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RESUMEN

La céscara de granada, como subproducto agroalimentario, es una fuente potencial de
compuestos bioactivos con propiedades conservantes. La extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) es un método de extraccion sustentable; ademés, la Food Drug Administration ha
recomendado el uso de solventes no toxicos. Este trabajo tuvo como objetivo encontrar las
mejores condiciones de la EAU de la cascara de granada utilizando agua potable como
solvente, maximizando su potencial antioxidante para su aplicacion como conservador delas
propiedades de calidad en hamburguesas de pollo. Se aplicé un disefio de Box-Behnken
utilizando como variables independientes e tiempo, la temperatura y la amplitud de
ultrasonido. Los mejores tratamientos obtenidos por la MSR fueron T1: 15 minutos,
temperatura de 40 °C, amplitud- 50 %; T2: 11.46 minutos, temperatura de 40 °C, 50 %; y
T3: 10 minutos, temperaturade 40 °C, 50 %. Se probo T1 a dos concentraciones diferentes
(0.1 % y 1.0 %), en condiciones de almacenamiento en congelacion y refrigeracion en la
capacidad antioxidante, pH, color, fuerza de corte, TBARS y proteinas en hamburguesas de
pollo. Losandlisis se hicieron losdias 0, 4, 8, 12y 16 dias.

Ambas concentraciones y en ambas condiciones de almacenamiento, el ECG mostro ser un
excelente antioxidante natural, sin embargo, la mayor concentracion del extracto (1.0 %) y
la congelacion mostraron ser las mejores condiciones para conservar las propiedades de
calidad en las hamburguesas. En conclusion, os extractos de cascara de granada obtenidos
por unatécnica sostenible como el ultrasonido mostraron ser efectivos en inhibir laoxidacion
delipidosy proteinas, estabilizando €l color de la carne y conservando otras propiedades de

calidad en hamburguesas de pollo.
Palabras clave: Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), Extracto de cascara de

granada (ECG), Metodologia de Superficie de Respuesta, Antioxidante natural, Producto

carnicos.
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ABSTRACT

Pomegranate peel, asaby-product, isagreat source of phenolic compoundswith preservative
properties. Ultrasonic-assisted extraction (UAE) is a sustainable extraction method; In
addition, the Food Drug Administration has recommended the use of non-toxic and safe
solvents. Thiswork aimed to find the best conditions to the UAE of pomegranate peel using
water as a solvent, for its application as a preservative of quality properties in chicken
burgers. A Box-Behnken design was applied using three independent variables, which was:
time, temperature, and ultrasound amplitude. The best treatments obtained by the MSR were
T1: 15 minutes, temperature at 40 °C, amplitude-50%; T2: 11.46 minutes, temperature at 40
°C, 50%; and T3: 10 minutes, temperature at 40 °C, 50%. T1 was tested at two different
concentrations (0.1 % and 1.0 %) and under frozen and refrigerated storage conditions on
antioxidant capacity, pH, color, shear force, TBARS and protein oxidation in chicken
burgers. The analyzes were made on days 0, 4, 8, 12, and 16 days.

In both concentrations and in both storage conditions, the pomegranate peel extract proved
to be an excellent natural antioxidant, however, the highest concentration of the extract
(1.0%) and freezing proved to be the best conditions to preserve the quality propertiesin the
hamburgers. In conclusion, pomegranate peel extracts obtained by a sustainable technique
such as ultrasound showed to be effectivein inhibiting lipid and protein oxidation, stabilizing

meat color, and preserving other quality propertiesin chicken hamburgers.

Keywords. Ultrasound Assisted Extraction (UAE), Pomegranate pedl extract, Response
Surface Methodology (RSM), Natural antioxidant, Meat product.
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|. INTRODUCCION

La carne es parte importante de la dieta por su composicion quimica que brindaal organismo
nutrientes necesarios para su correcto funcionamiento. Més importante ain, en México
durante afios la carne de ave de corral hasido la proteina més adquirida, teniendo el 49 % de
preferencia en los consumidores, dejando el por ciento restantes para la proteina bovinay
porcina (Consgjo Mexicano delaCarne A. C., 2021).

El concepto de calidad en carne de pollo esta relacionado con un producto de ato valor
nutritivo, barato, de buen olor y apariencia, que sealo més natural posible. La importancia
de esta proteina es ladieta diaria radicaen su contenido nutrimental, sin embrago, resulta ser
demasiado susceptible ala oxidacion de lipidos y proteinas. ES por esto que se busca evitar
alteraciones sensoriales y nutricionales, resultado de una pérdida de calidad durante el
almacenamiento (Das et a., 2020).

Por otro lado, la sociedad actual enfrente grandes problemas econdmicos y ambientales
debido a las enormes cantidades de subproductos que se generan en la agroindustria, un
giemplo de esto es|la cascara de granada; ya que por cada tonelada de fruta fresca para jugo
Se generan 669 kg de cascara, no obstante, se sabe que este contiene una gran cantidad de
compuestos fendlicos biol6gicamente activos con ato valor para € reciclge (K. Kumar,
2020; Sharayel et al., 2020).

Ademas, los investigadores y la industria carnica han centrado cada vez mas su atencién en
los compuestos presentes en los extractos de plantas, por su potencial para prevenir €
deterioro de los productos carnicos durante € procesamiento y amacenamiento.
Recientemente, se ha prestado atencién al efecto potencial que podria desempefiar |a cascara
de granada como conservador natural de las variables de calidad en carne.

El uso de metodol ogias de extraccion emergentes que cumplen con |os principios de quimica
verde, como la EAU, presenta varias ventgjas técnicas como son: una alta eficiencia de
extraccion, menor tiempo de trabagjo, bgo consumo de energia y de solventes y un fécil
manejo de operacion.

Por todo esto, este trabagjo tiene como objetivos encontrar las mejores condiciones de
temperatura, tiempo y amplitud en el proceso de EAU, utilizando agua como disolvente para

llegar a punto éptimo en e rendimiento de compuestos fendlicos y actividad antioxidante



del polvo de cascarade granada. Y segundo, encontrar |as mejores condiciones en que dicho
extracto puede actuar como un conservador natural de las propiedades de calidad en carne de

pollo.

[I. ANTECEDENTES
2.1. Consumo de carne de pollo en México.
El consumo de cérnicos en México siempre haestado dirigido alacarne de pollo, preferencia
gue incremento con la pandemia, presentando unabaja en la compra de proteina de bovino 'y
porcino debido a sus altos precios en comparacion con |os productos avicolas. Casi lamitad
de la poblacién mexicana consumo pollo, el 49 % del consumo nacional es proteina de ave,
el segundo lugar le corresponde a cerdo con 27 % y a final estalares con 21 % (Consgjo
Mexicano delaCarne A. C., 2021).

2.2. Evaluacion dela calidad de carnedepollo (AQT, EQT y RQT).
En la actualidad, aln no se tiene una definicion especifica de la calidad de carne de aves de
corral. Lacalidad de la carne de ave es dificil de definir, porque es un concepto determinado
por multiples factores, y principalmente por las preferencias de los consumidores (Ismail &
Joo, 2017). Desde € punto de vista del consumidor, los rasgos de calidad de la carne se
pueden clasificar en tres aspectos:

e Rasgos de calidad de confianza (RQT, Reliance Quality Traits, por sus siglas en
inglés) integrados por factores de seguridad, nutricion, bienestar animal, ética, precio,
presentacion del producto, origen y marca de los productos carnicos (Joo et a., 2013;
Troy & Kerry, 2010).

e Rasgos de calidad adimentaria (EQT, Eating Quality Traits, por sus siglas en inglés):
gue son ternura, sabor, jugosidad y suculencia de la carne cocida (Bello Acebrén &
Calvo Dopico, 2000; Joo €t al., 2013).



e Rasgos de calidad de apariencia (AQT, Appearence Quality Traits, por sus siglas en
inglés), los cuales estén definidos por € color de la carne, pérdida de agua por goteo
y latexturade la carne (Becker, 2000; Joo et al., 2013).
Para mantener estos rasgos de calidad dentro de valores aceptables, hay un conjunto de
normas gue indican algunos parametros a seguir durante e procesamiento de la carne de
pollo.
En e Cuadro 1, se muestran las caracteristicas de aceptacidon o rechazo de los rasgos de
calidad, conforme alaNorma Oficial Mexicana NOM-251-SSA 1-2009. De acuerdo con esta
informacién, la carne de pollo debera presentar un color claro o ligeramente amarillento, su
textura debe ser firme y su olor caracteristico fresco, para ser aceptado por € consumidor.
En cambio, las caracteristicas de exclusion de la carne de pollo corresponden con una
apariencia verdosa o amoratada, y una textura blanda y pegajosa, con un olor putrefacto o

rancio, éste Ultimo, se presentan debido ala oxidacion de lipidos y proteinas en la carne.

Cuadro 1. Caracteristicas para la aceptacion o rechazo en carne de pollo.

; Criterio
Parametro —
Aceptacion Rechazo
Color Blanco o ligeramente Verdosa, amoratada o con
amarillo (Caracteristico) diferentes coloraciones
. Blanda josa bajo las
Textura Firme y pegd . 9
alasolapie
Olor Caracteristico Putrefacto o rancio

Fuente: Tomada de la NOM-251-SSA1-2009, Préacticas de higiene para € proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios.

Adicionamente, en la Norma Mexicana NMX-FF-080-SCFI-2006 “Productos Avicolas-
Carne de pollo de engorda en canal y en piezas-Clasificacion”, se mencionan las dos
principales formas de almacenamiento de la carne de pollo, que permitiran mantener las
caracteristicas de calidad antes mencionadas, a través de la conservacién por frio. De esta
manera, € pollo fresco es aquél que ha sido mantenido y procesado a una temperatura de
entre0°Cy 4 °C, y € pollo congelado, € que hasido sometido a congelacion y conservado

aunatemperaturade-18 °C o por debajo de esta.



Por otro parte, existen parametros fisicogquimicos que han sido utilizados para evauar la

calidad de la carne, entre ellos se encuentran pH, color y textura.

2.3. Parametrosfisicoquimicos de calidad en carnede pallo.
2.3.1. pH

El pH dela carne o musculo es una medida de la acidez dada por potencial de hidrégeno. El
pH de la carne de pollos de engorde, se da en funcién de la cantidad de glucogeno en €l
musculo antes del sacrificio, y latasa de conversion de glucogeno en écido léctico después
de éste (Mir et al., 2017).
El adenosin trifosfato (ATP) sirve para mantener e muasculo en un estado relgjado. Tras la
muerte del animal, cesa e aporte sanguineo a musculo por lo que debe utilizar un
metabolismo anaerdbico paratransformar sus reservas de energia (glucdgeno) en ATP, para
mantener su temperaturay firmezamuscular. El ATP, se obtiene através de laconversion de
glucogeno en acido lactico. Este Ultimo es el que vaa provocar el descenso del pH muscular
(Warris, 2003; Zimerman, 2008).
Para la carne de pollo cruda, los valores normales de pH (alos 15 min post mortem) estan
alrededor de 6.2-6.5 (Berri et al., 2005; Kijowski & Niewiarowicz, 1978). Mientras que, los
valores normales de pH finales estan alrededor de 5.7- 6.1 (Fletcher, 1999; Van Laack et dl.,
2000).
Se hademostrado que el pH tiene unarelacion directa con los atributos de calidad de lacarne,
como €l color, la capacidad de retencion de agua, € olor, laterneza, lajugosidad y su vida
atil (Allen et al., 1998; Mir et a., 2017).
Si e pH es bgjo (<5.7) y cercano al punto isoeléctrico de la proteina miofibrilar, la carne
podria presentar una disminucién de la retencion de agua y una decoloracion de la carne
(Fletcher et a., 2000; Ismail & Joo, 2017). Por € contrario, valores de pH por encimade 6.1,
Se asocian a una carne oscura, firmey seca (Barbut, 1997; Fletcher et al., 2000).
Para poder explicar los factores que afectan € pH de la carne se tienen que mencionar tres
momentos por |os que pasa € animal. Estos son: ante mortem, pre mortem y post mortem.
(Zimerman, 2008). En &l Cuadro 2, se mencionan los factores post mortem involucrados en

lavariacion del pH.



Cuadro 2. Factores post mortem que afectan e pH delacarne.

Condicién Efecto

El grado de enfriamiento permea en la caida del pH por la
Frio produccion de &cido lactico, o que asu vez afectalavelocidad
de insaturacion del rigor mortis (Zimerman, 2008).

Los productos avicolas son alimentos altamente perecederos.
Dependiendo del grado de procesamiento posterior d
sacrificio, su deterioro variaentre 4 y 10 dias en refrigeracion
(Marenzi, 1986).

Tiempo de oreo

Fuente: Elaboracion propia

Otro parametro que afecta el pH eslatemperatura, ya que esta directamente relacionada con
el consumo de ATP muscular, € cua sellevaacabo en dos etapas.

2.3.2. Capacidad deretencidon deagua (CRA)
La Capacidad de Retencion de Agua (CRA) eslahabilidad de la carne, para retener total o
parciamente el agua, aun cuando se apliquen presiones externas al musculo, o bien durante
el procesamiento, es decir: corte, triturado, caentamiento, envasado, transporte,
almacenamiento y coccion (Hamm & Honikel, 1994; R. D. Warner, 2017).
La CRA es un criterio crucia de evaluacion de la calidad en € procesamiento de carne.
Ademas, no solo estd relaciona directamente con la rentabilidad en la industria de
procesamiento de carne, sino que también determina las cualidades sensoriales de la carne,
asi como de sus productos (Szmarnko et al., 2021). El contenido de agua en la carne mejora
la ternura, jugosidad, textura, firmezay apariencia de esta, aumentando de manera genera
su calidad y valor econémico (Mir et a., 2017).
La CRA esta dada en funcion de factores como € pH, fuerza idnica, presion osméticay €l
desarrollo del rigor mortis que acttan alterando los componentes celulares y extracelulares
(Mir et al., 2017; Offer & Knight, 1988). La carne de pechuga de pollo con un pH alto tiene
una mayor capacidad de retencion de agua, que lacarne con pH mas bajo (Mir et al., 2017).
El agua liberada a gjercer cierta presion o durante €l procesamiento, se puede describir de

diversasformas: como goteo, purga o exudado; y estainversamente relacionado con laCRA.



El agua desprendida de un producto carnico procesado, a menudo se describe como
rendimiento de coccién, que esta directamente relacionado con la CRA  (Szmanko et al.,
2021; R. Warner, 2014).
Un estudio realizado por Barbut (1993) mostré que las pechugas mas claras de lo normal
tenian un pH inicial de 5.8, una recuperacion del marinado del 6 %, pérdida por goteo del
5.88 % y pérdida por coccion del 34.4 %. Mientras que, los filetes més oscuros de lo normal
tenian un pH inicial de 6.02, absorcion del 7.67 % en el marinado, |a pérdida por goteo fue
de 3.34 %y 32.9 % de pérdida por coccién, lo que muestra un impacto significativo del pH
en lapérdidapor goteo. Lacarne de ave con un pH bajo se haasociado con unabaja capacidad
de retencidn de agua, 1o que resulta en una mayor pérdida por coccion, pérdida por goteo,
vida atil y disminucion de laterneza (Mir et a., 2017).

