unas 1000 especies silvestres de esta familia correspondientes a
unos 48 géneros, aproximadamente la cuarta parte de los 220 géneros y 4000 especies

del total mundial.

Como cualquier otro material vegetal, la hoja fresca de romero presenta una
composicion compleja que incluye diversas familias de compuestos. El grupo de
compuestos mas importante, tanto por su proporcién como por su potencialidad, es el

de los compuestos fendlicos y polifendlicos, lo que permite obtener diferentes aceites
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y extractos mediante el uso de disolventes (Schwarz, et al., 2001). Se consideran
productos obtenidos del romero la hoja, los aceites esenciales, la hoja libre de aceite y
los extractos obtenidos a partir de una segunda destilacidon de la hoja libre de aceite

con diferentes solventes (Figura 4).

Figura 4. Procesado industrial del romero.

Recoleccion | —— = ( Planta (hoja) fresca ]

'

Desmenuzado | —— = [ Hoja triturada J

'

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

.

Posterior destilacion
y separacion

|:{>[ Extractos y hoja agotada ]

Aceite esencial

El aceite esencial de romero se obtiene por destilacién de la hoja triturada con agua.
Los aceites esenciales son volatiles, de ahi su poder aromatico, y liquidos a
temperatura ambiente. Recién destilados son incoloros o ligeramente amarillos. Su
densidad es inferior a la del agua y poseen un indice de refraccidon elevado. Son
liposolubles y muy poco solubles en agua, pero son arrastrables por el vapor de agua.
Son igualmente solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, como éter
o cloroformo, y alcohol de alta graduacion. El contenido en compuestos activos del
aceite esencial determinard su calidad, y en ultima instancia, su precio final. Con
independencia de las condiciones de extraccidn, la materia prima empleada para
elaborar el aceite esencial de romero puede presentar una gran variabilidad, debido a
factores intrinsecos (genética y edad) y extrinsecos (condiciones edafoclimaticas)
(Gachkar et al., 2007). En un amplio estudio realizado en 17 poblaciones de romero
silvestres de la Region de Murcia (Mofino, 2010) se identificaron un total de 26
moléculas que representan el 98% de los componentes volatiles identificados en aceite

esencial de romero (tabla 5).
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Tabla 5. Composicidn porcentual del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Mofiino,
2010).

Compuesto % Compuesto % Compuesto %
a-Pineno 16,1+3,6 Linalol 1,02+0,5 Limoneno 2,84+0,9
Canfeno 7,26 £1,6 Canfolenal 0,32+0,2 Eucaliptol 21,0+4,9
B-Pineno 1,96 +0,6 Alcanfor 19,9+ 8,4 y-Terpineno 1,00+0,3
3- Octanona 0,49+0,8 Borneol 5,00+£1,9 Terpinoleno 0,99+0,4
Mirceno 4,25+1,8 Terminen-4-ol 0,11+0,1 Acetato de bornilo 0,72+0,4
3- Octanol 0,08+0,1 p-Cymen-8-ol 2,67+0,6 (E)-B-Cariofileno 0,37+0,3
a-Felandreno 0,35+0,2 a- Terpineol 5,13+2,2 a-Cariofileno 0,26+0,1
A-3-Careno 0,03+0,1 Verbenona 0,88+0,6 Oxido de cariofileno 0,26 +0,1
p-Cimeno 2,00+0,9

En dltima instancia, las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de estos compuestos
activos mayoritarios son las que van a determinar sus posibles aplicaciones. La
industria transformadora obtiene compuestos aromaticos para alimentaciéon vy
fragancias para perfumeria y cosmética, en cuya fabricacidn los aceites esenciales son
un ingrediente fundamental. Ademads, existe numerosas referencias bibliograficas
sobre las propiedades antimicrobianas y antivirales (Al-Sereiti, Abu-Amer, y Sen, 1999;
Rezzoug, Boutekedjiret, y Allaf, 2005) y antioxidantes (Ojeda-Sana, van Baren,
Elechosa, Judrez, y Moreno, 2013; Ozcan y Arslan, 2011) del aceite esencial de romero.
Ouattara et al., (1997) investigaron la actividad antibacteriana de algunos aceites
esenciales contra microorganismos responsables del deterioro de los alimentos,
llegando a la conclusion de que los aceites esenciales de canela, clavo y romero fueron
los mas activos. Similares resultados fueron obtenidos por Valero y Salmerdén (2003)
para la actividad antibacteriana del aceite esencial de romero contra cepas de Bacillus

cereus cultivadas en caldo de zanahoria.
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Subproducto de la extraccion del aceite esencial de romero: la hoja destilada

La produccion de aceite esencial genera un gran excedente de subproductos. Datos
publicados revelan que en Espafia se producen anualmente una media de 180 T de
aceite esencial de romero; si se considera que el rendimiento medio en aceite esencial
se encuentra entre el 0,6 % en peso fresco se puede estimar que se requiere una

produccién de 30x10° kg de materia fresca (Sotomayor, 1998).

La hoja de romero destilada, libre de aceite esencial, contiene una gran cantidad de
polifenoles que no son extraidos con vapor de agua. Dentro de este grupo destacan los
polifenoles diterpénicos: 4acido carndsico y carnosol; flavonoides: apigenina,
genkwanina y luteolina; y acidos fendlicos como el acido rosmarinico, acido cumarico y
acido gdlico (Del Bafio et al., 2003; Papageorgiou, Mallouchos, A., y Komaitis, 2008).

Esta riqueza polifendlica permite la obtencion de extractos de romero ricos en

polifenoles hidrosolubles y liposolubles. La actividad antioxidante de los extractos de
romero va a depender de su contenido en compuestos fendlicos: los extractos ricos en
diterpenos fendlicos son mds efectivos en sistemas lipidicos (Hopia, Huang, Schwarz,
German, y Frankel, 1996) mientras que los extractos ricos en acido rosmarinico son
mas efectivos en sistemas acuosos (Cuvelier, Bondety, y Berset, 2000). Por lo general,
la fraccion hidrosoluble del extracto tiene un rendimiento del 7,1% en peso con
respecto a materia seca, mientras que el rendimiento para la fraccidon liposoluble,
primera extraccion con metanol, es del 10,8%. Sin embargo, el uso combinado de
disolventes convencionales y/o fluidos supercriticos (Schwarz et al., 2001; Del Bafio et
al., 2003) (Figura 5) permite la obtencion de extractos con rendimientos,
concentraciones y proporciones diferentes de los 6 principales compuestos fenélicos
en cantidad de la hoja destilada de romero (Tabla 6), permitiendo su adaptacion a las

diferentes aplicaciones segun las necesidades.
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Figura 5. Esquema de extraccion de seis extractos de romero diferentes (CA1-CA5y
RO) (Del Bario et al., 2003).
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Tabla 6. Concentracién de los principales compuestos polifendlicos presentes en
diferentes extractos de hoja de romero (CA 1-CA 5 y RO) (% contenido absoluto) (Del
Bafio et al., 2003).

polyphenolic compounds CA1 CA 2 CA 3
rosmarinic acid 0.35+0.01 1.17 £0.02 0.10 £ 0.00
isoscutellarein 7-O-glucoside ~ 0.02+0.00  0.89+0.02  0.02+0.00
genkwanin 004+000 0.12+0.01 0.59 £0.01
carnosol 2.88 +£0.03 7.13+£0.06 9.92 +0.06
carnosic acid 2.93+0.03 6.13+0.04 9.77 £0.07
12-methylcarnosic acid 0.41 +0.01 1.00 +£0.02 2.03+0.02
total 6.63 £0.03 16.44+0.06 22.43+0.07

polyphenolic compounds CA4 CA5 RO
rosmarinic acid 0.07 +£0.00 0.61£0.01 8.46 + 0.06
isoscutellarein 7-O-glucoside 0.06 +0.00 0.01+0.00 4.46+0.04
genkwanin 1.15+0.02 1.50 +0.02 0.13£0.01
carnosol 8.00+0.06 13.14+0.09 0.07 +0.00
carnosic acid 17.70+0.09  28.30+0.11 0.15+0.01
12-methylcarnosic acid 0.45+0.01 0.59 £0.01 0.01+0.00
total 27.43+0.09 4415+0.11 13.28 +0.06

La solubilidad de los polifenoles es una propiedad muy importante para su potencial

actividad bioldgica, ya que influye en los mecanismos de transporte al interior de la
célula.. Por su parte, la mayor o menor actividad de los distintos principios activos
dependerd en gran medida del numero de grupos hidroxilo, la estructura
estereoespacial de la molécula tipo y la disposicidn de sus sustituyentes entre otros
factores, asi como de la longitud de la cadena alifatica y la presencia de dobles
enlaces.Si consideramos separadamente los principios activos en base a su solubilidad,
el acido carndsico y el carnosol serian responsables del 90% del potencial antioxidante
de los extractos liposolubles de romero (Aruoma, Halliwell, Aeschbach, y Ldligers,
1992; Frankel, Huang, Aeschbach, y Prior, 1996). En estos sistemas, la actividad
antioxidante in vitro del acido carndsico se considera tres veces mayor que la del
carnosol y siete veces mayor que la mostrada por antioxidantes sintéticos como el BHA
y el BHT (Richheimer, Bernart, King, Kent, y Bailey, 1996). En extractos hidrosolubles, el
acido rosmarinico aparece como el componente mayoritario, asociado igualmente a

una importante actividad antioxidante (Del Bafio et al., 2003).
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El mecanismo de la actividad antioxidante de los productos a base de romero
dependerd por tanto de su composicién quimica: las quinonas isoprenoides actuan
como terminadores de la cadena de radicales libres y como quelantes de especies
reactivas al oxigeno (ROS); los compuestos fendlicos se comportan como antioxidantes
primarios al reaccionar con los radicales lipidicos e hidroxilo para convertirlos en
productos estables; pueden actuar como quelantes de iones metalicos (principalmente
Fe?*), reduciendo asi el ratio de formacién de especies reactivas derivadas del oxigeno,
y pueden actuar como protectores y regeneradores de otros antioxidantes, como es el
caso de la vitamina E (Gladine, Morand, Rock, Bauchart y Durand, 2007). En el caso
especifico del acido carndsico y carnosol, Pérez-Fons et al., (2010) demostraron la
capacidad de ambos diterpenos para alterar el orden lipidico y el modelo de
empaguetado de las membranas fosfolipidicas, lo cual contribuiria a estabilizar dichas
membranas y a impedir la propagacién de ROS, suponiendo una proteccidon extra
contra el dafio oxidativo. Asi mismo, el acido carndsico y el carnosol podrian inducir
ciertas rutas metabdlicas (Keap1-Nf2) responsables de incrementar la transcripcion y
sintesis de antioxidantes enddgenos, como las enzimas de “fase 2” (GSTP, GSH, SOD)
(Satoh, McKercher, y Lipton, 2013; Lin et al.,, 2015). Ambos mecanismos podrian
ayudar a explicar la mayor eficacia antioxidante de la suplementacién dietética con

respecto a la adicion directa de diterpenos de romero.
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Figura 6. Estructura molecular
de los principales compuestos
antioxidantes aislados en
romero (Rosmarinus officinalis
L.) (Estrada, 2007).
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El mecanismo de accion antibacteriano de los polifenoles del romero consiste en su
interaccion con la membrana celular, causando la fuga de los componentes celulares y
cambios en la composicion de los acidos grasos y fosfolipidos, afectando asi al
metabolismo celular, al consumo de nutrientes, al transporte de electrones vy
provocando cambios en la sintesis de material genético. Ademas, Fung et al., (1977)
demostraron que estos compuestos pueden también interactuar con las proteinas de
la membrana, causando la deformacion en su estructura y funcionalidad. Estudios in
vitro realizados con diferentes extractos de romero, asociaron la mayor concentracién
de acido carndsico y carnosol con una mayor accién antibacteriana de los extractos
(Moreno et al., 2006). En el mismo sentido, recientemente se ha demostrado la accion
inhibitoria de dosis de hasta 100 mg/kg de extracto de la hoja de romero,
principalmente compuesto por dacido carndsico y, en menor proporcion, carnosol,

sobre el crecimiento de E.coli (Bueno et al., 2015).

Por ultimo, algunos compuestos polifendlicos, principalmente los flavonoides, estdn

implicados en el funcionamiento del organismo a través de su participaciéon en
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actividades bioldgicas, como son: efecto vasodilatador; accidn anticarcinogénica,
antibacteriana y estimulante del sistema inmune (Middelton, Kandaswami, y
Theoharides, 2000); antialergénicos y antivirales (Song, Lee, y Seong, 2005); presentan
efectos estrogénicos e inhibiendo numerosas enzimas como las fosfolipasas A,
ciclooxigenasas y lipooxigenasa, aunque estimulan otras como la superéxido
dismutasa. Algunos de estos compuestos bioactivos reducen el riesgo de muchas
enfermedades, incluyendo enfermedades crénicas como enfermedades
cardiovasculares, hipertension diabetes y cancer (Borras-Linares et al., 2015; Petiwala,

Puthenveetil, y Johnson, 2013).

1.3.2 Aplicacion del romero y derivados como conservante de la carne y productos
carnicos

El uso de derivados de romero como aditivo en carnes y productos carnicos es bien
conocido y sus efectos, tanto antioxidantes como antimicrobianos, han sido
demostrados en la carne y en los productos carnicos frescos y tratados por el calor
(Ahn, Griin, y Mustapha, 2007; Camo, Beltrdn, y Roncalés, 2008; Georgantelis,
Ambrosiadis, Katikou, Blekas, y Georgakis, 2007; Karre, Lopez, y Getty, 2013; Kim,
Cadwallader, Kido, y Watanabe, 2013; Nowak, et al., 2012; Sun et al., 2012; Tajkarimi,
Ibrahim, y Cliver, 2010). Sin embargo, como ya se ha comentado, la suplementacion
dietética con romero presentaria una doble ventaja frente a su empleo como aditivo
alimentario: (i) desde el 2008 esta prohibido el uso de aditivos antioxidantes en carnes
frescas (Reglamento CE 1333/2008), aunque si esta permitido la deposicion de
antioxidantes en el musculo a través la dieta; (ii) estd demostrado que la
suplementacion dietética ofrece mejores resultados que la adicidon exdgena, ya que los
principios activos son metabolizados y depositados en las membranas celulares, donde
pueden llevar a cabo su actividad de forma mas efectiva (Govaris et al., 2004; Higgins,

Kerry, Buckley, y Morrissey, 1999).

A la vista de lo anterior, el volumen de estudios especificos de la suplementacion de
romero y derivados sobre la calidad de la carne ha aumentado en los ultimos afos
(Lopez-Bote, Gray, Gomaa, y Flegal, 1998; Cullen, Monahan, Callan, y O’Doherty, 2005;
Caputi-Jambrenghi et al., 2005; O Grady et al., 2006; Botsoglou et al., 2007; Govaris et
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al., 2007; Janz et al., 2007; Haak et al., 2008; Nieto et al., 2010a, 2011; Moran et al.,
2012a, 2012b, 2013; Smeti, Atti, Mahouachi, y Munoz, 2013; Vasta et al., 2013;
Beghelli et al., 2014; Liotta, Chiofalo, D'Alessandro, LoPresti y Chiofalo, 2015; Cardinali
et al., 2015). En general, llama la atencion la disparidad de resultados en distintas
especies de abasto, en particular cuando se emplean aceites esenciales. Por ejemplo,
la incorporacion de 400 mg/kg y 600 mg/kg de aceite esencial a la dieta de corderos
(tabla 7) no produjo ningun efecto sobre la oxidacion lipidica, la pérdida de color y la
calidad sensorial de la carne almacenada en refrigeracion (et al.Smeti et al., 2013), ni
sobre el perfil de acidos grasos o de volatiles (Vasta et al., 2013), respectivamente.
Aouadi et al., (2014)encontraron un incremento en la capacidad antioxidante del
musculo (medida con FRAP, DPPH, etc,) tras suplementar la dieta de corderos con 400
mg/kg de aceite esencial de romero, pero, sin embargo, no se observé efecto alguno
sobre la oxidacion lipidica (TBARS) ni sobre el color CIELab durante su refrigeraciéon
durante 7 dias. Por el contrario, la incorporacién a la dieta de 5 y 10 g/kg de hojas
secas y flores de romero inhibié el crecimiento de bacterias aerobias mesdfilas,
bacterias acido-lacticas, enterobacterias y psicrotrofos en la carne de pavo (Govaris et
al., 2007). Igualmente, Lépez-Bote et al., (1998) encontraron que la inclusién en la
dieta de aceites esenciales de romero y salvia resultaba mds efectiva a la hora de
reducir la oxidacidn lipidica de la carne que la suplementacién con a-tocoferol. Esta
disparidad de resultados podria achacarse a diferencias en la biodisponibilidad de los
compuestos activos, en la metabolizacién de los compuestos por las bacterias del
rumen, en el método de dosificacion o en el empleo de un reducido nimero de
unidades experimentales, como comentan Vasta et al. (2013). Un factor adicional a
tener en cuenta a la hora de valorar el uso de aceite esencial de romero como
suplemento dietético es su uso como sustituto de promotores antibidticos del
crecimiento, especialmente en pollo y cerdo, aunque también en algunas especies
rumiantes (Westendarp, 2005; Mathlouthi et al., 2012). Tomando toda esta
informacién en su conjunto, y teniendo en cuenta los estrechos margenes econdmicos
existentes en produccién animal y el elevado precio que alcanza el aceite esencial en el

mercado debido a sus otras aplicaciones, parece poco viable su uso como aditivo para

alimentacion animal orientado a mejorar la capacidad de conservacion de la carne.
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Por el contrario, el empleo de hoja destilada libre de aceite y sus extractos supone una
alternativa mas econdmica, cuya aplicacién también ha sido estudiada en diversas
especies con igual disparidad de resultados. La suplementaciéon de la dieta con extracto
de romero no tuvo efecto antioxidante sobre la carne porcina (Haak et al., 2008;
Beghelli et al., 2014) o de conejo (Cardineli et al., 2015). Liota et al., (2015)
encontraron un cierto incremento en el nivel de AGIs de la carne de cerdo
suplementado con 1000 mg/kg de extracto de romero, aunque éste no resulté en una
mayor estabilidad oxidativa, ya que probablemente, al ser la grasa mas insaturada era
mas susceptible a la oxidacion. La suplementacién dietética de extracto de romero, en
dosis de 1000 mg por animal y dia, tampoco mejoré la estabilidad lipidica, el color o las
propiedades sensoriales de carne de ternera almacenada en condiciones de venta al

por menor (O Grady et al., 2006).