2.3.3. Color
El color puede definirse como un resultante de una serie compleja de respuestas fisiol 6gicas,
fisicas, quimicas y psicolégicas a la radiacion electromagnética en € rango del espectro
visible que abarca longitudes de onda entre 400 y 700 nm (Pérez-Alvarez, 1996).
Para determinar la especificacion del color se utilizan muchos espacios de color p. €.,
Munsell, Hunter o CIELAB (Nickerson, 1940).
El espacio de color CIELAB presenta las coordenadas L*a* b*, uno de |los sistemas de color
mas utilizados. Larazén de su creciente popularidad se debe a que correlaciona los valores
numeéricos de color consistentemente con la percepcion visual humana (Cool et al., 2022).
L* indicalaLuminosidad. a* = rojo/ verde (+aindicarojo, -aindicaverde), b* = amarillo/
azul (+b indicaamarillo, -b indica azul) (Ibafez Garcia, 2021; Xiao-Ping & Xin, 2006).
El color de la carne de ave depende de algunos pigmentos carnicos, como son la
hemoglobina, € citocromo C y sus derivados, asi como la presencia de ligandos que forman
complegjos con pigmentos hemo (Fletcher, 2002). Pero en particular, de la concentracion y

estado quimico de la mioglobina (Mb).



En laFigura 1, se puede apreciar como el color de la carne fresca se define por |a cantidad
relativa de cuatro estados redox de Mb, a saber, desoximioglobina (DeoxiMb),
oximioglobina (OxiMb), carboximioglobina (COMb) y metamioglobina (MetMb)
(Cornforth and Hunt, 2008). La formacion de MetMb (marrén) resulta de la oxidacion de las
tres formas ferrosas (Fe?*) a un estado férrico (Fe*") y esta asociada con la decoloracion de

la carne de aves (Carvalho et al., 2017; Suman & Joseph, 2013).
-0,

Oximioglobina (OxiMb) Desoximioglobina (DeoxiMb)
Fe?* +0, 2

S5 O

'§ = +CO
o =}

Metamioglobina (MetMb) Carboximioglobina (COMb)
Oxidacién Fe?*
Figura 1. Formas redox de mioglobina (Mb) en carnes de pollo. Modificado de Carvalho et

al. (2017).

En el Cuadro 3, se mencionan dos investigaciones en las que se obtuvieron valores de color
diferentes para la clasificacion del aspecto en pechugas de pollo. Estos autores también
informaron que la carne de pechuga de pollo mas pédida (L* > 56) se asocia con un pH final
mas bajo y una menor capacidad de retencion de agua (CRA), mientras que la carne de
pechuga de pollo més oscura (L* < 50) se asocia con un pH mas alto y un rendimiento de
coccion (Petracci et al., 2004).

Cuadro 3. Valores normales de color reportados para carne de pollo

Aspecto
Pardmetro Oscura Normal Palida Referencia
L* < 46 48-53 >53 (Fletcher, 1999)
ar 3.3 17 16 y (Qiao et al.,
b* 0.9 16 24 2001)
L* 48.29 53.51 57.53 (Petracci et al.,
ar 2.96 2.05 1.63 2004)




b* 1.07 1.52 2.08

Pardmetros de color L* (luminosidad), a* (rojez) y b* (amarillez).
Fuente: Elaboracion propia

La concentracion y estado quimico de la Mioglobina (Mb), se puede ver afectado por
numerosos factores, como la edad del ave, € género, los antecedentes genéticos, la dieta, la
grasa intramuscular, €l contenido de humedad de la carne, las condiciones previas a
sacrificio y las variables de procesamiento (Totosaus et al., 2007).

Otro factor que afecta el color de lacarne es el pH. Como consecuencia de un pH bajo de la
carne, la desnaturalizacion de las proteinas conduce a una mayor susceptibilidad de Mb ala
autooxidacion y a posterior cambio de color durante el almacenamiento en refrigeracion,
posterior a la congelacién/descongelacion (Leygonie et al., 2011, 2012; Pearson & Dutson,
2013). Cuando las reacciones de oxidacion se acel eran por €l almacenamiento en congelacion
o durante el procesamiento de la carne, la cantidad de radicales libres presentes aumenta, 1o
gue llevaaunamayor tasa de oxidacion de Mb y una disminucién en la estabilidad del color
(S. Ali eta., 2015; Wang et al., 2009).

2.4. Calidad sensorial
2.4.1. Sabor

El sabor es otro atributo de calidad importante que los clientes utilizan para determinar la
aceptabilidad de la carne de ave (Mir et d., 2017).

Sin duda, los consumidores aprecian los sabores caracteristicos de los productos carnicos
avicolas, y que en gran medida son responsables del atractivo de estos productos. Mas
importante aln, la percepcion del sabor es menos variable que otros atributos sensoriales de
estos productos, por g emplo, laternuray jugosidad (Pearson & Dutson, 2013).

El sabor de la carne se desarrolla en gran medida a través del proceso de coccion. La carne
cruda generamente se caracteriza por ser salada, metalica y de sabor 'sangriento’ con un
aroma dulce (Wasserman, 1972). Durante la coccién, humerosos precursores no volatiles
reaccionan para formar € sabor y €l aroma caracteristicos asociados con la carne. Estos
compuestos de sabor surgen a través de mecanismos de reaccion entre € azlicar y los

aminoacidos (Reaccion de Maillard), la oxidaciéon de lipidos y proteinas, asi como la



degradacién de la tiamina. Estos cambios quimicos no son exclusivos de las aves de corral,
pero las grasas de las aves de corral, si son Unicasy se combinan con € olor para explicar €
sabor caracteristico de las aves (Northcutt, 2009; Toldrd & Flores, 2007).
El pH de los alimentos esimportante en € desarrollo de sabores, por gemplo, en lareaccién
de Maillard (Calkins & Hodgen, 2007). El pH entre 4.5 y 6.5 favorece la formacion de
compuestos nitrogenados que aportan sabor alos aimentos. El envejecimiento post mortem
provoca la generacion de muchos compuestos quimicos de sabor, incluidos azlicares, acidos
organicos, péptidos, aminoacidos libres y metabolitos del nucledtido de adenina que
determinan el sabor final delacarne (DeLiuet a., 2012; Mir et al., 2017). Estos componentes
sirven directamente como componentes de sabor 0 como un conjunto de reactivos
intermediarios que forman muchos de los sabores caracteristicos de la carne después de la
coccion (Spanier et al., 1997).
Laedad del pollo o gallinaesotro factor que afectael sabor delacarne. EI maximo desarrollo
del sabor ocurre durante la maduracion sexual de los pollos de engorde debido a cambios en
lafraccion lipidicay composicion de acidos grasos libresy complegos (Mir et a., 2017).
2.4.2. Olor
La sensacion de olor es producida por sustancias volétiles que estimulan los receptores del
epitelio nasal. El olor juega un papel importante en la definicion del sabor caracteristico de
los alimentos y es un atributo sensorial crucial que puede determinar si 1os consumidores
aceptan o no un producto alimenticio (Hayes, 2008).
Se hareportado que los compuestos vol atiles de bg o peso molecular son |os responsables de
generar dicho olor. Se han identificado mas de 1000 compuestos volétiles en el aromade la
carne cocida (Hayes, 2008; Mottram, 1998). Se ha demostrado que tanto la congel acién como
la precoccién contribuyen a desarrollo de sabores desagradables en productos carnicos
(Pearson & Dutson, 2013).
Laoxidacion de lipidos y proteinas que se produce en la carne fresca, congelada o cocida se
asocia generamente con e desarrollo de sabores y olores rancios y una reduccion en la
aceptabilidad de la carne. Sin embargo, a descomponerse producen una mezclacomplejade
compuestos volétiles de bajo peso molecular con caracteristicas distintivas de olor y sabor,

incluidos a canos, alquenos, aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteresy é&cidos (Mottram, 1998).



El desarrollo de la rancidez oxidativa ha sido reconocido durante mucho tiempo como un
problema que ocurre durante el almacenamiento de la carne. La propension de las carnes'y
los productos carnicos a sufrir oxidacion depende de varios factores, incluidalacomposicién
de &cidos grasos y ausencia de elementos de conservacion.
2.4.3. Jugosidad

Las sensaciones que llegamos a percibir en la boca a momento de comer carne estan
relacionadas con la jugosidad, atributo que contribuye a la aceptabilidad de los productos
carnicos por parte del consumidor, y lo vuelve parte importante de los rasgos de calidad
alimentaria (EQT, por sus siglas en inglés). La importancia de la sensacién en la bocay €l
concepto de jugosidad a comer es dificil de describir y cuantificar, pero tiene un profundo
efecto sobre los demés atributos sensoriales de la carne. La sequedad se asocia con una
disminucion en otros atributos, especialmente con la falta de sabor y aumento de la dureza
(Marrasguin Briones, 2016; Pearson & Dutson, 2013).

2.5. Contenido nutricional delacarnede pollo

El consumo de carne juega un papel muy importante desde € punto de vista nutricional,
debido a que contiene proteinas que otorgan aminoacidos esenciales, asi como mineralesy
vitaminas que pueden ser facilmente absorbidas por € cuerpo humano. La carne contiene
vitaminasy minerales como €l hierro (Fe), e cua no se encuentra facilmente disponible en
otras dietas, por gemplo las vegetarianas (FAO, 2019; Ruiz Mufioz, 2020).

Como se puede observar en € Cuadro 4, los principales componentes de la carne cruda de
ave son agua, proteinas y lipidos en proporciones de 75.1 % y 22.3 %, 2.1 % y 457 KJ,
respectivamente (Wood, 2017).

Cuadro 4. Contenido nutrimental dela carne de pollo por cada 100 g de carne.

Macronutriente Distribucion (por cada 100 g)
Agua (g) 75.1
Proteina (g) 22.3
Grasas (Q) 2.1
Energia (KJ) 457

Fuente: Modificado de Wood (2017)
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En laFigura 2, se puede observar las cantidades de vitaminas y minerales que aportan 100 g

de carne de pollo.

ENERGIA

MINERALES (por cada 100 g) ( da 100 g)
por cada g

VITAMINAS (por cada 100 g)

80 me ( K & B l\'lll.ascI:;g
Potasio k f/, 457 K1 &
160mg ( p B; 1 1.16mg
Fosforo N Acido pantoténico
77 mg. % ®\ , (B 0.38mg
Sodio @ Y N s Piridoxina
4
26m< > r ) (B, 0.18mg
Magnesﬁ: I\ig W X \“\& 2/ Riboflavina
“
6m ’ N | (& oasmg
Calcitg)@ m‘l ‘, 3 J a-tocoferol
1.2m < > o ) B, 0.14mg
Zing Zn \\“ .;;J 1 Tiamina
0.7mg /e @ y . ;/ By 119.0 pug
Hlerro< ) \" ) \ ,,,f“" Acido félico
2\ /l‘/
0.03 mg <— \ / 11.0
Cobre CP) o <. Retinrlg
0.019 mg < > B, 2.0pg
Manganeso Mo / Z Biotina
PROTEINAS D  01.0
223g 2.1g Colecalciferol

Figura 2. Aporte nutrimental de la carne de pollo por cada 100 g.
Fuente: Elaboracion propia

La cantidad de grasa en particular es el componente mas variable debido a factores como €
peso, larazay lacomposicion del alimento. Para un alimento, ser etiquetado como bajo en
grasa, el contenido de esta debe ser inferior a3 g/100 g seguin las normas de la CE (Comision
Directiva de Europa, por sus siglas en espariol) (CE, 2006), por lo que, sobre esta base, la
carne magra de pollo podria etiquetarse como baja en grasa. La carne de pechuga contiene
menos de 3 g de grasa/100 g y e valor promedio correspondiente para las carnes rojas (sin
piel) esde5a7 g/100 g.

2.6. Aspectos que modifican la calidad de la carne de pollo: oxidacién de lipidos.
La demanda de productos avicolas ha llevado a modificar 10s parametros de seleccion en la
industria de pollos de engorde, basado en caracteristicas como rapida tasa de crecimiento y

ato rendimiento muscular, factores relacionados a un mayor defecto de la textura e
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incidencia de miopatias metabdlicas musculares (Lien et a., 2012; Petracci et a., 2015,
2019).

Adicionamente, €l dafio oxidativo deloslipidosy poroteinas en la carne de pollo, suele estar
asociado a un marcado deterioro de sus propiedades sensoriales, de vida Util y nutritivas
(Akuru et a., 2020). En consecuencia, este dafio disminuye la aceptacion por parte de los
consumidores de los productos carnicos afectados (Falowo et al., 2014), lo que supone una
pérdida econdmica. Es importante tener presente, que la carne de pollo comercial contiene
&cidos grasos poliinsaturados (PUFAS), como formanormal de grasa (Adamski et al., 2017),
lo cual es el resultado de las dietas que se le administran a pollo en su etapade engorde. Sin
embargo, complementar las dietas de | os pollos de engorde con atos niveles de PUFAS, hace
gue la carne sea cada vez mas susceptible a larancidez, debido ala oxidacion de los lipidos
(Estévez, 2015). La oxidacion delos PUFAs dalugar ala produccién de sustancias quimicas
nocivas, que se descomponen a su vez en aldehidos de cadena corta, cetonas y otros
compuestos oxigenados, que gjercen un efecto no deseado sobre la sintesisy e metabolismo
delipidos, pigmentos, proteinasy carbohidratos (Lobo et a., 2010). Ademés, estos radicales
libres son responsabl es de procesos mutageéni cos, cancerigenosy envejecimiento en sistemas
biologicos (Giustarini et a., 2009; Ighodaro & Akinloye, 2018).

2.7. Uso de conservadores quimicos en la carne de pollo.

Para evitar la produccién de radicales libres y por tanto la oxidacion de la grasa en carne de
pollo, se afladen conservadores quimicos, como € butilhidroxianisol (BHA), €
butilhidroxitolueno (BHT) y la tert-butilhidroquinona (tBHQ), los cuales prolongan la vida
util de la carne y conservan sus propiedades de aceptacion. Sin embargo, aunque estos
antioxidantes quimicos se han utilizado durante décadas, se ha reportado que podrian estar
relacionados con efectos adversos a la salud del consumidor (Shahidi, 2000; Sohaib et al.,
2017).

De igual manera, en los Ultimos afios ha aumentado €l interés por € uso de compuestos
antioxidantes de origen vegetal, con capacidad de prolongar la vida Util de los alimentos
perecederos. Investigadores han reportado que e efecto de estos antioxidantes naturales se

debe alos compuestos polifendlicos (Oswell et a., 2018).
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En particular, las cascaras de fruta han demostrado contener nuevos y prometedores
compuestos, con actividad antimicrobiana y antioxidante, que pueden prevenir las
enfermedades de origen alimentario y el deterioro de los aimentos (Singh et a., 2019).