En lo que respecta a la especie ovina (tabla 7), la inclusién de hoja de romero libre de
aceite esencial en la dieta de ovejas gestantes permitié mejorar la estabilidad del color
y reducir la oxidacién lipidica y carga microbiana en la carne cruda de cordero
almacenada en atmdsfera modificada y refrigeracion (Nieto et al., 2010), logrando
también dicha suplementacién disminuir la oxidacién lipidica y el deterioro sensorial
de carne cocinada mantenida en refrigeracién y aerobiosis (Nieto et al., 2011a). En
dichos estudios, el aumento de la capacidad conservante enddgena de la carne fue
relacionado con la ingesta de diterpenos, en particular, de dcido carndsico y carnosol
(Mofiino et al., 2008). En la misma linea, la inclusion de pienso suplementado con
extracto de romero de composicion desconocida (1000 mg/kg) en la dieta de corderos
resultd efectiva para prevenir el deterioro lipidico de la carne cruda almacenada en
refrigeracion (Caputi-Jambrenghi et al., 2005). En cualquier caso, los resultados
observados deben ser considerados con cautela, sobre todo si no se conoce la ingesta
real de compuestos activos. La obtencion de extractos de romero, al igual que sucede
con todas las plantas aromaticas en mayor o menor medida, suele acarrear una gran
heterogenicidad en la cantidad y proporcién de compuestos fendlicos dependiendo de
la especie, época del afio, pluviosidad o zona de recogida de la planta (Jordan, Lax,
Rota, Loran, y Sotomayor, 2013; Sotomayor, 2009). Si sumamos la heterogenecidad de

los extractos y la variabilidad intrinseca de los animales estudiados, se hace muy dificil
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extrapolar conclusiones definitivas. Este hecho supone un problema a la hora de
valorar su potencial aplicacion, ya que supone una falta de estandarizacién de los

principios activos que derivara en una gran variabilidad de su efecto.

Visto lo anterior, parece mas aconsejable emplear extractos dietéticos de romero (EDR
o en inglés, DRE) con una composicidn tipificada de principios activos, que a su vez
permita establecer una clara relacién causa-efecto. Los trabajos preliminares a la
presente tesis han demostrado que la suplementacién de los corderos de cebo con
200 y 600 mg de DREs con diferente ratio acido carndsico: carnosol (2:1-DRE y 1:1-
DRE) por kg de pienso consigue ralentizar la oxidacidon de lipidos y pigmentos, el
crecimiento microbiano y el deterioro sensorial de la carne cruda de cordero envasada
en atmoésfera protectora (Bafidn et al., 2012; Ortufio et al., 2014; Serrano et al.,
2014ab). Por el contrario, una mayor suplementacién (600 y 1200 mg/kg) con éacido
carndsico sélo protegeria contra la oxidacidn lipidica y no tendria efecto
antimicrobiano (Mordn et al., 2012ab). El efecto protector de los DREs también se
extenderia a la carne cocinada. La suplementacion de los corderos con 600 mg 1:1 DRE
por kg pienso mejord la estabilidad oxidativa sensorial de la carne cocinada,
refrigerada y recalentada, simulando condiciones de catering (Serrano et al., 2014b).
Sin embargo, el uso de dosis inferiores de 1:1-DRE o de 2:1-DRE no tuvo efecto
protector sobre la carne cocinada, revelando la importancia del contenido en carnosol
del extracto (Serrano et al., 2014ab). Por su parte, el uso de acido carnésico a elevadas
dosis (1200 mg/kg) permitid reducir el nivel de éxidos del colesterol pero no mejoré
otros parametros sensoriales en la carne cocinada de cordero (Mordn et al., 2012a). En
otro estudio, los mismos autores encontraron una reduccidn en el nivel de compuestos
volatiles marcadores de la oxidacién lipidica de la carne cocinada aplicando una dosis
inferior de 4cido carndsico (600 mg/kg), lo cual resulta contradictorio con los

resultados anteriores (Moran et al., 2013).
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Introduction

Referencia Producto empleado Dosis Animal Almacenamiento Periodo Resultados obtenidos
Caputi-Jambrenghi Extracto 1000 mg/kg Corderos Refrigeracion 7 dias Carne cruda: reduccién oxidacion lipidica
et al. 2005 desconocido
Nieto et al., 2010 HDLAE 10-20% Ovejas MAP y refrigeracion 21 dias Carne cruda: mayor estabilidad color, reduccion
deterioro microbiolégico, reduccién oxidacion lipidica y
prevencion deterioro organoléptico
Nieto et al., 2011 HDLAE 10-20% Ovejas Cocinado y 4 dias Carne cocinada: reduccidon oxidaciéon lipidica vy
refrigeracion prevencion deterioro organoléptico
Bafidn et al., 2012 Extracto (1:1 — 600 mg/kg Cordero MAP y refrigeracion 21 dias Carne cruda: mayor estabilidad color, reduccion
CA:CAR) deterioro microbioldgico, reduccion oxidacion lipidica y
prevencion deterioro organoléptico
Moran et al., Acido carndsico 600 - 1200 Cordero MAP, refrigeracion 14 dias Carne cruda: reduccién oxidacion lipidica
2012/2013 mg/kg y cocinado Carne cocinada: reduccién formacion COPs, mejor
textura y mejor perfil VOCs (600 mg/kg)
Smeti et al., 2013 Aceite esencial 600 mg/kg Cordero Refrigeracion 9 dias Carne cruda: sin efectos sobre oxidacién lipidica,
prevencion color ni calidad organoléptica
Vasta et al., 2013 Aceite esencial 400 mg/kg Corderos - Dia 0 Carne cruda: sin efecto sobre grasa intramuscular ni
perfil VOCs
Aouadietal., 2014 Aceite esencial 400 mg/kg Corderos Refrigeracion 7 dias Carne cruda: incremento capacidad antioxidante; sin
efectos sobre oxidacién lipidica ni prevencion color
Serrano et al., Extracto ratio 2:1 600 mg/kg Ovejas MAP y refrigeracion 21 dias Carne cruda: mayor estabilidad color, reduccion
2014a CA:CAR corderos deterioro microbioldgico, reduccion oxidacion lipidica y
prevencion deterioro organoléptico
Serrano et al., Extracto ratio 2:1 600 mg/kg Ovejas Cocinado y 4dias Carne cocinada: sin efectos sobre oxidacién lipidica,
2014a CA:CAR corderos refrigeracién prevencion color ni calidad organoléptica
Serrano et al. 2014b  Extracto ratio 1:1 y 200-400-600 Corderos Cocinado y 4dias Carne cocinada: reduccidon oxidacidon lipidica vy
2:1 CA:CAR mg/kg refrigeracién prevencion deterioro organoléptico (600 mg/kg y ratio
1:1)
Ortuio et al., 2014 Extracto ratio 1:1 200-400 mg/kg Corderos MAP y refrigeracion 14 dias Carne cruda: mayor estabilidad color, reduccion
CA:CAR deterioro microbioldgico, reduccion oxidacion lipidica y

prevencion deterioro organoléptico
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1.3.3 Factores que determinan la eficiencia de extractos dietéticos de romero para
conservar la carne

Incorporacion al pienso

Los productos y subproductos derivados de las PAMs empleados en alimentacion
animal se engloban en el grupo de “sustancias, microorganismos o preparados
distintos de las materias primas y premezclas, que se afiaden intencionadamente al
alimento o al agua para influir favorablemente en: (i) las caracteristicas de los piensos
o de los productos de origen animal, (ii) las consecuencias ambientales de la
produccién animal, (iii) los rendimientos productivos, el bienestar, la salud, mediante
su influencia en el perfil de la flora microbiana intestinal o la digestibilidad de los
alimentos, o (iv) por su efecto coccidiostatico o histomonostatico. ” (Reglamento CE
1831/2003). La via y forma de administracién del aditivo en cuestidon seran
determinantes sobre la eficacia final, motivo por el que es fundamental tener en
cuenta las propiedades fisicas de los compuestos activos. La via mas directa y efectiva
de administracién de aditivos seria a través del agua del bebida; sin embargo, esta via
no es viable en muchas ocasiones dada la escasa hidrosolubilidad de muchos de los
compuestos empleados como suplementos con propiedades antioxidantes y/o
antimicrobianas, como los principales diterpenos del romero (acido carndsico y
carnosol). Otros factores a tener en cuenta seran la transmisién de sabores u olores
extrafios que creen rechazo en el animal, o la capacidad de conservacién del producto

en un medio acuoso que puede favorecer su rapido deterioro.