2.8. Conservacion de calidad en carne usando cascar a de granada.

Los extractos de cascara de granada ya han sido previamente usados y se ha reportado su
capacidad en la conservacion de las propiedades de calidad de la carne (Kanatt et al., 2010;
Naveena et al., 2008), evaluando variables como actividad antioxidante (DPPH), actividad
antimicrobiana, oxidacion lipidica (TBRS), pH y color. Los resultados demuestran que €l
extracto de cascara de granada actla evitando la oxidacion de la carne de pollo, en
refrigeracion (0-4 °C) hasta por 20 dias. Para la carne de res en refrigeracion, la
implementacion de 0.1 %y 0.5 % de extracto acuoso de cascara de granada ayudo a retardar
la etapa de oxidacion y degradacion de perdxidos con base en |os resultados obtenidos para
TBRS, indice de peroxidacion (IP) y la determinacion de carbonilos y sulfidrilos, en
albdndigas hasta por 8 dias (Turgut et al., 2016).

Laactividad antioxidante del extracto acuoso de cascara de granada a concentraciones de 0.1
% y 0.5 % como conservador a temperaturas de congelacion (-18 °C), ha sido solamente
evaluada en albéndigas deres, evitando la oxidacion de lipidos de acuerdo con los resultados
obtenidos delamedicion de TBRS el P, determinacion de carbonilosy sulfidrilos, pH y color.
En comparacion con el BHT, un conservador sintético ampliamente utilizado en laindustria
alimenticia, la cascara de granada resulté ser mas efectiva a evitar la oxidacion de lipidos,
hasta por tres meses (Turgut et al., 2017).

2.9. Extraccion asistida por ultrasonido
El ultrasonido son vibraciones mecanicas de frecuencia superior aladelas que puede percibir
€l oido (mas de 20 kHz) (Bhargavaet al., 2021).
Los efectos fisicos y bioquimicos del ultrasonido estdn asociados con la frecuencia por
giemplo, los efectos fisicos dominan a frecuencias més bajas de 20 a 100 kHz, mientras que
los ef ectos quimicos dominan a frecuencias de 200 a 500 kHz y, a frecuencias mas altas (>1

MHZz), latransmision acustica de los ef ectos son méas dominantes (Tiwari, 2015).

13



El ultrasonido se puede aplicar para complementar las operaciones unitarias 0 en el
procesamiento del producto alimenticio ya sea por exposicion directa o utilizando un
instrumento como un sonotrodo (probeta de ultrasonido) o un bafio de agua ultrasdnico
(Bhargavaet al., 2021).
La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es un procedimiento de extraccién verde, con
alta eficiencia de extraccién y bajo consumo de energiay solventes (Bhargava et al., 2021;
Kaderides et a., 2015a; Singla & Sit, 2021). Lo que lo cataloga como un método de
extraccion sostenible.
La€ficienciade la EAU se cree esta relacionada con el fendmeno de propagacién de ondas
(Figura 3). Los fendmenos de cavitacion ocurren cuando las ondas sonoras que se propagan
en e medio de disolucion inducen una sucesion de compresiones y dilataciones para hacer
menos denso e material de extraccion; dichos cambios de presion alternos provocan la
formacion de burbujas y su eventual colapso en & medio fluido; la implosion de burbujas
puede resultar en dafio por impacto mecanico en las superficies, efecto que puede ser
utilizado en la extraccion solido-liquido (Tiwari, 2015; Vilkhu et al., 2008).

presion

acustica
comp exp comp exp comp

T\ /\ /\ 7 -
Ko ) *

Crecimiento burbuja Contraccién burbuja Colapso
bajo presion negativa bajo presion positiva

Figura 3. Fendmeno de cavitacién ocurrido durante la EAU.
Fuente: Elaboracion propia.

La EAU es una de las técnicas de extraccion més Utiles y eficientes en comparacién con la
extraccion convencional (Sharayel et a., 2019). Las ventajas de la EAU son lareduccion del
tiempo de extraccion, una operacion sencilla de realizar, un menor consumo de solvente y
temperatura, ahorro de energia, mayor produccion y eliminacién de pasos del proceso
(Bhargava et a., 2021; Chemat et al., 2017; Ordaz-Rodriguez et al., 2022). Numerosos
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articulos en laliteratura han documentado la ventaja de la aplicacion de EAU en relacion con
laextraccidn convencional en componentes naturales, que requieren més horas o incluso dias
utilizando procesos tradicionales (Gallo et a., 2018; Singla & Sit, 2021).

Debido a que la EAU se puede ver afectada por varios parametros, como la frecuencia, €

poder de sonicacion, e tiempo (Chemat et a., 2017), nUmero de extracciones, temperatura,
relacion solido-solvente, tamafio de particula y tipo de solvente, se vuelve necesario
optimizar €l proceso paramejorar e rendimiento de extraccion (A. Kumar & Srinivasa Rao,
2020; Ordaz-Rodriguez et al., 2022; Sharayei et a., 2019).

Kaderides et a. (2015b) investigaron €l efecto de varios solventes (metanol, acetato de etilo,

cloroformo y agua), latemperatura(T), larelacion particula/solvente (PS), laamplitud (A) y
el intervalo de pulso sobre la extraccion de compuestos fendlicos de cascara de granada. Las
mej ores condi ciones que encontraron fueron: aguacomo solvente; temperatura de extraccion,
34.7 °C; relacion solido/solvente, 32.2/1; amplitud de 39.8 %y relacion deinterval o de pul so,
1.2/1. El rendimiento maximo de extraccion fue de 13.85 g equivalentes de acido galico
(GAE) /100 g de céscaras secas a un tiempo de extraccion de 10 min.

Varias sustancias han sido reportadas como solventes seguros para la extraccion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de la cascara de granada (Kaderides et al., 2015z;
Kazemi et a., 2016; A. Kumar & Srinivasa Rao, 2020; Ordaz-Rodriguez et a., 2022;
Sharayei et al., 2019; Zivkovi¢ et al., 2018), sin embargo, hay que recordar que la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug
Administration, por sus siglas en inglés) recomienda € uso de disolventes no toxicos y
amigables con e medio ambiente (Zivkovié et al., 2018). El agua es un solvente més polar
gue € metanol, e etanol y la acetona, y es un solvente seguro que puede ser aplicado
directamente alos alimentos (Goula et al., 2017; Kaderides et al., 2015b; Umaet a., 2010).

2.10. Optimizacién de procesos.
Encontrar una condicion con la mejor salida para un sistema es e propésito principal de la
"optimizaciéon" (Bas & Boyaci, 2007).
La metodologia de superficie de respuesta (MSR, Response Surface Methodology, por sus

siglas en inglés) es una técnica matemética 'y estadistica, que permite investigar y observar
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larespuesta de multiples variables de proceso y sus efectos interactivos, para ciertosfactores
de interés. Las superficies de respuesta permiten explorar varias combinaciones de niveles
de los factores o variables independientes, para hallar “valores 6ptimos” 0 las mejores
condiciones de ciertas caracteristicas de calidad del producto o proceso (Gutiérrez & Salazar,
2012; Kaushik et al., 2006; Khare et al., 2015).

2.10.1. Disefio de Box-Behken.
El disefio de superficie de respuesta Box-Behnken (DBB) es un disefio de metodologia de
superficie de respuesta giratoria (M SR) esférico que consiste en un punto central y |os puntos
medios de del cubo circunscritos en la esfera. Consiste en tres disefios factoriales 22
entrelazados con puntos que se encuentran en la superficie de una esfera que rodea el centro
del disefio (Kuehl, 2001; Maran et a., 2013).
Estetipo de disefio es muy eficiente en cuanto a nimero de corridas, debido aque no incluye
tratamientos a los vértices de la matriz experimental, los cuales a veces resultan ser
exagerados y dificiles de llevar a la préactica, la estimacion de los coeficientes de primer y
segundo orden mas eficiente (Gutiérrez & Salazar, 2012; Kuehl, 2001).
Los disefios de tipo Box-Behnken resultantes suelen ser més eficientes en términos del
numero de corridas requerido, ya que a no incluir los extremos se reduce € nimero de
tratamientosy esto dacomo resultado un menor consumo de reactivos. Este disefio solo tiene
tres niveles y se puede contraer o expandir facilmente en el dominio experimental (Chen et
al., 2009; Espada-Bellido et ., 2017).
El DBB se ha empleado ampliamente para encontrar las condiciones Optimas de extraccion
de multiples compuestos bioactivos en diferentes matrices bioldgicas como |os son plantas
y/ 0 sus componentes. A continuacién, se enlistas algunos gemplos de los tipos de
aplicaciones que han tenido y como es que estos disefios resultan particularmente Gtiles para
este tipo de procesos, ya que, como se menciond anteriormente, son efectivos en cuanto al
nimero de corridas experimentales, teniendo como resultado un menor tiempo de
experimentacion y de recursos tanto materiales como tecnol 6gicos.
En 2015, Moorthy et al. emplearon un disefio de Box-Behnken de cuatro factores y tres

niveles para investigar e efecto de las variables independientes. relacién PS
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(particula/solvente) (1:10-1:20 g/mL), pH (1- 2), tiempo de extraccion (15-35 min) y la
temperatura de extraccién (50-70 °C) sobre € rendimiento méaximo de extraccion de pectina
en cascara de granada. Se obtuvieron un total de 29 experimentos con cinco repeticiones en
el punto centra. Y las condiciones dptimas de extraccion resultaron ser 1:17.52 g/mL de
relacion sdlido-liquido, 1.27 de pH, 28.31 min de tiempo de extraccion y 61.90 °C de
temperatura de extraccion respectivamente.

Despueés en 2017, Espada-Bellido et a. emplearon un disefio Box-Behnken de seis factores
y tres niveles para estudiar las condiciones éptimas de la EAU para obtener la mayor
extraccion de antocianinas y compuestos fendlicos totales en pulpa de mora negra. Las
variables independientes fueron: porciento de solvente (X1), temperatura de extraccion (X2),
amplitud de ultrasonido (X3), ciclo de trabajo (X4), pH (Xs) y relacion PS (Xs). Como
variables de respuesta se consideraron |os resultados de |las antocianinas totales y la cantidad
de compuestos fendlicos totales. El disefio experimental consistio en 54 ensayos realizados
por duplicado con seis repeticiones del punto central.

Se obtuvieron dos disefios Optimos para cada una de las variables de respuesta. Para
antocianas fueron las siguientes. disolvente de extraccion 76 % de Metanol (MeOH) en agua
apH 3, temperatura de extraccion de 48 °C, amplitud de ultrasonido del 70 %, ciclo de 0.7 s
y relacion 1.5:12 g/mL solido-liquido. Las condiciones Optimas de EAU para compuestos
fendlicostotalesfueron: solvente de extraccion con 61 % MeOH en aguaapH 7, temperatura
de extraccion de 64 °C, amplitud de ultrasonido de 70 %, ciclo de 0.7 sy relacion 1.5:11 g/
mL solido-liquido (Espada-Bellido et a., 2017).

Finamente, Kumar & Srinivasa Rao (2020) optimizaron la extraccion asistida por
ultrasonido en modo pulsado (EAUP, Pulsed-mode Ultrasound Assisted Extraction, por sus
siglas en inglés) de compuestos bioactivos con alta actividad antioxidante en céscara de
granada. Se utiliz6 un disefio Box-Behnken de cuatro factores con 5 puntos centrales,
obteniendo un total de 29 experimentos. Las variables independientes fueron ciclo detrabajo
(X1), amplitud (X2), tiempo de sonicacion (X3) y concentracion de metanol (X4) cada factor
con tres niveles. Los valores de las variables de respuesta se obtuvieron a una concentracion
de metanol del 70 %, 12.8 min de ultrasonidos en un ciclo de trabajo de 0.58 sy unaamplitud
de ultrasonido del 80 %.
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2.11. Confiabilidad en los métodos de medicion (Analisis de repetibilidad).
La confiabilidad y la validez son dos aspectos clave de toda investigacion.
Los investigadores afirman que el rigor de la investigacion cuditativa recae en la
confiabilidad y la validez de los conceptos, componentes necesarios de la calidad. La
atencion meticulosa a la confiabilidad y validez de los estudios de investigacion es
particularmente vital en el trabgjo cualitativo, donde la subjetividad del investigador puede
nublar tan fécilmente lainterpretacién de los datos y donde los resultados de lainvestigacion
amenudo son cuestionados 0 vistos con escepticismo por la comunidad cientifica (Cypress,
2017).
En todas las investigaciones, ante la inherente cantidad de posibles errores, es necesario
buscar reducir los errores relacionados con € procesos de medicion paralograr asegurar una
mayor confianzaen losresultadosy conclusionesdelainvestigacion (Manterolaet al., 2018).
Para asegurar la confiabilidad de estos resultados, los métodos analiticos deben someterse a
un proceso de validacion, yaque ello garantizala calidad de los resultados (Moreno Lobato,
2018; Suarez, Raibel & Evelia, Arévalo & Ledy, Linares & Francisco, Ustariz & Gladys,
2009).
La confiabilidad es un término cualitativo que muestra € nivel de calidad de un método
analitico en términos de aplicabilidad, exactitud, precision, sensibilidad y detectabilidad
(Burgos Larios et a., 2021). Por ende, un método es confiable, preciso o reproducible,
cuando las mediciones realizadas con é generan los mismos resultados en diferentes
momentos, escenariosy poblaciones s se aplica en las mismas condiciones (Manterolaet al.,
2018).
Dentro de los estudios para la confiabilidad de los métodos, se encuentra el estudio de
repetibilidad, € cual serefiere alavariacion de los métodos de medicion. El estudio tipo I,
evalUa los efectos combinados de sesgo y repetibilidad, basdndose en muiltiples mediciones
de una misma muestra. Segun lo reportado, los valores de variacion deben ser menores a 20
%,y losindices de capacidad Cg y Cgk, deben ser mayor oigual al.33, paraquelamedicion
sea capaz (Otero Fernandez et al., 2014; Rodriguez Cervantes, 2022).
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[11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente, se ha prestado atencién al efecto que tiene la aplicacion de extractos
metandlicos, etandlicos o su combinacién con agua de cascara de granada sobre las variables
de calidad en carne de pollo y su empleo como conservador. En este sentido, han sido
desarrollados diversos estudios que han evaluado diferentes concentraciones de estos
extractos variando € método de extraccidn, que en lamayoria de los casos ha sido siguiendo
métodos convencionales, |os cuales requieren un alto consumo de energiay reactivos; y que,
para lograr atas concentraciones de compuestos fendlicos estos métodos usan mezclas de
solventes no aptos parael consumo humano. La extraccion de cascara de granada através de
laEAU yahasido previamente evaluada, sin embargo, no se han encontrado las condiciones
Optimas de amplitud, tiempo y temperatura en las cudles se obtiene la mayor cantidad de
compuestos fendlicos, usando agua como disolvente. Mas importante aln, en ningun estudio
antes mencionado, la aplicacién de dicho extracto para conservar las propiedades de calidad
en carne ha sido evaluada.

Debido a que la actual normatividad solo considera la apariencia del pollo en cana para
evaluar su aceptacion o rechazo, la calidad de estos productos avicolas no es evaluada de
forma integral, ya que no considera todas las propiedades fisicoquimicas de la carne, las
cudles son las variables mas importantes que el consumidor deberiatomar en cuenta para su
eleccion. Por o tanto, este estudio abre una oportunidad para mejorar dichas caracteristicas
de calidad apartir del uso de un conservador natura, obtenido através de técnicas de quimica

sostenible.

V. JUSTIFICACION
Hoy en dia, el consumo de carne esla principal fuente de proteinaen ladietadiaria. Lacarne
gue posee proteinas, aminoacidos, minerales, grasas, vitaminas y otros componentes
bioactivos, asi como pequefias cantidades de carbohidratos, es parte fundamental de ladieta
(FAO, 2019; Santos Ordofiez, 2018). En México durante afios la proteina mas consumida ha
sido la proveniente de aves, debido a su fécil preparaciéon y costo accesible.
Por otro lado, |a creciente preocupacion y toma de conciencia de los consumidores por los

productos carnicos avicolas naturales y saludables, [levo a explorar alternativas de uso delos
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aditivos quimicos como son BHA, BHT o galato de propilo (GP), que se han relacionado con
trastornos de la salud (Echegaray et a., 2018; Estévez & Luna, 2017)..

La investigacion sobre la granada como fuente de alimento medicinal y nutricional ha
aumentado en |os Ultimos afios, |os estudios han demostrado que lafruta, lasflores, las hojas,
laraiz y la cascara de este producto, contienen varios fitoquimicos bioactivos con potentes
efectos fisioldgicos (Andrade et al., 2019; Les et d., 2015; Pande & Akoh, 2016; Sun et a.,
2016). Su cascara, representa alrededor del 40-50 % del peso total de la fruta, y aunque es
normamente desechada, es uno de los subproductos mas valiosos de la industria del
procesamiento de fruta, lo que la ha vuelto mas atractiva debido a sus considerables
beneficios econdmicos (A. Ali et al., 2019; Ordaz-Rodriguez et a., 2022; Smaoui et al.,
2019).

Asimismo, e desperdicio de subproductos agroindustriales genera importantes impactos
ambientalesy pérdidas monetarias demasiado grandes. Anualmente, se desperdicia un tercio
de los alimentos producidos en todo e mundo (1,300 millones de toneladas), en términos
monetarios esto corresponde a 936 mil millones de délares (FAO, 2021; Ordaz et al., 2022).
Actualmente, un paradigma sustentable busca agregar valor extra a estos subproductos
dandoles una nueva aplicacion en las cadenas productivas, favoreciendo asi la economia
circular. El proceso asistido por ultrasonido es una excelente herramienta para obtener
compuestos verdes que cubran la reciente preocupacion de laindustria 'y 1os consumidores
por alimentos més saludables. En este caso, la aplicacion del extracto de piel de granada se
presenta como una aternativa a los conservantes sintéticos por su gran capacidad
antioxidante. Por otro lado, con €l fin de obtener la satisfaccion del cliente que consume €l
producto, es necesario realizar una mejora continua al mismo, por lo que, la optimizacién de
procesos es |0 que se pretende (Bas & Boyaci, 2007). En la industria alimentaria se busca
lograr todos estos objetivos, sin aumentar |os costes ni el tiempo, de aqui, laimportancia de
aplicar disefios experimentales 0 andlisis estadisticos adecuados, anivel cientifico eindustrial
en € desarrollo de procesos.

Por todo esto, este proyecto tiene como objetivo optimizar € proceso de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en la cascara de granada en la extraccion asistida por

ultrasonido (EAU) con e uso de agua como disolvente, e cua es totalmente seguro y

20



amigable con e medio ambiente, a fin de evauar su posible uso como antioxidante y
conservador natural de las propiedades de calidad en carne de pollo, como pH, color,
oxidacion lipidica, entre otros.

V.  HIPOTESIS
El uso delaextraccion asistida por ultrasonido manteniendo variables como amplitud, tiempo
y temperatura en un nivel bajo, permite obtener un extracto acuoso de céascara de granada
con ato contenido fendlico, que en concentraciones mayores a 0.5 %, es capaz de evitar la
oxidacién y conservar los parametros de calidad, como son pH, color y textura en
hamburguesas de carne de pollo, en condiciones derefrigeracion [0,4 °C] y congelacion (-18
°C), hasta por dos semanas, de acuerdo alas normativas..

VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general.
Aplicar un Disefio Box—Behnken que permita determinar los niveles de las variabl es tiempo,
amplitud y temperatura para la obtencién por ultrasonido de un extracto acuoso de cascara
de granada, con alto contenido fendlico, capaz de conservar las caracteristicas de calidad en

hamburguesas de carne de pollo.

6.2. Objetivos especificos.
¢ Obtener un conservador natural, através de un Disefio Box- Behnken aplicado alaextraccion

asistida por ultrasonido.

eMedir la capacidad antioxidante del propio extracto y la capacidad conservadora en

hamburguesas de pollo.

e Definir la ecuacion del modelo de optimizacion en la extraccion y establecer los
niveles optimos de amplitud, temperatura y tiempo requeridos para obtener un

extracto acuoso con alto contenido fendlico y capacidad antioxidante.
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e Proponer niveles de concentracion del extracto de cascara de granada, temperaturay
tiempo de conservacién de la calidad de carne de pollo, a través de la medicion de

variables como pH, color, oxidacion lipidica, texturay pérdida por coccion.

VIl. MATERIALESY METODOLOGIA

La metodologia de esta investigacion, como se muestra en la Figura 8, comenz6 con la
obtencién y preparacion de los extractos de cascara de granada, posteriormente se realiz6 un
disefio del tipo Box-Behnken para obtener las condiciones a probar en la extraccion asistida
por ultrasonido. Una vez realizados los experimentos, el analisis por superficie de respuesta
nos permitio encontrar |as mejores condiciones de extraccion. El mejor tratamiento se probo
a dos concentraciones (0.1 % y 1.0 %) y dos condiciones de amacenamiento, refrigeracion
y congelacion, en las propiedades de calidad en hamburguesas de pollo como pH, color,
fuerza de cortey oxidacion de lipidos y proteinas.

El software que se utiliz6 pararealizar la parte estadistica de este proyecto fue Minitab 19.
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Figura 4. Diagrama de proceso de la metodol ogia.

Fuente: Elaboracion propia.

7.1. Preparacién del polvo de cascara de granada.
Se compro la fruta de granada (Punica granatum cv. Mollar de Elche) (Julio, 2021) en un

mercado local y se selecciond aquella que no presentd cortes externos visibles o deterioro.
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Lasfrutasselavarony pelaron quitando los arilosy material es adheridos. Lacéscara se cortd
en trozos de 1 cm? y se sec6 a 60 °C durante 22 h en un horno convencional. Durante el
secado, seregistré el cambio de peso utilizando una balanza digital (A& D Weighing, model
Orion HR-200) a un intervalo de una hora (Naveena et al., 2008). El contenido de humedad
de la céscara se determind secando la cascara hasta a canzar € equilibrio, es decir, hasta que
no hubo mas cambios de peso. Las cascaras secas se molieron en un triturador de laboratorio
(Type A10, Janke and Kunkel, IKA Labortechnik, Germany) para obtener un polvo gque
posteriormente se paso por un tamiz malla 40 con abertura de 420 um (Kanatt et al., 2010).
El polvo de cascara de granada resultante se almacend en la oscuridad y se mantuvo a4 ° C
hasta la extraccion.

7.2. Disefio experimental del tipo Box- Behnken para la extraccion de compuestos
antioxidantes en cascara de granada.

Se corri6 un disefio de Box-Behnken de tres factores con 3 puntos centrales (Cuadro 5) para
optimizar las condiciones delaEAU y obtener e mayor contenido fendlico total y actividad
antioxidante en la extraccion de compuestos fendlicos en cascara de granada. Las variables
independientes fueron: Tiempo de exposicion a la sonicacion (TEX) X1: 5, 10 y 15 min,
Amplitud del Ultrasonido (AUE) X>: 20, 40 y 50 % y Temperatura de extraccion (TEU) Xa:
20, 30y 40 °C. Segun las mejores condiciones obtenidas por (Kaderides et al., 2015b). Cada
factor conto con tres niveles.

Cuadro 5. Matriz experimental del disefio Box-Behnken.

Niveles factoriales

Variables
independientes -1 0 1
Tiempo (min) 5 10 15
Amplitud (%) 30 40 50
Temperatura (°C) 20 30 40

Fuente: Elaboracion propia.
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Los datos experimentales se gjustaron a una ecuacion polinomial de segundo orden para
expresar larelacion entre las variables independientes y las respuestas. Siguiendo la forma
generalizada de la ecuacion polinomia de segundo orden (Ecuacion 1).

Y=+ zk:ﬁij + zk:ﬁjsz + z zk: BijXiX; (1)
j=1 j=1 i j=1

Para determinar la falta de gjuste y otros parametros, incluidos los efectos de las variables
lineales, cuadréticasy de interaccion, se utiliz6 un andisis de varianza (ANOVA). LaMSR
y los andlisis de datos se realizaron con MINITAB (version 19.1, Minitab Inc.).

7.2. Extraccion por ultrasonido de compuestos fendlicos en cascara de granada.
La extraccion se hizo usando un homogeneizador de ultrasonidos (Cole Palmer, Instruments
Company, EE. UU., 750 W de potencia nomina a 20 kHz) con una sonda de titanio. La
amplitud de ultrasonido se mantuvo de manera continua durante todo e tiempo de
exposicion. Como se puede apreciar en laFigura 7, € recipiente con lamatriz se cubrio con
papel auminio paraevitar laexposicion alaluz. Para gjustar latemperatura, €l recipiente de
la muestra se mantuvo en un bafio de agua controlado por termostato, utilizando un termopar
(HI 9063, Hanna Instruments Ltd. Texas, EE. UU). Los extractos resultantes se filtraron
(0.20-0.25 pm, papel filtro Whatman N° 4) y se amacenaron en ausencia de luz a -18 °C.
Los experimentos se realizaron por triplicado de acuerdo con € Cuadro 5, obteniendo un
total de 45 tratamientos experimentales, y se informd & promedio de los blogques

experimentales (Cuadro 6). El rendimiento de extraccion, (Y), se definié como la relacién
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porcentua entre el peso total de equivales de &cido gélico (GAE) extraido por € peso de

muestra de céscaras secas.

N

Figura 5. Equipo de Extraccion Asistida por Ultrasonido de cdinpuestos fendlicos en
cascara de granda.
Fuente: Elaboracién propia.

7.3. Determinacion de contenido fendlico total (CFT).
El contenido fendlico total (CFT) se determind mediante el método de Folin-Ciocalteau
informado por (Chun et a., 2005), con algunas modificaciones. Primero, se reaiz6é una
disolucion de 3 pL de extracto de cascara de granada en 87 pL de agua destilada. Luego, 20
uL de la disolucion anterior se mezclaron con 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu en una
concentracion 1:4 y 75 pL de solucion de carbonato de sodio a 20 %. La mezcla se degjo
durante 30 min a temperatura ambiente (25 + 2 °C), posteriormente se midio la absorbancia
a 750 nm con un espectrofotdmetro UV-visible (Varioskan Flash Spectral Scanning
Multimode Reader, Thermo Scientific, EE. UU.). Los compuestos fendlicos totales se
determinaron por triplicado para cada muestra. Los resultados se expresaron como GAE/ por

g de muestra seca.

7.4. Actividad antioxidante por DPPH y ABTS.
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La actividad captadora de radicales (DPPH) del extracto de céscara de granada se determiné
de acuerdo con € método descrito por Brand-Williams et a. (1995) con modificaciones
menores.

La actividad antioxidante ABTS fue determinada por € método reportado por Re et al.
(1999). Lacurva estandar de ambos métodos fue lineal entre 25 y 225 pug/mL. La capacidad
de captacion de radicales DPPH y ABTS del extracto se calcul 6 utilizando la curva estandar,
y los resultados se expresaron en mg de capacidad antioxidante equivalente de Trolox
(TEAC) por gramo de muestra seca.

7.5. Estudiotipo | del sistema de medicion (Analisisderepetibilidad).

Se redliz6 un estudio tipo | del sistema de medicion, evaluando Unicamente |os efectos del
sesgo y la repetibilidad sobre las mediciones del analista con valores de referencia de las
mediciones analiticas correspondientes, obtenidos de articulos en los cuales se aplicaron
condiciones de extraccion de los compuestos fendlicos parecidos a los de nuestro
experimento.

Con €l fin de obtener suficientes datos para poder |levar a cabo este andlisis estadistico se
tomaron en cuenta los resultados de los puntos centrales del disefio Box- Behnken (TEX:10
min, AUE: 40 % y TEU: 30 °C). Debido a que cada corrida experimental se realizd por
triplicado se obtuvieron un total de 36 mediciones.

El estudio de repetibilidad se hizo usando el software MINITAB (version 19.1, Minitab Inc.)

7.6. Analisisdecorrelacion de Pearson para e método de extraccion de compuestos
fendlicos.
Se analizo € grado de correlacion entre CFT, DPPH y ABTS, es decir, que tanto tienden a
cambiar estas variables al mismo tiempo.
El andlisis de correlacion de Pearson se hizo usando e software MINITAB (version 19.1,
Minitab Inc.).

7.7. Preparacion de hamburguesasy disefio experimental.
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Las pechugas y muslos de pollo (Ross 308) se obtuvieron de los expendios de carne, segln
laUnion Nacional de Avicultores la estirpe més utilizada para abastecer € mercado de carne
de pollo en México es Ross 308 con un 45 % de ocupacion en el mercado, estos trozos de
pollo se procesaron en una moledora de carne (Rhino MOCA-12).

Las hamburguesas se dividieron en cuatro grupos. El extracto de cascara de granada (ECG)
se afiadi6 alas muestras en dos concentraciones diferentes 0.1 % (94.46 mg GAE/g de peso
seco) y 1.0 % (218.97 mg GAE/g de peso seco). El tercer grupo incluy6 écido ascorbico (AA)
(0.05%) como control positivo, y € dltimo sin ninglin antioxidante (control).

Cada tratamiento se mezclé inmediatamente bien con la carne molida'y se molded a mano,
prestando atencion a obtener hamburguesas cas uniformes (15 + 2 g), se colocaron en
bandejas de plastico y se sellaron con una capa de una pelicula biofilm. Las muestras se
analizaron alos 0, 4, 8, 12 y 16 dias. Se llevaron a cabo tres ensayos independientes de
produccion de hamburguesas y se amacenaron tanto en refrigeracion (4+1 °C) como en

congelacion (-18x1 °C).