Hoy en dia la alimentacidon de pequefios rumiantes (ovino y caprino) en produccion
intensiva, o como suplemento en sistemas semiextensivos, se realiza mediante piensos
granulados o pellets. La elaboracion de pellets consiste en un proceso donde las
materias primas en forma de harinas son convertidas en porciones de material que
resultan mads apetecibles y digeribles por los animales. El proceso de peletizado
consiste en la aglomeracién de las pequenas particulas de una mezcla, en unidades
largas o comprimidos densos mediante un proceso mecdnico combinado con la

aplicacion de humedad, calor y presion.
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Las condiciones de temperatura, presion y humedad junto con el tiempo de
exposicion a estos factores serdn los principales aspectos a tener en cuenta durante el
procesado del pienso de cara a asegurar la presencia en condiciones éptimas de los
principios activos en el producto final. Debido a la gran sensibilidad de los compuestos
activos (tocoferoles, polifenoles) a las elevadas temperaturas y a la exposiciéon a la luz
(Zhang et al., 2012), resulta necesario determinar la cantidad de compuestos activos
afladidos antes y presentes después en el pienso peletizado con el fin de poder estimar
el rendimiento de los mismos. Sera fundamental calcular las cantidades necesarias que
aseguren una dosis efectiva en el pienso final. En el caso de los diterpenos del romero,
Jordan et al. (2014) estudiaron la degradacioén en el pienso de dos DREs con diferente
proporciones ratio acido carndsico:carnosol. Aplicando las mismas condiciones
durante la fabricacién del pienso (70-752C de temperatura y 2 bar de presion durante
un tiempo no superior a 17 minutos), observaron un mayor porcentaje de degradacion
de la fraccion diterpénica en el pienso elaborado con 2:1-DRE que con 1:1-DRE. Por
tanto, el carnosol, un compuesto resultante de la oxidacién del acido carnésico,
incrementd la estabilidad de este Ultimo estabilizando mejor la fraccion diterpénica del
extracto durante el peletizado. Este tipo de piensos suele presentar en torno a un 10%
de humedad y se suelen conservar a temperatura ambiente. No obstante, no hay
datos sobre la estabilidad de estos principios durante el almacenamiento y

conservacion del pienso.

Biodisponibilidad v bioactividad

La eficacia antioxidante de un compuesto dietético depende directamente de su
absorcidon en el tracto gastrointestinal y su deposicién en los tejidos (Vasta y Luciano,
2011). Factores como la biodisponibilidad de los polifenoles, la actividad de sus
metabolitos, su distribucidén y accidén en los tejidos diana, o la concentracién minima
efectiva, son poco conocidos y varian ampliamente de unos polifenoles a otros. Su
estructura quimica y el tipo de glicésido unido a las agliconas (compuestos
mayoritarios de los polifenoles en los alimentos vegetales) determinara su ratio de
absorcion, metabolismo y finalmente su actividad biolégica. Debido a las
modificaciones sufridas por los polifenoles tras su metabolizacién en higado u otros

organos, o por las bacterias intestinales o ruminales, los metabolitos resultantes que
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llegan a la sangre y a los érganos diana podria presentar actividades bioldgicas
diferentes en comparacién con las moléculas iniciales (Oi, Hashimoto, y Kanazawa,
2008), por lo que su identificacién resulta indispensable para valorar los mecanismos

de accidn.

Fig 7. Rutas de poifenoles dietéticos y sus metabolitos (Fuente: Scalbert et al., 2002).
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El incremento de la capacidad antioxidante determinado en el plasma, orina y otros
organos (rindn, higado, musculo) tras el consumo de polifenoles constituye una
evidencia indirecta de su absorcidn intestinal y posterior metabolizacién. Este hecho,
por ejemplo, se ha observado en el plasma, musculo, higado y corazén de pollos
suplementados con subproductos de orujo de oliva (Gerasopoulos et al., 2015), en el
plasma y musculo de cabritos suplementados con extractos de plantas ricas en
polifenoles (Suman, Tyagi, y Phondba, 2015), o en el higado de corderos alimentados
con 0,15% de naringina (Bodas et al., 2012). Los estudios con romero han dado lugar a
resultados dispares. O’Grady et al. (2006) no encontraron un incremento en la
actividad antirradicalaria en el plasma de terneros suplementados con 1000 mg DRE
por animal y dia; mientras que, por el contrario, la suplementacion dietética con hoja
destilada de romero (10-20%) (Mofiino et al., 2008), aceite esencial de romero (Aouadi

et al., 2014) y DRE rico en acido carnédsico y carnosol (600 mg/kg) (Jordan et al., 2014)
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si mejoraron la capacidad antirradacalaria en el musculo y/u otros drganos (higado y
rifidn). En otro estudio similar, se comprobd que la inclusiéon de hojas destilada de
romero y tomillo en la dieta de oveja durante la gestacién y lactaciéon modificé el perfil
polifendlico del plasma y las excreciones, poniendo de manifiesto que los polifenoles
procedentes de las plantas aromaticas ensayadas se excretan, en su forma primitiva,
principalmente a través de la orina (Moiiino, 2010). Igualmente se observd un
aumento en la concentracion de algunos polifenoles (mayoritariamente, acido
rosmarinico, carnosol y acido carndsico) en el plasma de cabritos alimentados con hoja

destilada de romero (Martinez et al., 2007b).

A pesar de las incognitas en torno a la metabolizacion de los polifenoles en especies
rumiantes, la deposicién muscular de polifenoles del romero ha sido demostrada en la
carne de cordero (Moiino et al., 2008; Moran et al., 2013; Jordan et al., 2014). La
alimentacion de ovejas gestantes y lactantes con un 10% o un 20% de hoja destilada de
romero incrementd la concentracidn de acido carndsico, carnosol y acido rosmarinico
en los musculos Deltoideus y Obliquus externus abdominis del cordero (Mofiino, 2008).
Estudios posteriores han confirmado la deposicién de diterpenos del romero en
musculo y otros oérganos de detoxificaciéon (higado, rifidon) de los corderos
suplementados con DRE (Mordn et al., 2013; Jordan et al., 2014). Se ha establecido
una correlacion positiva entre la aportacion de carnosol en la dieta y la transferencia
de diterpenos al musculo. Un ratio acido carndsico: carnosol de 1:3 (107: 374)
(Mofiino, 2010) y 1:1 (290: 350) (Jordan et al., 2014) consiguid alcanzar una mayor
transferencia de diterpenos en su forma original (acido carndsico y carnosol) o de sus
metabolitos (C19H2,03), que cuando la proporcién de dcido carndsico fue 2:1 (445:240)
(Jordan et al., 2014) o cuando afiadié acido carndsico solamente (Moran et al., 2013).
Esta mayor transferencia de diterpenos fue asociada con una mayor actividad
antirradicalaria en el musculo y en los érganos de detoxificacion (Jordan et al., 2014).
Este hecho fue confirmado en los estudios sobre vida comercial de la carne fresca y
cocinada de cordero, donde un incremento en la proporcion de carnosol en el extracto

fue crucial para mejorar su eficacia antioxidante (Serrano et al., 2014a).
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Un aspecto importante de cara a la rentabilizacidn de este tipo de aditivos en el pienso
es la dosis y el periodo de dosificacion. Desde un punto de vista econdmico, lo mas
rentable es utilizar la menor dosis posible de extracto durante el menor tiempo
posible, preferiblemente, sélo en corderos de cebo, aunque parece claro de la
cantidad de diterpenos depositados en musculo va a depender de su nivel de ingesta.
Moran et al. (2013) detectaron acido carndsico en el musculo de cordero de cebo
suplementado con 1,2 g kg-1 de acido carndsico puro, pero no cuando se utilizé una
dosis de 0,6 g kg-1. Las evidencias obtenidas sugieren que, al igual que sucede con la
suplementacién de otros antioxidantes, como la vitamina E, la relacién entre ingesta y
deposicidn de diterpenos de romero deja de ser proporcional a partir de niveles altos
de dosificacion. Por ejemplo, el aumento del 10% al 20% de la ingesta de hoja destilada
de romero por parte de las ovejas gestantes y lactantes no incrementé la deposicidon
de polifenoles en el musculo del cordero (Moiiino et al., 2008) y apenas mejoré la vida
comercial de los filetes de carne (Nieto et al, 2010a). De modo similar, la
suplementacion adicional de las ovejas gestantes y lactantes con 2:1-DRE apenas
mejord la capacidad conservante de la carne de cordero, alcanzandose resultados
similares a los obtenidos en los corderos suplementados sélo durante el cebo (Serrano
et al., 2014a). En base a estos resultados, y cara a una optimizaciéon econdmica, la
suplementacién con DRE durante el cebo del cordero podria considerarse la mas
apropiada. En esta linea, un estudio reciente indica como la suplementacion con 500
mg de alfa-tocoferol/kg pienso durante etapas finalizadoras de entre 10 y 30 dias
serian suficientes para asegurar la estabilidad oxidativa y del color de carne de cordero
almacenada en refrigeracién (Ripoll, Gonzalez-Calvo, Molino, Calvo, y Joy, 2013). Por
tanto, una intensificacion con el suplemento adecuado al final del periodo de cebo

podria ser suficiente para obtener resultados positivos.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos hasta la fecha en cordero Segureno
de cebo, se puede afirmar que el efecto conservante sobre la carne del 1:1-DRE, el
extracto mas efectivo, va a depender del nivel de dosificacion empleado: 200 mg kg-1
seria la dosis minima efectiva para mejorar la capacidad de conservacién de la carne
cruda envasada en atmdsfera modificada y mantenida en refrigeracién, mientras que

seria necesario elevar esta dosis a 600 mg kg-1 para conseguir un efecto antioxidante
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en la carne cocinada, refrigerada y recalentada (Bafidn et al. 2012; Ortufio et al., 2014;
Serano et al., 2014). A continuacién se expone una figura que resume el proceso
seguido por el grupo de Tecnologia Alimentaria de la Universidad de Murcia y el grupo
de Plantas Aromaticas y Medicinales del IMIDA, desde el testaje de la hoja destilada
hasta la optimizacion del extracto de romero para alimentacién animal, previos a los

estudios descritos en la presente tesis (figura 8).
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Effects of dietary rosemary extract on lamb spoilage under retail display conditions Bafién et al., 2012

Use of dietary rosemary extract in ewe and lamb to extend the shelf life of raw and cooked meat Serrano
etal., 2014

Improving the sensory and oxidative stability of cooked and chill-stored lamb using dietary rosemary
diterpenes Serrano et al., 2014

Shelf life of meat from lambs given essential oil-free rosemary extract containing carnosic acid plus
carnosol at 200 or 400mg/kg Ortufio et al., 2014

Relevance of the carnosic acid/carnosol ratio for the level of rosemary diterpene transfer and for
improving lamb meat antioxidant status. Jordan et al., 2014

e 1:1-DRE mg/kg es mas efectivo que 2:1-DRE kg-1

e Efecto antioxidante y antimicrobiano

e 200 mg 1:1-DRE mg/kg: dosis minima efectiva carne envasada
en atmdsfera modificada y refrigerada

e 600 mg 1:1-DRE mg/kg: dosis minima efectiva carne cocinada,
refrigerada y recalentada
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2.1 Justificacion

El compendio de trabajos recogido en la presente tesis doctoral esta centrada en la
aplicacion practica del extracto tipificado de romero para mejorar la calidad de la

carne de cordero de una forma saludable, ecoldgica y econdmicamente viable.