7.8. pH yrendimiento de coccion

El pH se determino para cada grupo utilizando un medidor de pH (Hanna H1981036, Hanna
Instruments, Padua, Italia) disefiado parael pH delacarne.

El rendimiento de coccion se determind dividiendo € peso del producto cocido por e peso

crudo sin cocer y multiplicandolo por 100, segiin Naveena et al. (2008).

7.9. Medidascolorimétricas

Se utilizd un colorimetro Minolta (Konica Minolta CR-410, Osaka, Japon) equipado con €l
iluminante D65, a una apertura de visuaizacion de 8 mm y un observador de 10° para
determinar los valoresde color como L* (luminosidad), +a* (rojez) y +b* (amarillez), segin
coordenadas de color CIE (Commission Internationale de I'Eclairage). ElI croma (C*) y €
tono de color (dngulo de matiz, h°) se calcularon apartir de las coordenadas de color a* y b*
usando las siguientes ecuaciones (ecuacion 2y 3):

C* = (a*? + b*?)1/? (2)
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h’ = arctan(b*/a*) (3)

Las medidas se obtuvieron de 5 puntos diferentes para cada muestra, y los resultados se

informaron como medias de los valores.

7.10. Fuerzadecorte

El trabajo de fuerza de corte (N-s) se estim6 con una cuchilla Warner-Bratzler conectada a
un Stable Micro System (Modelo TA. XT 2i/25 Surrey, Reino Unido), un método informado
por Sharma & Yadav. (2020), y calculado como una fuerza méxima aplicada sobre e primer
pico de compresion. Esta prueba se realizd en cuatro porciones de cada hamburguesa (1 cm?
de atoy 2.5 cm? de didmetro) con unavelocidad de cruceta de 2 mmy/s.

7.11. Sustanciasreactivasal acido tiobarbiturico (TBARS)
Se midieron las sustancias reactivas a acido tiobarbiturico para determinar 1os niveles de
malondialdehido (MDA) segin & método descrito por Mancini et a. (2017) con
modificaciones menores. Los resultados se expresaron como mg de MDA por kilogramo de

carne fresca. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

7.12. Extraccion de proteinas
La extraccion de proteinas se realizo utilizando la metodol ogia descrita por Paterson et al.
(1993) con agunas modificaciones. La carne se molid en un mortero con nitrégeno liquido,
luego se agregd 1 mL de Tampdn RIPA (Tris-HCI pH 7.5 10 mM; EDTA 1 mM; NaCl 100
mM; Tween 80-1 %), la mezcla se centrifugd durante 15 min a 12 000 x g. El sobrenadante

(proteina) obtenido se guardd y se mantuvo congelado para futuras determinaciones.

7.13. Cuantificacion de proteinas
Las proteinas extraidas se cuantificaron con un kit de ensayo de proteinas de &cido
bicinconinico (BCA1, Sigma-Aldrich). Se mezclaron 25 pL de la muestra con 200 uL del

reactivo de trabgjo BCA. Los niveles de absorbancia se leyeron a 562 nm utilizando un
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espectrofotdbmetro UV-Visible (Multiskan GO, Thermo Scientific, EE. UU.). Todas las

muestras se analizaron por triplicado.

7.14. Medicion dela oxidacion de proteinas
La oxidacion de proteinas se midio estimando el contenido de carbonilo de proteina del
muscul o utilizando el kit de ensayo Carbonilo Proteina(MAKQ094, Sigma-Aldrich). Seutilizé
un método colorimétrico de dinitrofenilhidrazina (DNPH) con un coeficiente de absorcién
de22 mMtem™.
El contenido de carbonilo de proteina se calcul 6 utilizando la siguiente ecuacion (ecuacion
4) y se informo6 como nmol de carbonilo/mg de proteina:
carbonil A
- 1 — 375
nmol s proteina = ( /C) * D (4)
Donde A eslaabsorbanciaa 375 nm, C eslacantidad de proteina del pocillo estandar y D es

el factor dedilucion.

7.15. Andlisis estadistico
Se aplicd un andlisis de varianza de una via (ANOVA) a los datos experimentales para
determinar los efectos significativos (p < 0.05) delos niveles del factor (diasen refrigeracion
después de la adicidn del extracto de cascara de granada). Las diferencias significativas entre
los niveles de los factores se determinaron por la comparacién de medias (prueba de Tukey).
Se utilizé e software estadistico MINITAB (versén 19.1, Minitab Inc.) para realizar los
analisis estadisticos.

VIIl. RESULTADOSY DISCUSIONES
8.1. Optimizacion de la extraccion de compuestos fendlicos de la cascara de
granada por EAU.
Se utilizd la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para evaluar € efecto de la
amplitud de ultrasonido (AUE), € tiempo de exposicion (TEX) y la temperatura de
extraccion (TEU) sobre las caracteristicas cuantitativas y de calidad en la extraccion de

compuestos fendlicos en cascara de granada, que incluyeron CFT, DPPH y ABTS.
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El rendimiento de extraccion varié de 21.87 a 36.67 % (Cuadro 7). Los resultados obtenidos
fueron superiores a los presentados por (Sharayel et al., 2019), quienes obtuvieron
rendimientos de extraccion que oscilaron entre 8.4 y 15.3 %. Las condiciones 6ptimas de
extraccion reportadas por estos autores fueron unaamplitud €l 60 % y un tiempo méximo de
6.2 min con una prediccion méxima de 13.1 % de rendimiento. Cabe resaltar que en sus
experimentos también usaron agua como disolvente.

El rendimiento de compuestos fendlicos generamente aumenta con e aumento de la
potencia; sin embargo, hay un punto maximo, mas ala del cual se deja de observar un
aumento significativo. Unamayor potencia de ultrasonido produce radicaleslibres hidroxilos
gue degradan la capacidad antioxidante de |os polifenoles, especialmente en presencia de un
alto contenido de agua. Una evauacion comparativa de la literatura mostré que lo EAU
contribuye aun mayor rendimiento en laextraccion de polifenol es, conservando y aumentado
de mejor manerala actividad biol 6gicade | os extractos de en comparacion con lamaceracion
convenciona y laextraccion por Soxhlet (Dzah et al., 2020). Para esta investigacion también
se evalu6 un método de extraccion convencional (datos no mostrados), demostrando o dicho
por los autores.

Los CFT variaron de 68.34 a 114.58 mg GAE/g de peso seco de cascara de granada. El

promedio de los tres bloques en cada experimento se resume en € Cuadro 6.

Cuadro 6. Disefio Box-Behnken y resultados del tiempo, amplitud y temperatura en la

EAU de compuestos fendlicos en cascara de granada.

Condiciones de extraccion Resultados analiticos @
. Tiempo Amplitud Temperatura Rendimiento CET DPPH ABTS
Corrida [Xl] [X2] [X3] (%) (mg GAE/) (mg (mg
(min) (%) (°C) TEAC/g) TEACI/Q)

1 10 50 40 36.47 113.97 62.11 70.51
2 10 40 30 32.73 102.28 53.81 66.40
3 10 30 40 27.16 84.89 51.22 61.06
4 10 30 20 21.87 68.34 52.24 55.37
5 10 40 30 32.19 100.58 54.34 67.64
6 15 40 20 25.41 79.40 36.68 55.44
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7 5 40 40 23.07 72.08 50.01 65.10
8 15 40 40 32.49 101.54 56.90 69.90
9 15 50 30 36.67 114.58 54.03 64.45
10 5 30 30 27.54 86.05 43.83 46.29
11 5 40 20 23.36 72.99 46.13 51.27
12 10 50 20 28.99 90.61 53.13 61.68
13 5 50 30 25.29 79.03 53.72 69.83
14 10 40 30 32.11 100.34 53.74 67.65
15 15 30 30 23.34 72.94 48.25 50.89

2 L os resultados se expresan como lamedia (n = 3)

CFT: Contenido Fendlico Total; DPPH: actividad captadora de DPPH; ABTS: ensayo de
captacion deradicales ABTS.

GAE: Equivaente de Acido Gélico; TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox.

Los resultados indicaron que e contenido fendlico total se vio modificado de forma
importante, por la amplitud de forma significativa. Sin embargo, el tiempo, la temperatura,
los efectos cuadraticos y la interaccion tiempo-amplitud y tiempo-temperatura también
afectaron los CFT (Cuadro 7).

Una ecuacion polinomial de segundo orden (Ecuacion 5) se gusto bien a los datos
experimentales con un R?de 94.83. Unafalta de gjuste insignificante sugiere la confiabilidad
del modelo.

CFT =93 — 339 UET + 0.12 UA + 4410 ET — 0.4173 UET? — 0.0248 UA*
—0.0913 ET? + 0.2433 UET « UA + 0.1153 UET % ET (5)

En esta investigacion, los CFT mas altos se obtuvieron en e nivel de amplitud més ato y
extendiendo el tiempo de extraccion a 15 min (Figura 6). Goulaet al. (2017) atribuyeron este
efecto a dos etapas en la extraccion; la primera etapa, caracterizada por unavelocidad rapida,
involucralapenetracion del solvente enlaestructuracelular del material vegetal, seguida por
la disolucién de los componentes solubles en el solvente. La segunda etapa involucra la

difusion externa de los componentes solubles a través de la estructura porosa de los solidos
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restantes y su transferencia desde ellos. La onda ultrasonica rompe las paredes celulares,

creando una mayor &ea de contacto entre € solvente y € material, apareciendo més

compuestos fendlicos en la superficie (Kaderides et al., 2015b).

Cuadro 7. Analissde varianza (ANOVA) del proceso de extraccion de cascara de

granada obtenido por EAU.

Respuesta
CFT DPPH ABTS
Efectos
principales
Modelo 71.36*** 33.78*** 23.83***
TEX 84.45* ** 0.39 4.48*
AUE 184.46*** 63.21*** 96.58* * *
TEU 93.31*** 86.11*** 54.29* **
Efectos
cuadr aticos
TEX? 80.25* ** 78.35%** 38.84***
AUE? 4.55* 6.51** 13.54***
TEU? 61.49* ** 2.04 3.59
Efectosde
interaccion
TEX* AUE 118.23*** 2.85 6.89**
TEX* TEU 26.53*** 44,83 ** 1.02
AUE* TEU 2.32 16.80*** 0.68
Andlisisde varianza del modelo
R? 94.83 89.68 84.95
R? adj 93.50 87.02 81.08
Fatade guste 0.600 0.945 0.217

TEX= tiempo de exposicion; AUE= Amplitud del ultrasonido; TEU= Temperatura de

extraccion.

*Significante a (p < 0.05)

** Significantea (p < 0.01)
***Significante a(p < 0.001)
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El aumento del contenido de compuestos fendlicos puede explicarse por los efectos de
cavitacion causados por la aplicacién de ultrasonidos de alta intensidad. A medida que las
ondas de ultrasonido de gran amplitud vigjan através de un medio, provocan la compresion
y el cizalamiento de las moléculas en € disolvente, |0 que provoca cambios en la densidad
y elagticidad de las células en el material. En consecuencia, las ondas de corte y compresion
inicialmente sinusoidales se distorsionan en ondas de choque a una distancia finita del
transductor ultrasdnico (Chemat et al., 2017; Goula et a., 2017). La abrupta disminucion de
la presién en € borde de la onda ultrasonica en forma de diente de sierra genera pequefias
burbujas en € ciclo de presion negativa. Estas burbujas colapsan en €l ciclo de presion
positiva y producen condiciones de flujo turbulento asociadas a atas presiones y
temperaturas (Anaya-Esparzaet al., 2017; Zinoviadou et al., 2015; Zupanc et al., 2019).

Ciotirna Tiemipa Amnplitud Temiperat
) Alto 15.0 50.0 A0.0
1000 . 3 115.0] [50.0] 4.0
Bajo 5.0 30.0 20.0
x// /
CFT - -
.. /""/, -"’ff
“aximao o ~
y = 1205176 s
d = 1.0000 ”/}
o

a) Pardmetros de EAU optimizados

crFr 100
" 50
a0

40 Amplitud (%)

10 30
Tiempo (min)
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b) Superficie de respuesta de tiempo y c¢) Superficie de respuesta de tiempo y
amplitud en la EAU de compuestos temperatura en la EAU de compuestos

fendlicos de céscara de granada fendlicos de céascara de granada.

Figura 6. Gréficas de optimizacion y efecto de interaccion de las variables en laEAU en
cascara de granada sobre el contenido total de fenoles (CFT). Fuente: Elaboracion propia.

Ademas de la amplitud, € contenido de compuestos fendlicos mejoré simultaneamente,
extendiendo latemperaturay el tiempo de extraccion (Figura 6a). Este hallazgo confirmo el
efecto favorecedor significativo del tiempo en la extraccion de compuestos fendlicos (Figura
6 bc). Ladifusion de la masa bioactiva desde la matriz de lamuestra hacia el solvente puede
facilitarse prolongando € tiempo extraccion, aumentando asi los CFT.

Se estudiaron los efectos de latemperatura sobre la extraccion de compuestos fendlicosy los
resultados muestran que la mejor condicion de temperatura fue 38.98 °C (Figura 6c). Esto
puede explicarse debido a hecho que un aumento de temperatura aumenta los coeficientes
de solubilidad y difusion de los compuestos a extraer y disminuye laviscosidad del solvente,
facilitando asi su paso a través de la masa del sustrato solido. Otra razon puede ser la
disminucion de la tension superficial, como resultado del aumento de temperatura, 1o que
afecta la formacion y € colapso de las burbujas. Dichas burbujas pueden colapsar mas
facilmente atemperaturas més elevadas (Bhangu et a., 2017; Chemat et al., 2017; Kaderides
et a., 2015b).

Latemperatura influye notablemente en € aumento de la porosidad del material, una mayor
solvatacion y transferencia de masa. Los resultados mostraron gque € rendimiento de las
extracciones aumentd cuando la temperatura de extraccion aumento, a temperaturas méas
altas, el nivel de degradacién de lamatriz vegetal y las estructuras celulares es mayor, 1o que
hace que las células sean mas permeables (Jovanovi¢ et al., 2017; Ordaz-Rodriguez et al.,
2022; Prakash Maran, J., Manikandan et al., 2017; Zivkovié et al., 2018).

Sin embargo, seguin Dzah et a. (2020), las temperaturas de extraccion superiores a 50 °C
disminuyen e rendimiento total de polifenoles, probablemente debido a su degradacion.

Moorthy et al. (2015) demostraron que, independientemente de los beneficios, numerosos
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compuestos fendlicos se hidrolizan y oxidan facilmente a temperaturas més altas,

principa mente cuando se extraen durante periodos prolongados.

8.2. Efectodelasvariablesde proceso sobrela actividad antioxidante.

La actividad antioxidante del extracto de cascara de granada se evalud en términos de
actividad captadora de radicales DPPH, asi como ABTS.

La actividad DPPH se vio modificada significativamente (p < 0.05) por la temperatura de
extraccion y la amplitud del ultrasonido (Figura 7c). El efecto principa de la temperatura
tuvo e efecto favorable més significativo (p < 0.05) sobre DPPH (Figura 7b). Se puede
observar también, que e tiempo de exposicion no afectd (p > 0.05) la actividad antioxidante
(Cuadro 8).

Sharayei et a. (2019) reportaron que los valores de DPPH aumentaron al elevar la amplitud
hasta en un 60 %, mientras que tuvo latendencia de disminuir gradualmente a aumentar €l
tiempo de 5 a 15 min. En este estudio, las condiciones de EAU que tuvieron la mejora mas
significativaen laactividad captadora de radicales del extracto de cascara de granada fueron:
tiempo de exposicion a ultrasonido de 11 min, amplitud del 50 % y temperatura de
extraccion de 40 °C.

Como se muestraen la Figura 7a, la actividad captadora de radicales del extracto de cascara
de granada aument6 de maneraimportante con el aumento de latemperaturay amplitud alos
11 minutos de exposicion. La actividad antioxidante de DPPH vario de 36.68 a 62.11 mg
TEACI/g de peso seco de cascara de granada (Cuadro 7). EI modelo de regresiéon cuadrética
tiene un coeficiente de determinacion satisfactorio R? = 89.68 (Cuadro 8).
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Figura 7. Graficas de optimizacion y efecto de interaccion de las variables en [aEAU en
cascara de granada sobre la actividad antioxidante medida por DPPH. Fuente: Elaboracion
propia.

Los coeficientes de regresion del modelo (Ecuacion 6) mostraron un efecto lineal favorable
delaamplitud del ultrasonido y latemperatura, yaque atemperaturasy amplitudes més altas
seredujo laviscosidad del medio (disolvente) y se promoviad efecto de cavitacion (Bhangu
et a., 2017; Dzah et d., 2020; Ordaz-Rodriguez et al., 2022; Sharayei et al., 2019; Zivkovié
et a., 2018).

Los términos cuadréticos de tiempo y amplitud afectaron significativamente la actividad

antioxidante de DPPH (p < 0.05). Un tiempo de exposicién prolongado es exposicion mayor
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de los compuestos a fendmeno de sonicacion, lo que resulta en la formacion de radicales
hidroxilo, que conduce a una descomposicion quimica que puede afectar negativamente la
actividad de captadora de radicales (A. Kumar & Srinivasa Rao, 2020; Z. Zhu et a., 2018).

De acuerdo con los valores de significancia de | os coeficientes, €l efecto de las variables del

proceso en el ensayo DPPH se puede representar mediante la Ecuacion 6.

DPPH = 69.3 — 1.498 UA — 0.874 ET — 0.2250 UET? + 0.01621 UA? + 0.0818 UET
« UA + 0.02503 UA * ET (6)

Losresultadosdel Cuadro 7 muestran unavariacion en ABTSde46.29 a70.511 mg TEAC/g.
Los términos lineales de tiempo, amplitud y temperatura de exposicion fueron significativos
(p < 0.05). Se encontré que los términos cuadréticos de las variables tiempo y amplitud y su
interaccion tienen un efecto creciente (Cuadro 8) en ABTS (Figura 8b). La ecuacion de

regresion basada en los valores significativos de los coeficientes se muestra en la Ecuacion

7).

ABTS = —81.0 + 6.64 UET + 3.837 UA + 1.114 ET — 0.2467 UET? — 0.03641 UA?

— 0.0499 UET = UA (7)
Gotima Tiempo Amnplitud Temperat
i &l 15.0 500 an0
D100 . g [0.0405) [49.5060] [40.0]
Bajo 50 300 200
/”’fﬂ_ _h /_ h /
/ N / e
-
ABTS % \\\ S -
Maximo ’ /
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38



ABTS %

50

50
40 .
Amplitud
5
10 = 30
Tiempo 15

b. Superficie de respuesta ABTS de la cascara de granada

Figura 8. Graficas de optimizacion y efecto de interaccién de las variablesen laEAU en
cascara de granada sobre la actividad antioxidante medida por ABTS.Fuente: Elaboracion
propia.

El aumento de ABTS con €l aumento de los niveles en las variables independientes (Figura
8a) puede atribuirse aun mayor efecto de cavitacion, que mejoro e poder antioxidante delos
compuestos (A. Kumar & Srinivasa Rao, 2020; C. P. Zhu et d., 2015).

A diferenciadelatécnicade DPPH, & método de ABTS es soluble tanto en medios acuosos
como organicos y permite la determinacion de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos,

mientras que DPPH solo puede disolverse en un medio organico (Kuskoski et al., 2005).

Las diferencias en la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS puede
explicarse por las diferentes polaridades de los compuestos bioactivos extraidos y € poder
analitico entre las dos técnicas utilizadas. Ademés, la cascara de granada presenta
compuestos con un amplio rango de polaridades que se hacen presentes en los extractos
recuperados. Entre estos se encuentran los compuestos polares (punicalagina y derivados)

hasta compuestos moderadamente polares (acido elagico y derivados) (Garcia et al., 2021).

Motikar et al. (2021) y Sharayel et a. (2019) informaron que los extractos de cascara de
granadatienen unagran cantidad defendlicos, flavonoidesy proantocianidinas, posiblemente
las causas de su fuerte capacidad antioxidante. El tiempo mas prolongado aumenta la

exposicion de la cascara de granada con € disolvente y, por tanto, conduce a una mayor
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difusién de los compuestos objetivo. Este efecto generalmente se ve reforzado por un

aumento simulténeo de laamplitud (Sharayel et a., 2019).

8.3. Analisisderepetibilidad.
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Figura 9. Estudio del sistemade mediciontipo | para CFT.

Los resultados del andlisis de medicion muestran que € sistema es capaz de determinar que
las medicionesrealizadas de CFT se encuentran dentro del interval o de referenciacomparado
con otros estudios. Para este andlisis en particular se tomaron en cuenta los resultados
obtenidos por Sharayei et al. (2019) como especificacion inferior, esdecir, 101.07 mg GAE/g
de céscara de granada, para la especificacion superior se usaron |os resultados de Zivkovié
et a. (2018) que resulto en 118.01mg GAE/g de cascara de granada.

Al ser mayor de 1.33 € valor de Cg, se puede inferir que la dispersion de las mediciones es
adecuadamente estrecha en relacién con su rango de tolerancia.

El valor de Cgk nos permite determinar si la medicion promedio de nuestro sistema difiere
significativamente del valor de referencia. En nuestro estudio a ser mayor de 1.33, podemos
concluir gue nuestro sistema de medicion es consistente con e valor de referencia. Lo cua

sereflgaen lamediade sistema que es de 101.07 y lade referencia de 101.07.
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La desviacion estdndar también es adecuada para validar nuestro sistema ya que es bagja

(1.59). El porcentaje de variacion también nos permite concluir la confiabilidad de nuestro

sistemaa ser de 8.87 %, menor al 15 % permitido.
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Figura 10. Estudio del sistemade medicion tipo | para DPPH.
Ref + 010 = Tal
[ 1 .-"- \h'. RE’F
Ref - 010 = Tol
1 s E] 13 1I'|" Z'II ﬁ é 11
Observacian
Estadisticas basicas Sesgo Capacidad
Referencia 67.66 Sesg0 -0.0031 g 2.73
Media 67.6569 T n02z2el Cok 2.72
Diasw.Est. n.azaiz2 ValorP 0.932
6 = Deswv.Est. (WVEI 496370 {sesgo de la prusba=0] %Var{Repetibilidad) 7.34%
Talerancia {Tal} 6772 %Nar{Repetibilidad v sesgo]  7.34%

Figura 11. Estudio del sistemade medicion tipo | para ABTS.
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Los sistemas de medicién para DPPH y ABTS son Utiles para determinar |os resultados de la
capacidad captadora de radicales para estas dos técnicas dentro del intervalo de referencia,
tomando éste a partir de |os resultados publicados por Sharayei et a. (2019) para€ intervalo
inferior, siendo este de 15.8 mg TEAC/g y 83.52 mg TEAC/g (Tabaraki et a., 2012) paradl
interval o superior.
Debido que los valores de Cg para las dos técnicas son mayores de 1.33, se puedeinferir que
la dispersion en las mediciones estd en estrecha relacion con e rango de tolerancia
proporcionado.
Los dos sistemas se comportan de manera consiste a lo largo del estudio con € valor de
referencia, esto a ser mayor de 1.33 € valor obtenido de Cgk para las dos técnicas. Las
medias de los sistemas y del sistema de referencia se comportan de manera similar y la
desviacion estandar es los dos sistemas es rel ativamente baja.
De acuerdo con lo anterior, y tomando en cuenta el porcentaje de variacion menor a 15%,
se puede decir que los dos sistemas de medicién son confiables.

8.4. Correlacion de Pearson.
El andlisis multivariado de correlacion de Pearson entre todas las respuestas fue realizado
para evaluar la relacion entre las respuestas durante e UAE de cascara de granada puede
verse en la Cuadro 8.

Cuadro 8. Correlacion en parejasde Pear son

CFT DPPH ABTS
CFT 1.000
DPPH 0.598*** 1.000
ABTS 0.627*** 0.746*** 1.000

* Significativo a (p < 0.05)
** Significativo a(p < 0.01)
*** Ggnificativo a (p < 0.001)

Todas las correlaciones son positivas, es decir, cuando aumenta una variable la otra también

lo hace y también fueron significativas.
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ABTStienelacorrelacién més positiva con DPPH, con coeficiente de correlacion de Pearson
(r) de 0.746 respectivamente (Cuadro 8). Los CFT tuvieron relacion directa con todas las
determinaciones de capacidad antioxidante, esto permite deducir que los fenoles son, muy
probablemente, los principal es causantes de esa actividad antioxidante. Lo que coincide con
lo reportado por varios autores (Kulkarni & Aradhya, 2005; More & Arya, 2021).

8.5. Efectode ECG sobreel pH y e rendimiento de coccion en lashamburguesasde
pollo (RC)

Los resultados de los cambios en €l pH de las diferentes hamburguesas crudas, congeladas y
refrigeradas, que se prepararon agregando diferentes concentraciones de ECG y los controles
seilustran en lasFiguras (12ay 12b). LaFiguralamuestrael pH delos diferentes gruposen
condiciones de congelacion. Los valores de pH en el tiempo cero fueron de 5.50 a 5.60. En
cas todos los dias se muestra una diferencia significativa (P < 0.05) en los tratamientos. Sin
embargo, a partir del dia 8, se ha producido un marcado aumento del pH en las muestras de
control, mientras que las muestras tratadas con diferentes concentraciones de ECG muestran
valores de pH mas bgjos.
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Figura 12. Efecto de lainteraccién delaadicion del ECGy el tiempo de almacenamiento (a)
en congelacion -18 °C, (b) en refrigeracion 4 °C, sobre € valor de pH.

ad significa que los tratamientos con diferentes superindices son significativamente
diferentes (P<0.05). A—C significa que las condiciones de almacenamiento con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P<0.05).

Por otro lado, las muestras en refrigeracion (Figura 12b) muestran diferencias desde el diaO.
El pH aumentdé mas rdpido en e almacenamiento a cuatro grados que las muestras
congeladas. Después de 16 dias de amacenamiento, e control negativo alcanzo un pH de
6.10 en congelacion, pero subid a6.90 en refrigeracion. Mientras que las muestras con mayor
concentracion de ECG (1%) obtuvieron 5.70 y 5.90, respectivamente, valoresinferioresalos
grupos control, indicando una conservacion significativa de los tratamientos con ECG (P <

0.05) durante ambas condiciones de almacenamiento.

Este aumento del pH podria deberse a la descomposiciéon de compuestos nitrogenados por
enzimas endogenas 0 microbianas, como la proteasa y la lipasa, que provocan un aumento
de las bases volatiles (p. g., amoniaco y trimetilamind) durante € amacenamiento
prolongado (Dua, S., Bhat, Z. & Kumar, 2016; Morsy et a., 2018; Yuan et d., 2016).

Los resultados del rendimiento de coccion (RC) de las hamburguesas preparadas que
contenian ambas concentraciones de ECG y controles se presentan en la Figura 13. Los
resultados revelaron un RC maés alto en las muestras con ECG que en € control y la
hamburguesa con AA agregado (P < 0.05). La adicion de diferentes concentraciones de ECG
en las hamburguesas mejoré el RC, mientras que las muestras de control disminuyeron

gradualmente durante €l periodo de almacenamiento.
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Figura 13. Efecto de la interaccion de la adicién de ECG y & amacenamiento (@) en
congelacion -18 °C, (b) en refrigeracion 4 °C sobre €l valor del rendimiento de coccion (%6).

ad dgnifica que los tratamientos con diferentes superindices son significativamente
diferentes (P<0.05). A-C significa que las condiciones de almacenamiento con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P<0.05).

A medida que aumentd e tiempo de amacenamiento, e RC de los diferentes grupos
disminuyo significativamente (P <0.05) durante todos los dias y en ambas condiciones de
almacenamiento. Esto podria deberse ala secrecién de agua de las muestras de hamburguesas
durante el almacenamiento. La muestra de control de las hamburguesas de pollo, asi como la
muestra que contenia &cido ascérbico (AA), tuvieron los valores de RC mas bajos después

de 16 dias de almacenamiento en comparacion con otras muestras (ECG 0.1y ECG 1.0, que
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contenian 0.1%y 1% de ECG, respectivamente). Sin embargo, |as muestras de hamburguesas
de pollo que contenian ECG mostraron los vaores de RC més altos durante el
almacenamiento; siendo lamayor concentracién de ECG alamenor temperatura (-18 °C) de
almacenamiento el mejor valor de RC. Esta disminucion significativa (P < 0.05) en el RC se
observo en todas las muestras, posiblemente debido a la desnaturalizacion y agregacion de
proteinas y la ruptura de las células musculares, segiin lo informado por (Devatkal et al.,
2010; Naveenaet al., 2008; Qin et a., 2013). Otraposible causa del aumento de las pérdidas
por coccion se puede explicar por e dafio en las fibras dietéticas del material vegeta
(Cofrades et al., 2000).

El procesamiento de las hamburguesas a altas temperaturas reduce la capacidad del ECG para
absorber una gran cantidad de agua y aumentar de volumen durante la coccion, 1o que
provoca una ligera pérdida de humedad al calentarse a temperatura media (Abdel Fattah et
a., 2016; Berry, 1997).

En e caso de la congelacion, la formacion de hielo provoca la degradacion del tejido
muscular y la redistribucion del agua. Estas modificaciones disminuyen e RC que se
manifiesta, tras la descongel acion, formando exudado (Tan et a., 2018), lo que provoca una
pérdidade peso considerable y unatextura seca. Por |o tanto, las muestras congel adas (Figura
13a) presentaron una pérdida por coccién significativamente (P<0.05) mayor que las
muestras refrigeradas (Figura 13b). Sin embargo, la interaccion de factores entre el
tratamiento aplicado y la temperaturaresulto no significativa (P>0.05).