El primer trabajo “Relationship between antioxidant status and oxidative stability in
lamb meat reinforced with dietary rosemary diterpenes” establece la relacidn existente
entre la concentracion de metabolito diterpénico en musculo, la capacidad
antioxidante (DPPH, FRAP, ABTS) de la carne fresca y los principales indices empleados
para evaluar el deterioro oxidativo de la carne (Hue, color magro, hexanal, rancidez,
TBARS, oxidacion de proteinas). La carne es un sistema complejo donde el equilibrio de
factores anti- y pro-oxidantes, tanto enddgenos como exdégenos, determina la
evolucion de los procesos oxidativos durante el almacenamiento. Los principales
métodos de determinacién de la capacidad antioxidante se basan en medir la
capacidad antirradicalaria de diferentes extractos carnicos en este caso. Los efectos
observados en estudios in vivo sugieren que otros factores distintos a la actividad
antirradicalaria podrian estar involucrados en la actividad antioxidante (Jordan et al.,
2014), como, por ejemplo, los cambios reoldgicos inducidos por los diterpenos en las
membranas fosfolipidicas (Pérez-Fons et al. 2010), o la activaciéon de ciertas rutas
metabdlicas que incrementarian la produccién de enzimas de “fase 2” (Lin et al., 2015).
La hipdtesis de trabajo fue que los valores de capacidad antioxidante determinados a
partir de diferentes métodos analiticos (DPPH, FRAP y ABTS) podrian no tener la misma
precision para predecir el posterior deterioro oxidativo de la carne. La existencia de
correlacién entre diferentes mediciones preliminares de la capacidad antioxidante y
los indices fisico-quimicos y sensoriales observados a lo largo de la vida util de la carne
podria resultar de gran utilidad de cara a evaluar precozmente la eficacia de los

antioxidantes, permitiendo ahorrar tiempo y dinero.
El segundo trabajo “Antioxidant and antimicrobial effects of dietary supplementation
with rosemary diterpenes (carnosic acid and carnosol) vs vitamin E on lamb meat

packed under protective atmosphere” compara de forma directa y en dosis
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equivalentes la suplementacién dietética con 1:1-DRE y a-tocoferol, el antioxidante de
referencia en produccion animal, con el objeto de evaluar sus ventajas y limitaciones.
El nivel minimo de suplementacidn con a-tocoferol para obtener una proteccion
Optima en la carne de cordero fue establecido por Lépez-Bote et al., (2001) en 500
mg/kg pienso. En el estudio se empled una dosis algo mas alta (600 mg/kg) de extracto
1:1-DRE y vitamina E, que en el primer caso ya habia sido probada con éxito en carne
fresca y cocinada. La hipodtesis de trabajo fue que la suplementacion de la dieta de los
corderos con vitamina E podria tener un mayor efecto antioxidante sobre la carne que
el 1:1-DRE, pero, en cambio, no tendria actividad antimicrobiana, coincidiendo con
estudios previos (Alvarez et al., 2008; Lauzurica et al., 2005; Ripoll et al., 2011), lo que
supondria un valor afiadido en el caso del extracto de romero. Por tanto, habia que
establecer la posible extensidn de la vida Util de la carne de cordero en condiciones de
venta al por menor proporcionada por ambos suplementos en base a determinaciones
fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales, y en particular, conocer si el extracto de
romero potenciaba o no el efecto antimicrobiano de la atmdsfera protectora rica en
CO,. La informacidn obtenida seria concluyente para la posible comercializacién del

extracto dietético de romero como aditivo para alimentacién animal.

En el dltimo trabajo “Use of dietary rosemary diterpenes to extend the preservation of
sulphited-lamb products” se dio un paso adelante, al plantear nuevas aplicaciones del
extracto, en concreto, se queria estudiar la posibilidad de reducir la dosis maxima de
sulfitos permitida (450 mg/kg) para conservar preparados carnicos tipo hamburguesa
mediante el procesado de carne de cordero reforzada con diterpenos de romero. El
diéxido de azufre (SO,) es el aditivo conservante autorizado en preparados carnicos
crudos debido a su efecto antimicrobiano, antioxidante y sobre todo, estabilizador de
la mioglobina (Shayne, 2005). Sin embargo, se considera especialmente importante
minimizar o sustituir su uso en los productos carnicos debido a sus contraindicaciones
sanitarias (FAO/OMS, 2009). Estudios previos habian mostrado la posibilidad de
reducir la cantidad de SO, necesaria para conservar los preparados carnicos mediante
la incorporacion de ingredientes naturales de caracter polifendlico, como el té verde y
la semilla de uva (Banodn et al., 2007). La hipdtesis de trabajo fue que la accién

antioxidante de los diterpenos depositados en la carne podia proteger a los sulfitos
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frente a las reacciones de degradacion, y que se podria alcanzar el mismo efecto
conservante con menos sulfitos. Por tanto, procesando carne reforzada con diterpenos
de romero y aplicando tecnologias de elaboracién adecuadas, seria posible reducir los

requerimientos de sulfitos en productos carnicos crudos.

Justification
The collection of papers gathered in the present PhD thesis focuses on the practical
application of an optimised rosemary extract to improve meat quality in a healthy,

ecological and economically viable way.

The first paper, “Relationship between antioxidant status and oxidative stability in
lamb meat reinforced with dietary rosemary diterpenes”, establishes the existing
relationship between the diterpenic metabolic concentration in muscle, the
antioxidant capacity (DPPH, FRAP, ABTS) of fresh meat and the main indexes employed
to evaluate meat oxidative spoilage (Hue, lean colour, hexanal, rancidity, TBARS,
protein oxidation). Meat is a complex system in which the equilibrium between pro-
and antioxidant factors, both endogenous and exogenous, determines the evolution of
the oxidative processes during meat storage. The most common methods employed to
determine antioxidant capacity are based on the radical scavenging activity of the
meat extracts. The results obtained from in vivo experiments suggest than other
factors beyond the radical scavenging activity are involved in the antioxidant capacity
(Jordan et al., 2014), such as phospholipidic membranes rheological changes induced
by diterpenes (Pérez-Fons et al., 2010), or the activation of different metabolic routes,
which yield an increase in phase 2 enzymes (Lin et al., 2015). The working hypothesis
was that the antioxidant capacity values obtained from the common analytical
methods (DPPH, FRAP, ABTS) do not have the same precision for predicting
subsequent oxidative meat spoilage. The existence of correlation between these
preliminary measurements of the antioxidant capacity and the physical-chemical and
sensorial indexes observed throughout the meat shelf-life could be of great interest for

the early evaluation of antioxidants, with important savings in time and money.
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In the second paper, “Antioxidant and antimicrobial effects of dietary supplementation
with rosemary diterpenes (carnosic acid and carnosol) vs vitamin E on lamb meat
packed under protective atmosphere”, we made a direct comparison between dietary
supplementation with 1:1-DRE and equivalent doses of a-tocoferol, the reference
antioxidant in animal production, with the aim of evaluating its advantages and
limitations. The minimum level of a-tocoferol supplementation necessary to obtain an
optimum protection of lamb meat was established by Lopez-Bote et al. (2001) as 500
mg/kg feed. In the present study, we used doses successfully tested previously on
fresh and cooked meat (600 mg/kg) of both 1:1-DRE and vitamin E. The working
hypothesis was that the supplementation of lamb diet with vitamin E could have a
better antioxidant effect on meat than 1:1-DRE, but, in contrast, would not show any
antimicrobial activity, as was indicated in previous studies (Alvarez et al., 2008;
Lauzurica et al., 2005; Ripoll et al., 2011). This would imply an extra value for the
rosemary extract. Therefore, it was deemed necessary to establish the potential shelf-
life extension of lamb meat in retailing conditions using both dietary supplements as
seen from physical-chemical, microbiological and sensorial determinations.
Particularly, it was necessary to know whether the 1:1-DRE improved the antimicrobial
effect of the CO,-enriched atmosphere employed. The information obtained would be
conclusive for the potential commercial use of the dietary rosemary extract as additive

in animal feeding.

The last paper, “Use of dietary rosemary diterpenes to extend the preservation of
sulphited-lamb products”, goes one step beyond, as it considers new applications of
the extract. More specifically, we considered the possibility of reducing the maximum
permitted dose of sulphites in the EU (450 mg/kg) for preserving burger-type meat
products through the processing of meat reinforced with rosemary diterpenes. Sulphur
dioxide (SO,) is the authorized preservative additive for raw meat products due to its
antimicrobial, antioxidant and, especially, myoglobin stabilisation effects (Shayne,
2005). However, there is growing pressure to minimise or substitute its use in meat
products due to health concerns (FAO-WHO, 2009). Previous studies showed the
possibility of reducing the dose of SO, needed for meat products preservation by

through the incorporation of natural ingredients of a polyphenolic nature, such as
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green tea and grape seed (Bafién et al. 2007). The working hypothesis was that the
antioxidant action of the diterpenes deposited in meat could protect sulphites against
degradation reactions, and, thus, it could be possible to obtain the same effect with a
lower dose of SO,. Therefore, the processing of meat reinforced with rosemary
diterpenes together with the application of suitable production technologies, would

allow a reduction in the sulphites needed for raw meat products.

2.2 Objetivos

El objetivo general del trabajo fue demostrar la aplicabilidad de un extracto dietético

de romero (EDR) para mejorar la capacidad de conservacion de la carne de cordero.

The general aim of the work was to demonstrate the suitability of a dietary rosemary

extract (DRE) for improving the conservation capacity of the lamb meat.

Objetivos especificos:

Primero. Determinar la correlacién entre las medidas de actividad antioxidante (DPPH,
FRAP y ABTS) en la carne fresca y los diferentes indices fisico-quimicos y sensoriales
utilizados para monitorizar la estabilidad oxidativa de la carne de cordero

suplementada con diferentes dosis de antioxidantes de romero

First. To determine the relationship between antioxidant status, assessed as DPPH:,
ABTS-+ and FRAP, and the values of different physical, chemical and sensory indices
used to monitor oxidative stability in lamb meat reinforced with different levels of

rosemary antioxidants.

Segundo. Comparar el efecto conservante alcanzado mediante la suplementacion de la
dieta con 1:1-DRE y una dosis equivalente de acetato de a-tocoferol sobre la vida
comercial del lomo de cordero mantenido en condiciones de venta al por menor

(atmosfera protectora rica en O, y CO,, refrigeracion e iluminacién fluorescente).
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Second. To compare the effects of 1:1-DRE containing carnosic acid and carnosol and
an equivalent dose of a-tocopheryl acetate on the shelf life of lamb loin in retailing

conditions (high O,/CO, MAP, refrigeration and fluorescent lighting).

Tercero. Estudiar la posibilidad de potenciar la accidén conservante de los sulfitos en
preparados cdrnicos a través de la suplementacién con 1:1-DRE, junto con la
posibilidad de reducir los requerimientos de sulfitos necesarios para conservar

preparados carnicos tipo hamburguesa.

Third. To study the possibility of enhancing the preservative actions of sulphites in
lamb patties through supplementation with a DRE containing carnosic acid and
carnosol; the possibility of reducing the SO, dose required to preserve the patties was

also considered.
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Methodology

A continuacién se expone una representacion esquemadtica de la metodologia
empleada en el presente compendio de publicaciones dividida en base a los 2
experimentos contemplados: Experimento 1 (Trabajos 1y 3; Material suplementario 1)
/ Experimento 2 (Trabajo 2; Material suplementario 2 y 3)

v Las flechas verdes corresponden a las diferentes dietas suplementadas con DRE

1:1 segun la dosificacién (R200/R400 Trabajos 1y 3; R: Trabajo 2).

v"laflecha roja corresponde a la dieta suministrada con alfa-tocoferol (E: Trabajo 3).

v' Los corderos con la letra C corresponden a las dietas no suplementadas en cada

caso (Trabajos 1,2y 3)

v' El cuadro de texto central muestra las condiciones de cria y los pesos al destete y

sacrificio de los animales.
v Los cuadros de texto con linea continua corresponden a los pardmetros estudiados
en la carne para evaluar el deterioro oxidativo, microbioldgico y/o sensorial en

cada trabajo (ver seccion 4).

v" Los cuadros de texto con linea discontinua corresponden a las condiciones de

almacenamiento de la carne en cada trabajo.
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Extracto Romero Libre Aceite
Esencial
Acido Carnésico: Carnosol

1:1

Methodology
Experimento 1

Trabajo 1: Capacidad antioxidante

N

C/ R200 / R400

Longissimus thoracicus et lumborum

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DPPH / TEAC / FRAP
Determinacién Analitos

800 Ix
2°C
0-7-11-14 dias

ESTABILIDAD OXIDATIVA
ATBARS / APOx / AHex / AH* / AE /
AOR / ADC

Trabajo 3: Reduccién SO,

C/ R400
Pierna

PICADO

+0 /150 /300 /450 mg/kg SO,

PATTIES 20g
i MAP i
<0 i 800Ix i RO
€150 i soC | R150
€300+ g_3-6-9das | R0
C450  hmmm oo ! R450

CVMO / POx / CIEL*a*b* / Microbiologia
Andlisis sensorial (QDA) / pH / CRA

Material suplementario 1:
Calidad aromatica

C/ R200 / R400

Longissimus thoracicus et lumborum

FILETEADO

A==
\—-1

________________________________

20
800 Ix
0-7-11-14dias

Perfil de Volatiles
Correlacién con
principales parametros
oxidacion




1:1-DRE
600 mg/kg

Experimento 2

ch, 0

Vitamina E - 600 mg/kg

1

('R >y

Corderos raza Segurefia - 10 animales/dieta — Periodo cebo: 50+8 dias — Peso sacrificio: 24+1 kg — Peso canal: 12+1 kg

Trabajo 2: Comparacién con

antioxidante de referencia

N

C/E/R

Longissimus thoracicus et lumborum

FILETEADO

MAP / 22C / 800 Ix
0-7-11-14-18dias

Determinacién Vitamina E
Determinacion Terpenos
TBARS / POx
CIEL*a*b* / pH / CRA
Microbiologia
Analisis Sensorial (QDA)

Material suplementario 2:
Calidad Microbiolégica

C/E/R
Pierna

PICADO

AIRE / VACIO / MAP
4°C / 800 Ix (ciclo 12h)
1-4-7dias

Microbiologia
(TVC/ ENB / LAB / Pseudomonas
spp / B.thermosphacta)
pH / TBARS
CIEL*a*b*
Analisis Sensorial (QDA)

Material suplementario 3:
Calidad Nutricional

C/E/R
Paletilla

7
PICADO o1 |

4°C / 800 Ix (ciclo 12h)
0 -2 dias

COCINADO

Determinacion tocoferol
TBARS / POV
Perfil Acidos Grasos
Determinacion Esteroles
COPs
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reinforced with dietary rosemary diterpenes

Authors: Jordi Ortuiio, Rafael Serrano, Maria José Jordan, Sancho Bandn

Resumen:

The relationship between the antioxidant status of fresh meat and oxidative stability of
chilled-packed meat obtained from lambs fed on a diet supplemented with two
different doses of a rosemary extract containing carnosic acid and carnosol was
studied. The incorporation of rosemary extract in the lamb diet led to the deposition of
functional levels of the diterpenic metabolite Ci9H,,05 in meat, which improved its
stability against oxidation. The antioxidant status could be assessed through both the
radical scavenging capacity (DPPH and TEAC) and the ferric reducing power (FRAP). In
general, antioxidant status values correlated better (P<0.05) with the changes in
CIELAB colour, malondialdehyde and sensory scoring than with the changes in hexanal
and protein carboxylation measured in the lamb cuts kept under protective
atmosphere for up to 14 days. The FRAP and DPPH assays were more suitable than the
TEAC assay for predicting meat oxidation and any resulting discolouration and

rancidity.

URL: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009528



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009528

Titulo Revista: Meat Science : :
Factor de Impacto (2015): 2.615 Eﬂjﬂll SCIENCE
Ambito: Food science & technology

Rango: 21 /123 (Q1)

Titulo: Antioxidant and antimicrobial effects of dietary supplementation with rosemary
diterpenes (carnosic acid and carnosol) vs vitamin E on lamb meat packed under
protective atmosphere.

Autores: Jordi Ortuiio, Rafael Serrano, and Sancho Bainoén

Resumen:

The antioxidant and antimicrobial effects on lamb meat of the dietary use of rosemary
diterpenes and vitamin E were compared. Thirty fattening lambs were assigned to
three diets: (C) control; (R) C plus 600 mg kg™ carnosic acid and carnosol at 1:1 w:w; or
(E) C plus 600 mg kg’ a-tocopherol. The deposition of the dietary supplements in
muscle was determined. Microbial quality (Total Viable Counts, Lactic Acid Bacteria,
Enterobacteriaceae, E.coli and Salmonella spp), oxidative stability (CIELab color,
malondialdehyde and total carbonyls) and sensory attributes (appearance and odor)
were determined in loin stored at 22C under 70% 0,/30% CO, atmosphere. Microbial
quality was ensured by packaging and chilling. The E-diet was more effective (P<0.05)
than the R-diet in preventing meat oxidation, although the latter had antimicrobial
effects on meat. The shelf life of lamb (assessed as the loss of freshness) could be

increased by 5 (R-diet) or 10 (E-diet) days.