Se observo € efecto favorable de la adicion de ECG en la mejora de las caracteristicas de
coccion de las muestras de hamburguesas de pollo, especialmente a medida que aumentaba
la concentracion de ECG. Estos resultados podrian correlacionarse con las propiedades
funcionales del ECG como materia de retencion de agua, que fue e factor més importante

para mejorar |as caracteristicas de coccion de |os productos carnicos.
8.6. Mediciones colorimétricas como resultado de la adicion de ECG

Los valores medios de color (CIE L*, a*, b*, Cy h°) de los cuatro grupos de hamburguesas

durante el amacenamiento se presentan en e Cuadro 9y su expresién visual enlaFigura 14.
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El tratamiento antioxidante y el tiempo de almacenamiento fueron significativamente
(P<0.05) efectivos en todos los pardmetros de color. Ademés, la interaccion entre las
variables de amacenamiento result6 significativa (P<0.05) para L*, a*, b* y C, aunque no
lo fue (P>0.05) parah°.

Laadicion de ECG cambi6 las hamburguesas de pollo, volviéndose ligeramente mas oscuras,
lo queresultd en valores de L* més bajos (Figura 14). Lareduccion en laluminosidad de las
hamburguesas que contienen fibras dietéticas antioxidantes de uvay sus controles durante el
tiempo de almacenamiento fue reportada por Sdyago-Ayerdi et a. (2009) y Munekata et a.
(2015).

a)-18 °C b) 4 °C
Dias de
almacenamiento 0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Control
AA
ECG 0.1
ECG 1.0

Figura 14. Cuadrados de color determinados por las coordenadas L*, a*, b* de

hamburguesas de pollo almacenadas a (a) -18 °Cy (b) 4 °C durante 16 dias.

Estos autores mencionan la decoloracion de las empanadas de pollo cocidas con la adicion
de antioxidantes naturales como € extracto de piel de mani. Algunos otros factores podrian
influir en los pardmetros de color de la carne, como lafinura del picado y las propiedades de
reflexion de la superficie. Una disminucion significativa de la luminosidad en estos
tratamientos podriadeberse a color oscuro que aportael ECG. Lasvariaciones en losvalores
de Lx parecen depender de las concentraciones de fenoles, Naveena et a. (2008),
Shahamirian et a. (2019) y Sharma & Yadav (2020) también informaron valores L*

decrecientes para productos carnicos tratados con cascara de granada.
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Los tratamientos con ECG (P < 0.01) redujeron los valores de L* en comparacion con €
control y las hamburguesas que contenian AA (Cuadro 9). Ademés, € proceso de
congelacion también fue efectivo para mantener €l color de la carne. El color de la carne
congelada se volvid marrdn rojizo oscuro debido a una combinacion de pocareflexion de la
luz, secado de la superficie y formacion de metmioglobina (Turgut et al., 2017).

Otro factor importante que influye en la aceptacion de las hamburguesas de carne por parte
del consumidor es el parametro a* de la carne, que indica enrojecimiento. En e presente
estudio, hubo una disminucién significativa (P<0.05) en los valores de a* en todos los
tratamientos;, sin embargo, esta disminucion fue mayor en el control negativo que en las
muestras con AA o0 ECG, que mantuvieron los valores mas altos de rojez.

La disminucién de a* puede deberse a la acumulacion de metamioglobina en e producto.
Como es sabido, lametamioglobina, formada por la oxidacion delos pigmentos, provocauna
disminucion de a* y b* durante los 16 dias. Para € Ultimo dia de almacenamiento, las
hamburguesas que contenian ECG mostraron la mas minima disminucion en a*, 1o que
demuestra la capacidad antioxidante eficiente del ECG.

El valor b* se conoce como indice amarillo y variaentre -60 (azul) y 60 (amarillo). Lacarne
fresca siempre debe reportar valores b* positivos. Los valores de b* han disminuido para
todas |as hamburguesas durante el periodo de almacenamiento (Tabla 2). Las hamburguesas
del grupo control y ECG 1.0 % tuvieron los valores mas bgjos y altos de b*, respectivamente,
lo que significa un color amarillo mas intenso en € grupo ECG 1.0 %.

Por otro lado, la disminucion en laintensidad del color (C*) y e aumento en los valores de
matiz (h°) indicaron la oxidacion del pigmento durante el almacenamiento. Se concluy6 que
el cambio de color mas bajo se observd en las muestras tratadas con 1.0 % de PPE en
condiciones de congelacién, desde el almacenamiento inicial hasta el final.

Se observo una tendencia decreciente significativa (P<0.05) durante e almacenamiento
debido ala oxidacion de pigmentosy lipidos que resulté en un pardeamiento no enzimatico.
La oxidacion de lipidos produce productos de reaccién secundarios como pentanal, hexanal,

4-hidroxinonenal y malondialdehido, asi como otros compuestos oxigenados como
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aldehidos, acidosy cetonas, que pueden causar pérdidade color (Dua, S., Bhat, Z. & Kumar,
2016).

En cuanto a los parametros de color de pollos en México sin ningun tratamiento, se han
reportado valores de L* (luminosidad) més altos, a* (enrojecimiento) més bgjos y b*
(amarillez) més atos, como lo reportaron Herndndez-Coronado et a. (2019) y Hussnain et
al. (2020) parala especie Ross-308, que es la especie méas comun en México. Sin embargo,
valores como los obtenidos en este estudio han sido reportados por otros autores como
Naveenaet a. (2008), lo que demuestralo dicho por Smaoui et al. (2019), quien dice que los
extractos de cascara exhiben funciones técnico-aimentarias como antioxidante,

antimicrobiano, colorante y saborizante.

8.7. Efectodel ECG sobree trabajo defuerza de corte
El andlisis de lafuerza de corte revel 6 una reduccién significativa (P<0.05) en la dureza de
las hamburguesas tratadas con ECG (ambas concentraciones), mientras que los controles
mostraron los valores de dureza mas atos. Sin embargo, se observd una tendencia de
incremento significativa (P<0.05) con el avance del periodo de almacenamiento (Figuras 15a
y 15b).
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Figura 15. Efecto deinteraccion de laadicion de EPP y el amacenamiento (a) en
congelacion -18 °C, (b) en refrigeracion 4 °C sobre la fuerza de corte (gf -s).

ad dgnifica que los tratamientos con diferentes superindices son significativamente

diferentes (P<0.05).
A-C dignifica que las condiciones de almacenamiento con diferentes superindices son

significativamente diferentes (P<0.05).

Las explicaciones probables detras del aumento en los puntajes con el almacenamiento
pueden deberse a la pérdida de humedad, la descomposicion de la grasa, la protedlisis y la
disminucion de en laretencion de agua, |o que resulta en € endurecimiento de la estructura
de lahamburguesa de pollo debido alaevaporacion del agua (Abdel Fattah et al., 2016; Dua,
S., Bhat, Z. & Kumar, 2016).

El aumento requerido en lafuerza de corte se observa mas claramente en € control negativo

en el dia 8 para ambas condiciones de almacenamiento; sin embargo, en e amacenamiento
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en refrigeracion a 4+1 °C (Figura 15b), hubo un aumento significativo (P<0.05) en estos
valores en comparacion con e almacenamiento congelado a-18+1 °C (Figura 154).

Los niveles més bgjos de resistencia al corte logrados por los tratamientos con ECG podrian
atribuirse a la posible actividad antimicrobiana y actividad antioxidante del extracto de
céscara de granada, 1o que puede haber resultado en una menor degradacién de | as proteinas
(Zhao et al., 2021)

Dhara et a. (2021), Sharma & Yadav (2020) y Yadav et a. (2016), también han reportado
un aumento en los puntajes de dureza en abodndigas de pollo cocidas con polvo de cascara
de granada, hamburguesas de pollo tratadas con cascara de granada y polvo de bagazo y
salchicha de pollo con orujo de manzana seco, respectivamente. Dicho aumento esta
directamente relacionado con el aumento del esfuerzo cortante a lo largo del periodo de
almacenamiento.

8.8. Oxidacion delipidos (TBARS)
El ensayo TBARS es uno de los métodos maés utilizados para medir la rancidez oxidativaen
los alimentos, especialmente en la carne. El efecto de los tratamientos con ECG y AA sobre
los valores de sustancias reactivas a écido tiobarbitirico (TBARS) en hamburguesas se
muestra en las Figuras 16a y 16b. Los tratamientos con ECG y AA redujeron
significativamente (P < 0.05) los valores de TBARS en comparacion con e control (sin
antioxidantes afiadidos) durante todo el amacenamiento. Los tratamientos con ECG (ECG
0.1 % y ECG 1.0 %) suprimieron significativamente (P < 0.05) la oxidacién de lipidos en

hamburguesas en comparacion con €l tratamiento AA.
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Figura 16. Efecto de la interaccion de la adicién de ECG y e almacenamiento (a) en
congelacion -18 °C, (b) en refrigeracion 4 °C sobre TBARS (mg MDA/ Kg carne).

ad dgnifica que los tratamientos con diferentes superindices son significativamente
diferentes (P<0.05). A—C significa que las condiciones de amacenamiento con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P<0.05).

La concentracion de ECG y € tiempo de almacenamiento afectaron significativamente
(P<0.01) los valores TBARS de las hamburguesas. El valor méas bajo de TBARS se observo
en hamburguesas con ECG 1.0 %. El tiempo de amacenamiento prolongado resulté en un
aumento del valor de TBARS. Las Figuras 16ay 16b ilustran € efecto de interaccion del
tratamiento antioxidante y e tiempo de amacenamiento en la concentracién de
malondialdehido (MDA) en muestras de hamburguesas durante 16 dias de almacenamiento

refrigerado y congelado. Laadicion de fuentes de antioxidantes redujo significativamente los
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valores de TBARS incluso desde € primer dia de amacenamiento. EI mayor valor de
TBARS se determiné en las muestras control con 1.50 mg MDA/Kg en refrigeracion. En
cambio, en congelacion, e valor obtenido a los 16 dias fue de 0.22 mg MDA/kg de carne,
demostrando € efecto significativo (P<0.05) de las condiciones de almacenamiento.

Los valores de TBARS pudieron haberse reducirse debido a efecto de los flavonoides y las
sustancias fendlicas en la cascarade la granada (Aly, 2019). La altacantidad de fenolesen €
ECG es responsable de su fuerte capacidad antioxidante, y varios estudios han informado la
conexién entre e contenido fendlico y la actividad antioxidante.

Por gjemplo, Morsy et al. (2018) aplicaron nanoparticulas de cascara de granada (NP-CG)
como antioxidante natural y antimicrobiano en abondigas. Después de 15 dias de
almacenamiento a 4 °C, los indicadores de peroxidacion lipidica (indice de peroxidacion y
TBARYS) delasabondigas que contenian 1.5 % de NP-CGsfueron inferioresalosregistrados
para las muestras con 0.01 % de BHT. Fourati et a. (2020) investigaron € impacto del
extracto de etanol de cascara de granada (EECG) en tres dosis (0.1 %, 0.5% y 1 %) en la
estabilidad microbiol6gica, oxidativa y los atributos sensoriales de la carne de res picada.
Después de 21 dias de amacenamiento refrigerado, los valores de TBARS fueron
significativamente més bagjos (P < 0,05) en muestras de carne con 1% de EECG que en €
control. Recientemente, Sharma & Y adav (2020), evaluaron empanadas de carne de pollo
con cascara de granada, y polvos de bagazo y sus extractos. Los autores informaron que las
hamburguesas de pollo con céscara de granada exhibieron una mejor proteccion contra la
oxidacion delipidosy € deterioro microbiano durante el almacenamiento refrigerado que las
muestras tratadas con BHT durante 16 dias.

El efecto inhibitorio del ECG sobre la oxidacion de lipidos se atribuye principa mente a sus
compuestos fendlicos que muestran actividad antioxidante. Los compuestos fendlicos con
actividad antioxidante inhiben la oxidacién de lipidos al romper las cadenas de oxidacion de
radicaleslibres a donar hidrogeno de los grupos fendlicos, formando asi un producto estable
(Negi & Jayaprakasha, 2003; Turgut et al., 2017).
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8.9. Oxidacion de proteinas

La cuantificacion espectrofotométrica de compuestos carbonilicos utilizando 2,4-
dinitrofenilhidracina como indicador de los productos de oxidacion de proteinas se utiliza
ampliamente para medir e grado de reacciones oxidativas que afectan a los alimentos
musculares. Los contenidos de proteina carbonilo y tiol (sulfhidrilo) se utilizaron para medir
el grado de reacciones oxidativas.

El tratamiento antioxidante y el tiempo de almacenamiento tuvieron efectos significativos
(P<0.01) sobre la concentracion de carbonilos proteicos en las hamburguesas. Como se
muestraen el Cuadro 10, el aumento de los niveles de carbonilo en todas |as muestras durante
16 dias demostro que se produjeron reacciones oxidativas durante e almacenamiento por
refrigeracion y congelacion.

Cuadro 10. Valoresde carbonilo (nmol de carbonilo/mg de proteina) de hambur guesas

crudas afectados por la adicién de ECG y AA durante el almacenamiento.

Tiempo (dias)
0 16
Tratamiento -18 °C 4°C -18 °C 4°C
Control 1.45+0.15% 3.09+0.40°8 2.47+0.16™8 12.73+0.11%
AA 0.92+0.10°® 2.82+0.12"8 2.06+0.07%48 8.00+0.08"
ECG 1.0 0.71+0.13%® 2.21+0.09%8 1.94+0.17°A8 3.56+0.04%

n=3, Media+ DE. a-c Lostratamientos dentro de |as mismas condiciones de a macenamiento
(columna) con diferentes superindices son significativamente diferentes (P < 0.05). A-D Las
condiciones de almacenamiento dentro del mismo tratamiento (fila) con diferentes

superindices son significativamente diferentes (P < 0.05).

El aumento de carbonilos de proteinas muestra gue las proteinas muscul ares fueron sometidas

aestrés oxidativo, lo que conduce ala degradacion oxidativa de algunas cadenas laterales de
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aminoécidos como los residuos de lising, prolina, arginina e histidina (Stadtman & Levine,
2003).

Hasta donde se sabe, 10s carbonilos de proteinas se forman principalmente por lainteraccién
entre las proteinas y los adehidos formados como resultado de la oxidacién de lipidos
(Turgut et al., 2016). La oxidacion de proteinas provoca la formacion de hidroperdxidos y
carbonilos. Ademés, se produce una disminucion en la concentracion total de sulfhidrilo
debido a la formacién de enlaces disulfuro y ditirosina debido a la oxidacién de los grupos
sulfhidrilo y la reticulacion intermolecular e intramolecular. Estas ateraciones dan como
resultado la agregacion de proteinas (Sabeena Farvin et a., 2012); reduciendo de su
solubilidad, y por lo tanto su concentracion (Turgut et al., 2017).