URL: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300553
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Resumen:

The use of dietary antioxidants is proposed for enhancing the preservative effects of
sulphite in minced lamb products. Lamb diet was supplemented with 400 mg rosemary
diterpenes (carnosic acid plus carnosol at 1:1 w:w ratio) per kg feed during the
fattening stage. The patties were formulated combining meat from different sources
(lambs given feed supplemented with rosemary extract and control lambs) and SO,
addition levels (0, 150, 300 and 450 mg kg™). Several physical-chemical (reflectance,
pH, WHC, carbonyls and volatiles from lipid oxidation), microbial (viable and lactic acid
bacteria and coliforms) and sensory (appearance and odor) traits were determined in
patties kept at 22C and packed under 70/30 O,/CO, atmosphere. Dietary antioxidants
extended the shelf life from 7.9 to 12.3 days in patties made with 450 mg kg™ SO,, but
had little effect at lower SO, doses. Greater inhibition of browning, lipid oxidation,
odor deterioration and rancidity was achieved by using supplemented lamb. The
processing of lamb meat reinforced with endogenous diterpenes from rosemary seems

to be a promising strategy for manufacturing sulphited raw products.
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Conclusions

Primera. La suplementacién dietética de los corderos Segurefios de cebo con un
extracto tipificado de romero rico en acido carndsico y carnosol permite la deposicidn
muscular dosis dependiente de un metabolito diterpénico que mejora la capacidad de

conservacidn de la carne a partir de una dosis minima efectiva de 200 mg/kg.

First. The dietary supplementation of fattening lambs from Segurefia breed with a
typified rosemary extract rich in carnosic acid and carnosol, leads to the deposition of
a diterpenic metabolite in muscle, which is able to increase the preservative capacity

of meat from a minimal effective dose of 200 mg/kg.

Segunda. La determinacién de la capacidad antioxidante en el musculo mediante
técnicas de medida de la actividad antirradicalaria y del poder reductor del hierro
supone una herramienta Util para predecir el deterioro oxidativo posterior de la carne
durante el almacenamiento, y, en particular, para evaluar la efectividad de los

antioxidantes dietéticos empleados para extender la vida util de la carne.

Second. Determination of the antioxidant status in muscle by reference to the radical
scavenging capacity and ferric reducing power is a useful tool for predicting the
oxidative deterioration of meat during storage, and, in particular, for assessing the

effectiveness of the dietary antioxidants used to extend the shelf life of meat.

Tercera. Los diterpenos de romero presentan una menor biodisponilidad en musculo
ovino que la vitamina E. No obstante, la deposicidn muscular de metabolito
diterpénico refuerza los mecanismos antioxidantes endégenos y reduce la degradacién
de vitamina E, incrementando su concentracion. Ademas, dicho metabolito confiere
cierta actividad antimicrobiana a la carne, que es incluso evidente en la carne

envasada en atmésfera protectora bacteriostatica.

Third. Rosemary diterpenes are less bioavailable than vitamin E in lamb muscle.

However, the deposition of diterpenic metabolite in muscle improves the endogenous

antioxidant mechanisms and reduces vitamin E degradation, increasing the
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concentration of this vitamin. Moreover, this metabolite provides certain antimicrobial

activity that is evident even in the meat packed in a bacteriostatic atmosphere.

Cuarta. Los extractos diterpénicos de romero son menos efectivos que la vitamina E
como suplemento dietético con propiedades antioxidantes sobre la carne de cordero.
A pesar de esto, cualquiera de los dos tratamientos dietéticos permite extender la vida
util de la carne de cordero refrigerada y envasada en una atmdsfera protectora rica en

oxigeno y didxido de carbono.

Fourth. Diterpenic rosemary extracts are less effective than vitamin E as a dietary
supplement with antioxidant properties. Despite this, both dietary treatment extend
the shelf life of refrigerated meat packed in atmosphere rich in oxygen and carbon

dioxide.

Quinta. El uso dietético de diterpenos de romero en un nivel de dosificacién eficaz
para proteger filetes de carne, por el contrario, no permite reducir los requerimientos
de SO2 necesarios para extender la vida 0til de la carne picada envasada en atmdsfera
protectora y refrigeraciéon. En cualquier caso, la capacidad antioxidante vy
antimicrobiana mejora en la carne de cordero reforzada con diterpenos de romero y
con sulfitos anadidos, lo que sugiere que los diterpenos podrian ser eficaces para
extender la vida comercial de la carne picada almacenada en condiciones menos pro-

oxidantes.

Fifth. The dietary use of rosemary diterpenes at a dose that has been seen effective for
protecting the meat cuts, does not allow a reduction in the SO, needed to extend the
shelf life of minced meat kept in protective atmosphere under refrigeration. Whatever
the case, the antioxidant and antimicrobial capacity was higher in the meat with added
sulfites and reinforced with rosemary diterpenes, suggesting that diterpenes might be
capable of extending the shelf life of minced meat kept in less prooxidant storage

conditions.
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Conclusions

Sexta. De acuerdo con lo anterior, la posible aplicacién de extractos diterpénicos de
romero en alimentacién animal se basaria sobre todo en su doble potencial,
antioxidante y antimicrobiano, sobre la carne, asi como en su sinergia con la accion de
los sulfitos. El uso dietético de estos extractos permitiria aprovechar y poner en valor
los subproductos de hoja generados por destilacion del romero, aunque seria
necesario adaptar la ingesta de diterpenos para incrementar en la medida de lo posible

la vida util de la carne y sus derivados, sin tener que recurrir a aditivos conservantes.

Sixth. Taking into account the above conclusions, the possible application of diterpenic
rosemary extracts in animal feeding would be mainly based on a double potential: an
antioxidant and antimicrobial effect on meat, as well as a synergistic effect with sulfite.
The dietary use of these extracts would add value the by-products generated from the
distillation of rosemary leaves, although it would be necessary to adapt the intake of
diterpenes to extend the shelf life of meat and meat products to the greatest extent

possible without resorting to preservative additives.
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Abstract

La presente Tesis Doctoral por compendio de publicaciones aborda la aplicacién
practica de un extracto dietético de romero (EDR) obtenido mediante segunda
destilaciéon de la hoja libre de aceite esencial, cuyos principios activos son los
diterpenos acido carndsico y carnosol, presentes en la misma proporcién. El uso en
alimentacion animal de este EDR habia sido previamente patentado por el equipo
investigador con el objeto de mejorar la calidad y capacidad de conservaciéon endégena

de la carne de cordero de una forma saludable, ecoldgica y econdmicamente viable.

En el primer trabajo, “Relationship between antioxidant status and oxidative stability in
lamb meat reinforced with dietary rosemary diterpenes”, publicado en la revista Food
Chemistry, se establecid la relacion existente entre la concentracién del metabolito
diterpénico depositado en musculo resultante de la ingesta de EDR, la capacidad
antioxidante de la carne fresca y los principales indices fisico-quimicos (Color CIELab,
hexanal, TBARS y carbonilos totales) y sensoriales (apariencia y rancidez) empleados
para evaluar el deterioro oxidativo de la carne. La toma por los corderos de cebo de
200 y 400 mg EDR por kg de pienso dio lugar a la deposicién dosis-dependiente de
niveles funcionales de metabolito diterpénico C;9H»,03 en el musculo, lo que mejoré la
estabilidad oxidativa de los medallones de lomo (Longissimus thoracicus et lumborum)
de cordero mantenidos a 4°C en atmodsfera protectora (70% O, / 30% CO,) e
iluminacidn constante (800 Ix), y analizados en intervalos entre 0, 7, 11 y 14 dias. Se
establecié una correlacién (P<0,05) entre el nivel de deposicion muscular de
metabolito diterpénico y la capacidad antioxidante de la carne fresca, medida
mediante técnicas de capacidad antirradicalaria (DPPH y TEAC) y del poder
antioxidante reductor del hierro (FRAP). A su vez, la capacidad antioxidante se
correlacioné mejor (P<0,05) con cambios en los valores de color CIELab, TBARS vy
puntuaciones sensoriales, que con el incremento de los valores de hexanal y de
carbonilos totales procedentes de proteinas miofibrilares. Los ensayos FRAP y DPPH
resultaron mas precisos que el ensayo TEAC para predecir el deterioro oxidativo de la
carne refrigerada y, en particular, para evaluar la efectividad antioxidante sobre la
carne del EDR empleado. Por tanto, la determinacion de la capacidad antioxidante en

la carne fresca permite predecir el deterioro oxidativo de la carne mantenida en
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condiciones de venta al por menor, de modo que se podria prescindir o simplificar los

estudios de vida comercial requeridos para testar este tipo de suplementos dietéticos.

El siguiente paso fue explorar las posibilidades comerciales del extracto de romero,
comparandolo con un suplemento de vitamina E, el antioxidante de referencia en
alimentacion animal. En el segundo trabajo, “Antioxidant and antimicrobial effects of
dietary supplementation with rosemary diterpenes (carnosic acid and carnosol) vs
vitamin E on lamb meat packed under protective atmosphere”, publicado en la revista
Meat Science, se compararon dosis equivalentes de EDR y a-tocoferol (600 mg/kg),
con el objeto de evaluar sus ventajas y limitaciones. Para tal fin, se determinaron
diversos parametros microbioldgicos (bacterias aerobias mesdfilas y acido-lacticas,
Enterobacterias, E.coli y Salmonella spp.), fisico-quimicos (Color ClELab, TBARS vy
carbonilos totales) y sensoriales (apariencia y rancidez) en medallones de lomo
mantenidos en condiciones de venta al por menor (ver articulo anterior) a los 0, 7, 11,
14 y 18 dias. La combinacién de envasado bacteriostatico y baja temperatura resulté
muy efectiva para asegurar la calidad microbiolégica de la carne, por lo que el EDR no
pudo mostrar todo su potencial antimicrobiano. La dieta R permitid alcanzar una
concentracion funcional muscular de metabolito diterpénico con capacidad
antioxidante y antimicrobiana sobre la carne. Por su parte, la dieta E dio lugar a una
alta deposicién muscular de a-tocoferol y fue mas efectiva (P<0,05) que la dieta R para
prevenir la oxidacidn de la carne y sus consecuencias sensoriales. Ambos tratamientos
dietéticos permitieron incrementar la vida util de la carne de cordero, determinada
como la pérdida de frescura, hasta 5 (dieta R) 6 10 (dieta E) dias, respectivamente. En
comparacion con la vitamina E, la menor biodisponibilidad de los diterpenos de
romero limitaria su potencial actividad conservante sobre la carne, si bien parecen
reforzar los mecanismos antioxidantes endégenos, protegiendo a la vitamina E frente a

reacciones de degradacion.