Al igual que en la oxidacion de lipidos, los compuestos fendlicos del ECG también actdan
como antioxidante a reducir la oxidacion de proteinas (Bazargani-Gilani et al., 2015). Las
reacciones oxidativas de lipidos y proteinas que ocurren en un sistema como la carne picada
son muy complgias. Las dos reacciones tienen los mismos catalizadores y pueden
desarrollarse de forma independiente o en paralelo, pero también pueden interactuar entre si.
Por tanto, no es facil distinguirlos uno de otro en matrices complegjas (Dominguez et a.,
2019). En los sistemas carnicos, algunos hidroperoxidos u otros compuestos oxidantes
pueden inducir la oxidacion de proteinas. Las moléculas de hierro libres de la mioglobina
también pueden reaccionar con las proteinas y comportarse como un compuesto oxidante
(Huang & Ahn, 2019). Entonces, lainhibicién de laoxidacion de proteinas puede ser apoyada
por lainhibicion delaoxidacion de lipidos. Sin embargo, también se observo que hay algunas
partes de la oxidacion de proteinas que originaron la oxidacion directa de para formar
carbonilos. Sin embargo, € ECG rico en fenoles puede inhibir directamente este proceso
oxidativo a quelar iones metalicos, por gemplo, € hierro (11) liberado de la mioglobina
(Dominguez et al., 2019; Huang & Ahn, 2019; Turgut et al., 2017).

Los tratamientos con ECG y € tiempo de almacenamiento influyeron significativamente en
las concentraciones finales de carbonilo. Al final del periodo de amacenamiento, las
muestras de control tenian cantidades significativamente mas altas de carbonil os de proteinas
gue las muestras tratadas con antioxidantes. Estos resultados indicaron que las fuentes de

antioxidantes fueron eficientes en la prevencion de la formacion de carbonilo.
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Los resultados de esta investigacion coinciden con los publicados por Aly, (2019),
Shahamirianet a. (2019) y Turgut et a. (2016, 2017), quienesinformaron que el antioxidante
natural contiene un alto porcentaje de polifenoles, que son agentes potentes y antioxidantes
para prolongar lavida Util de los productos alimenticios a través de a) retardar laformacién
compuestos toxicos relacionados, b) mantener la calidad nutricional, y c) prevenir o

minimizar la oxidacion.

8.10. Analisis multivariable
ACP se llev6 a cabo para obtener una vision genera de la distribucion de datos. Se reaiz6
ACP para obtener informacion adicional sobre la influencia de las variables de respuesta
analizadas, en relacion con las condiciones de tratamiento. EI ACP se gjecuto utilizando dos
componentes principales (F1y F2) que explican alrededor del 69.06 % delavariabilidad: F1
(50.79 %) y F2 (18.27 %). En €l gré&fico de carga variable de PCA (Figura 17a) se puede ver
una fuerte relacion entre el tiempo y las variables de respuesta como TBARS, tenacidad y
pH. En genera, las muestras Control, AA, PPE 0.1 % y PPE 0.8 % en los dias mas largos de
exposicion 12 y 16 dias, se agruparon en € lado positivo del segundo componente (Figura
17b) y se pueden asociar con las variables TBARS, tenacidad y pH. Estos resultados
concuerdan con los argumentos que sustentan € impacto del tiempo en |as propiedades de
calidad afectadas por la oxidacion de lipidos y proteinas (Dominguez et al., 2019). En 2020,
Fourati et a. También realizaron un andliss de componentes principales, en e que
encontraron gue la fuerte relacion de la oxidacion de lipidos (TBARS y PV) estaba
fuertemente correlacionada con la oxidacion de proteinas (carbonilos y MetMb), 1o que

respalda la interaccion propuesta entre la oxidacion de lipidos y proteinas.
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a) Variables (ejes F1 y F2: 69.51 %)

Dim 2 (18.27%)

b) Grafica ACP de individuales
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Figura 17. Gréficos de andlisis de componentes principales (PCA) de parametros
fisicoquimicos de diferentes muestras tratadas y no tratadas en cada tiempo de
almacenamiento. ( a) Gréfico de carga variables de PCA y b) Gréfico de puntuacion
individual de PCA.

Por otro lado, lasmuestrasde AA, ECG 0.1% y ECG 0.8% en € diacuatro a4 °C se ubicaron
en el ge positivo de la primera PC y se asociaron con |os parametros de color como L*, a*,
C* y b*. Segun lo informado por Kanatt et al. (2010), Naveena et al. (2008) y Morsy et al.
(2018), sin importar la concentracion o la fuente del antioxidante natural utilizado, la
oxidacion aumenta con € tiempo y los valores de pH tienden a aumentar. También se ha
observado una gran diferencia en cuanto a las condiciones de almacenamiento, a 4 °C se
pierden més rgpidamente |os pardmetros de calidad en la carne que en la congel acion. Turgut
et a. (2017) demostraron gue bajo congelacion es posible mantener las condiciones de
calidad en las albdndigas de res hasta por tres meses.

Esto demuestra &l poder del extracto de cascara de granada como aditivo, como mencionan
Smaoui et a. (2019) quienes informaron que los extractos de cascara exhiben funciones
técnicas de alimentos como antioxidantes, antimicrobianos, colorantes y saborizantes. El
cambio de color en la carne ya ha sido reportado previamente, tal es el caso de Wafa et al.

(2017), quienes incorporaron extracto de cascara de granada en la carne de pollo, esta
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incorporacion provocd un cambio de color derosaaamarillo. A diferenciadel jugo de cascara
de granada, donde las antocianinas son las encargadas de dar € color. El principal agente
colorante de la piel de lagranada es la granatonina, que esta presente en forma de acaloide
N-metil granatonina (Naveed et a., 2022).
IX. CONCLUSIONES

El proceso de extraccion de compuestos fendlicos de cascara de granada, asistido por
ultrasonido, fue explorado a través de un disefio de superficie de respuesta Box-Behnken,
encontrando que los mejores rendimientos de extraccion y actividad antioxidante fueron
aquellos tratamientos en los que se aplicaron los niveles més atos de las variables
dependientes;, amplitud, tiempo y temperatura, contrario a lo planteado en la hipétesis.
Aungue, la literatura muestra que niveles mas altos de temperatura o amplitud del
ultrasonido, puede llevar a la degradacion de los compuestos de interés, no obstante, se
sugiere seguir investigando cual es el punto de inflexion de la capacidad antioxidante para el
material biolégico utilizado en esta investigacion y los niveles més atos en que se
encuentran. Por otro lado, ambas concentraciones (0.1% y 1.0%) de los extractos obtenidos
por ultrasonido mostraron una actividad antioxidante y propiedades conservadoras
significativamente mejores, incluso superiores a acido ascorbico, en los 16 dias de
almacenamiento. El extracto conservador mejora las propiedades de calidad medidas en las
hamburguesas de pollo, lo cual, se mejora conforme se disminuye la temperatura y se
incrementa la concentracion del extracto. Debido a que el método propuesto cumple con los
términos de proceso verde y se hizo uso de un disolvente seguro como el agua, |os extractos
son aptos para ser aplicados en productos perecederos y son una aternativa a los

conservadores sintéticos.
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X1. ANEXOS

ANEXO |

Cuadro 9. Efecto delostratamientosy € tiempo sobre las propiedades de color delas

hambur guesas.
Tiempo (Dias)
0 4 8 12 16
-18
-18°C  4°C -18°C 4°C -18°C 4°C -18°C 4°C 4°C
°C
Tratami
L*
ento
8356 83.28 82.25 79.09 7891 79.79 75.88
83.30 81.85 81.57
Control ~ +1.76° +1.12¢ +1.4504  +1.46% +114 +1.26 +0.33
+0.67°"8  +0.37 +0.9198¢
A BC B BC bCD cBC cD
83.74 83.03 81.75 82.02 7897 8023 76.25
83.07 82.05 82.64
AA +1.23°  +0.74° +1.02¢4  +1.08% +141 +1.00 +0.33
+0.51PcAB 10,8625 +1.088
A BC B BC bC bBC bD
84.35  83.60 83.43 80.15 79.16 80.83 77.28
84.12 82.05 83.27
ECG0.1 +0.772 +0.48° +1.56%  +1.48% +1.27 +0.89 +0.65
+0.95PA8  +0.85%8 +1.170A8
bA A AB C abB bBC abD
85.27 84.67 80.46 8243 78.48
84.96 83.06 84.15 82.23 84.02
ECG10 +0912 +1.49 +1.08 +1.03 +0.64
+1.67% +0.94%  +0.62%* +1.18%»  +0.79%
A A aA aA ab
a*
5.88 6.84 4.39 4.44 371 357 338 298
471 3.92
Control ~ +1.16° +0.56° +0.5408  +0.37°C  +1.69° +045 +0.89 +1.17
+0.20°B8C +0.71¢cP
AB A CD D D cCD cD cD
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6.01 7.63 4.44 4.61 3.42 3.54
5.88 491 4.82 4.42
AA +0572 +0.31° +0.47°C +0.10 +0.82 +0.77
+0.31%8 +0.6108 +0.54%8  +0.955CP
bAB A D aCD cD bD
6.08 6.79 4.66 417 4.20 3.73
5.17 573 5.28 4.26
ECG0.1 +1172 +0.42d +0.99°C +065 +052 +1.58
+0.61°8C  +0.38% +0.56%  +1.10bCP
bAB A D bCD bD bD
6.28 6.96 4.45 4.42 4.55 494 427
571 5.29 4.98
ECG10 +1.642 +0.862 +0.38b8 +1.24% +0.88 +1.28 +0.84
+0.54%A +1.47%A +1.38%
A A CD CD aCh aC ab
b*
27.27  26.67 25.60 23.00 22.35 21.98 22.83 17.07
25.56 22.17+1.7
Control  +1.82° +0.58° +1.020A  +1.72¢AB  +0.93° +155 +1.80 +1.15
+1.470°B 1ccD
A A BC C BCD bD aCD abE
28.33 28.44 22.62 24.84 22.38 21.34 20.75 16.26
27.85 23.32+1.4
AA +1.642 +1.32° +1.65%4 +1.23AB  +1.38P +1.69 +1.12 +157
+1.86%8 3bCD
A A BC C BCD bD cCD bE
26.84 26.78 25.52 24.10 24.45 2044 2151 1837
25.23 22.70+0.7
ECG0.1 +1.41° +1.66° +1.29°A  +1.64PAB +1.07° +1.92 +1.73 +1.75
i1_42bAB 3cCD
A A BC C BCD cD bCD aE
28.12 29.10 26.40 25.07 2258 2288 15.68
27.93 26.91 25.17+1.1
ECG10 +1.042 +155° +1.25% +1.132 +150 +1.68 191
+1.67%48 +1.13% 48
A A BC B abD aCD cE
C
27.63 27.10 25.84 23.43 23.38 2246 23.36 16.45
26.23 22.44
Control ~ +£1.03° +0.71° +1.07%0A  £1.749%8 11244 +155 4191 +1.25
+1.460AB +1.8298CD
A AB BCD CD bD ach bcE
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2893 2266 22.87 25.16 29.45 2166 2097 16.85

28.49 23.74

AA +1.702  +1.32° +1.714  +1.23B 1128, +168 +121 +1.83
+1.88%A +1.5208CD

A CD BCD CD A cD cCD bE

2752  27.39 24.74 24.63 26.43 20.87 2194 19.12
25.77 23.09

ECG0.1 +1.3%° +1.06° +1.31°"  +1.63%B  +1.40, +193 +1.79 +0.97
+1.41¢AB +0.8598CD

A AB BCD CD ABC dD bCD aE

28.81  29.93 26.74 25.45 23.02 2342 16.30
28.52 27.44 25.65

ECG10 +1.19% +1.69? +1.28% +0.24¢ +161 +1.85 +1.97
+1.70°8 +1.3028 +1.29%8CD

A A BCD ABC ab aCh bcE

ho

77.05  73.00 73.95 79.07 78.15 79.76 8124 8212
78.38+0.6 80.79

Control  +0.95° +0.87° +0.67%  +0.64% +1.41PA +1.12 +091 +1.14
2abAB io]]_abAB

cA AB B AB B bAB aAB aB

77.83 80.93 81.54 79.25 74.94 80.12 8111 74.96
78.27+0.3 81.83

AA +0.45% +0.78?2 +1.00% +0.92% +1.62% +054 +0.75 +1.55
QbAB +0.78%48

A AB B B B aAB aAB dB

77.24 74.04 75.20 78.35 77.92 7839 7892 81.32
78.72+1.6 79.62

ECG0.1 +049 +0.90° +0.50°%4  £1.22°4  4+1.29bA +151 +0.70 +0.95
20AB +1.22bAB

A cAB B B B cAB cAB bB

77.40 74.25 76.54 78.55 78.94 80.16 79.01 80.82
77.69+0.9 79.99

ECG10 £1.39% +151° +1.8204  +£1.21°%4 +0.67% +1.13 +1.72 091
5CAB 11258048

bA AB B B B aAB bAB cB

n=6, Media+ DE. a-c Lostratamientos dentro de |as mismas condiciones de amacenamiento
(columna) con diferentes superindices son significativamente diferentes (P < 0.05). A-E Las
condiciones de almacenamiento dentro del mismo tratamiento (fila) con diferentes

superindices son significativamente diferentes (P < 0.05).
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ANEXO I

Cuadro 11. Capacidad antioxidante de hamburguesas crudas (ABTS, DPPH) con y sin
extracto de cascara de granada.

Storage time

Formulacién Dia0 Dial Dia2 Dia4 Dia7
DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS
C 0.3 24.82 0.21° 2338 0.19° 2152 01 2119 0.10° 18.66°
AA 11.02¢  76.62°¢ 9.08° 76.41* 7.40° 75.76*° 6.55° 74.10°° 5.20° 73.91®
T1-0.1% 14.3%° 79.48> 878 79.23% 7.28° 79.1%* 6.80° 78.25° 5.95° 76.48%
T1-0.8% 26.03* 90.11* 23.85* 86.69*° 17.022 86.00* 15.40* 85.61* 14.71* 81.15%
T2-0.1% 4759  66.31° 4.59¢ 64.74% 3607 62.839 2599 57.61% 1.49°¢ 5574%
T2-0.8% 5664 73.91°¢ 483 73,03 338¢ 71449 287 71.01° 1.62° 70.20°
T3-0.1% 3.1 54.63" 255 52769 2219 5203" 1.349 51.37% 0.83° 4835
T3-0.8% 4659  64.70° 4.47c 61729 2,629 57520 183 56.63% 1.58* 55.19%

Las diferentes letras del afabeto en la misma columna indican valores promedio distintos
con unasignificancia de (p < 0.05). Los resultados se expresan como medias (n = 3). DPPH
y ABTS son expresados en % de inhibicion. C: Control Negativo (sin aditivos, solo carne);
AA: Control positivo (Acido ascorbico, écido ascorbico); T1: 15 min, 40 °C, amplitud- 50%;
T2: 11.46 min, 40 °C, 50%; T3: 10 min, 40 °C, 50%.
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