Finalmente, se estudidé una nueva aplicacién para incrementar el valor tecnolégico del
EDR, basada en potenciar la accidén conservante de los sulfitos. En el tercer trabajo,
“Use of dietary rosemary diterpenes to extend the preservation of sulphited-lamb

products”, publicado en la revista Small Ruminant Research, se estudié la posibilidad

90



Abstract

de emplear la suplementacion con EDR con el objeto de reducir los requerimientos de
sulfitos necesarios para conservar los preparados cdrnicos. La dieta de los corderos fue
suplementada con 400 mg EDR/kg y se prepararon diversas masas formuladas con
carne de corderos suplementados (R) o no (C) con EDR vy distintas dosis de SO, (0, 150,
300 y 450 mg/kg), dando lugar a 8 tratamientos diferentes: CO, C150, C300, C450, RO,
R150, R300 y R450. Se determinaron diferentes parametros fisico-quimicos (color
CIELab, pH, CRA, TBARS, carbonilos totales y VOCs), microbiolégicos (bacterias aerobias
mesofilas y acido-lacticas y E. Coli/coliformes) y sensoriales (apariencia y olor) en
preparados tipo hamburguesa mantenidos en condiciones de venta al por menor (ver
articulos anteriores) durante los dias 0, 4, 8 y 12. El uso de carne obtenida de corderos
suplementados con EDR retrasé la decoloracion, la oxidacion lipidica, el deterioro del
olor y la aparicién de rancidez en la carne picada. La suplementacién con EDR permitié
extender de 7,9 a 12,3 dias la vida util (determinada como la pérdida de frescura) de
las hamburguesas elaboradas con 450 mg SO,/kg, la maxima dosis legal permitida,
aunque ésta fue menos efectiva al emplear dosis mas reducidas de SO,. Por tanto, el
procesado de carne de cordero reforzada con diterpenos del romero parece ser una
estrategia prometedora para la fabricacién de productos carnicos crudos con sulfitos

anadidos.

En base a los resultados anteriores se puede concluir que la potencial aplicacion de
extractos diterpénicos de romero en alimentaciéon animal se basaria sobre todo en su
doble potencial, antioxidante y antimicrobiano, sobre la carne, asi como en su sinergia
con la acciéon de los sulfitos. El uso dietético de EDR permitiria aprovechar y poner en
valor los subproductos de hoja generados por destilacién del romero, aunque seria
necesario adaptar la ingesta de diterpenos para incrementar en la medida de lo posible

la vida util de la carne y sus derivados, sin tener que recurrir a aditivos conservantes.
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Abstract

The collection of papers gathered in the present PhD thesis focuses on the practical
application of a dietary rosemary extract (DRE) obtained by the second distillation of
the leaves from which the essential oil has already been removed, in which the active
principles are diterpenes carnosic acid and carnosol, both present in the same
proportion. The use of this DRE in animal feeds has previously been patented by the
research team with the aim of improving the quality and the endogenous conservation

capacity of lamb meat in a healthy, ecological and economically viable way.

In the first paper, “Relationship between antioxidant status and oxidative stability in
lamb meat reinforced with dietary rosemary diterpenes”, published in the journal Food
Chemistry, we established the relationship between the concentration of the
diterpenic metabolite deposited in muscle resulting from the dietary consumption of
DRE, the antioxidant capacity of the fresh meat and the main physico-chemical
(CIELabcolor, hexanal, TBARS and total carbonyls) and sensorial (appearance and
rancidity) parameters used for the assessment of the oxidative spoilage of meat. The
intake of 200 and 400 mg DRE/kg feed by the fattening lambs resulted in a dose-
dependent deposition of functional levels of the diterpenic metabolite Ci9H,,03 in
muscle, which improved the oxidative stability of the resulting lamb loin fillets
(Longissimusthoracicus et lumborum) kept at 4 2C in a protective atmosphere (70%
0,/30% CO,) and constant illumination (800 Ix), and analysed at different storage
periods of between 0, 7, 11 and 14 days. A correlation (P<0.05) was established
between the muscular deposition concentration of the diterpenic metabolite and the
antioxidant capacity of the fresh meat, measured by means of the radical scavenging
techniques (DPPH and TEAC) and the ferric reduction antioxidant power (FRAP). The
antioxidant capacity was better correlated (P<0.05) with changes in the values of the
ClELabcolor, TBARS and sensorial scores than with the increase in hexanal and total
carbonyls coming from myofibrillar proteins. FRAP and DPPH assays were seen to be
more accurate than TEAC for predicting the chilled meat oxidative spoilage and,
particularly, for assessing the antioxidant effectiveness of the tested DRE on meat.

Therefore, evaluation of the antioxidant capacity in fresh meat allows the oxidative
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spoilage of meat kept in retail conditions to be predicted. Thus, it would be possible to
avoid or simplify the shelf-life studies needed for testing this kind of dietary

supplement.

The next step was to explore the commercial possibilities of the DRE, comparing it with
a vitamin E supplement, the reference antioxidant in animal feeding. In the second
paper, “Antioxidant and antimicrobial effects of dietary supplementation with
rosemary diterpenes (carnosic acid and carnosol) vs vitamin E on lamb meat packed
under protective atmosphere”, published in the journal Meat Science, two equivalent
doses of DRE and a-tocopherol (600 mg/kg feed) were compared with the aim of
evaluating their relative advantages and limitations. For this purpose, different
microbiological (TVC, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli and Salmonella spp.), physico-
chemical (ClELabcolor, TBARS and total carbonyls) and sensorial (appearance and
rancidity) parameters in loin fillets kept in retail conditions (see above paper) were
analysed on days 0, 7, 11, 14 and 18. The combination of a bacteriostatic packaging
and the low temperature were seen to be very effective for ensuring meat microbial
quality. As a consequence, the whole antimicrobial potential of the DRE could not be
unequivocally confirmed. Despite that, the R-diet reached a functional concentration
of the diterpenic metabolite in the muscle, which resulted in an increased antioxidant
and antimicrobial activity on the meat. In contrast, the E-diet yielded a higher muscular
deposition of a-tocopherol and was more effective (P<0.05) than the R-diet at
preventing meat oxidation and resulting sensorial consequences. Both dietetic
treatments allowed an increase in the shelf-life of lamb meat, assessed as the loss of
freshness, up to 5 (R-diet) and 10 (E-diet) days, respectively. Compared with vitamin E,
the lower bioavailability of the rosemary diterpenes would limit its potential for
preserving meat. However, it did seem to reinforce the endogenous antioxidant

mechanisms, regenerating and protecting vitamin E against degradation reactions.

Finally, we looked at a new application for increasing the technological value of the
DRE, based on promoting the preservative activity of sulphites. In the third paper, “Use
of dietary rosemary diterpenes to extend the preservation of sulphited-lamb products”,

published in the journal Small Ruminant Research, we studied the possibility of using
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DRE supplementation to reduce the sulphites required for preserving meat products.
The lamb diet was supplemented with 400 mg DRE/kg feed and patties were
formulated with meat from supplemented (R) or not (C) lambs and increasing doses of
SO, (0, 150, 300 and 450 mg/kg meat), yielding 8 different treatments: CO, C150, C300,
C450, RO, R150, R300 and R450. Different physico-chemical (CIELab color, pH, WHC,
TBARS, total carbonyls and VOCs), microbiological (TVC, LAB and E.coli/coliforms) and
sensorial (appearance and odour) parameters were analysed in meat patties kept in
retail conditions (see above paper) at days 0, 4, 8 and 12. The use of meat obtained
from lambs supplemented with DRE delayed discoloration, lipid oxidation, odour
spoilage and the rancidity on meat patties. DRE supplementation extended from 7.9 to
12.3 days the shelf-life, assessed as the loss of freshness, of the patties formulated
with 450 mg SO,/kg meat, the maximum legal dose permitted, although it was less
effective when lower SO, doses were employed. Therefore, the meat processing of
lamb meat reinforced with rosemary diterpenes seems to be a promising strategy for

the manufacture of raw meat products with added sulphites.

Taking into account the results obtained, it can be concluded that the potential
application of rosemary diterpenic extracts on the animal feeding would be based on
its dual potential effect, as antioxidant and antimicrobial, on meat, and on its
synergism with sulphite activity. The dietary use of DRE would take advantage and
increase the value of the leaf by-products generated from rosemary distillation.
However, diterpene intake needs to be optimised to increase even further the shelf-

life of meat and meat products, without the use of preserving additives.
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