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RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto de un extracto etandlico de Mentha spicata sobre
la estabilidad oxidativa y microbioldgica de un embutido cocido de visceras rojas de cuy.
Las visceras, incluyendo corazon, rifiones, higado y pulmones, provenientes de Cusco
fueron preparadas incluyendo cebolla, papa y hierba buena, siendo esta ultima reemplazada
por un extracto etandlico de la misma hierba (Mentha spicata). Al extracto se le determind
el contenido de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu, flavonoides totales
por el ensayo colorimétrico con cloruro de aluminio (AICl3) y capacidad antioxidante por
el método de inhibicion del radical DPPH. Luego el extracto etanolico fue adicionado al
embutido en cuatro tratamientos considerando la concentracion de compuestos fendlicos,
siendo estos 50, 100 y 150 ppm y una muestra control sin extracto. EI embutido fue
almacenado refrigerado (4°C), llevandose a cabo las siguientes mediciones: pH, actividad
de agua, oxidacion de lipidos (TBARS), carga microbiana aerobia mesdfila, coliformes
totales y presencia de Salmonella sp, al dia 0, 3, 7, 10 y 15 de almacenamiento. Los
resultados se analizaron mediante un Disefio Completamente al Azar (DCA), aplicando un
analisis de varianza (ANOVA) para los tratamientos establecidos, al existir diferencias
significativas (P<0.05) se realizé un test de comparacion multiple de medias de Tukey. Los
resultados de la evaluacion demostraron el efecto significativo (P<0.05) del extracto
etanolico de Mentha spicata y su interaccién con el tiempo. El extracto etanélico tuvo un
efecto positivo al favorecer en mantener el pH, retardar la oxidacion lipidica en las tres
concentraciones aplicadas y sobre la inhibicion del crecimiento de meséfilos aerobios al
aplicarse al 0.3 por ciento. Sin embargo no se observa efecto significativo sobre la
actividad de agua. Ademas no se pudo evaluar su efecto sobre los coliformes y Salmonella

sp, debido a que el tratamiento térmico del producto elimino esta carga microbiana.

Palabras clave: cuy, hierba buena, TBARS, antimicrobiano, fenoles totales, flavonoides



ABSTRACT

In the present study the effect of an ethanol extract of Mentha spicata on the oxidative and
microbiological stability of a cooked sausage guts guinea pig was evaluated. Viscera,
including heart, kidneys, liver and lungs, from Cusco were prepared including onions,
potatoes and mint, the latter being replaced by an ethanol extract the same plant (Mentha
spicata). Extract is determined phenolics content by the Folin-Ciocalteu, total flavonoids
by colorimetric assay with aluminum chloride (AICI3) and antioxidant capacity by DPPH
free radical scavenging activity. Then the ethanol extract was added stuffed into four
treatments considering the concentration of phenolic compounds, these were 50, 100 and
150 ppm and a sample control without extract The sausage was stored refrigerated (4° C),
carrying out the following measurements: pH, water activity, lipid oxidation (TBARS),
aerobic mesophilic count, total coliforms and presence of Salmonella sp. at day 0, 3, 7, 10
and 15 storage. The results were analyzed using a completely randomized design (CRD),
using an analysis of variance (ANOVA) for established treatments, to be significant
differences (P <0.05) multiple comparison test of Tukey was performed. The results of the
evaluation showed significant effect (P <0.05) of ethanol extract of Mentha spicata and its
interaction with time. The ethanol extract had a positive effect to promote maintaining the
pH, retard lipid oxidation in the three concentrations were applied and inhibited the growth
of aerobic mesophilic when applied 0.3 per cent. However, no significant effect on the
water activity is observed. Also it could not assess their effect on coliforms and Salmonella

sp., because heat treatment product that eliminated microbial load.

Keywords: guinea pig, spearmint, TBARS, antimicrobial, total phenolics, flavonoids



. INTRODUCCION

Por al menos los Gltimos 500 afios, el cuy ha sido utilizado en los andes de Sudamérica,
principalmente en Perd, Bolivia y Ecuador, como un alimento especial en la dieta del
poblador andino (Rosenfeld, 2007). Tras el proceso migratorio de las décadas pasadas, su
consumo se ha extendido hacia otras regiones y ha llegado a Lima Metropolitana. En el
Peru se ha estimado que anualmente se consume 25 000 toneladas de carne de cuy, es decir

que en promedio el consumo personal es de 1kg/afio de carne de cuy.

El cuy, plato considerado tradicional de la zona alto andina del Peru, ha pasado de ser un
producto de consumo familiar a ser parte del negocio gastronémico que traspasa regiones y
el pais. En los ultimos afos, gracias a distintos proyectos, han surgido o se han fortalecido
distintas redes de productores y de comercializacién (Esqueche, 2012). Sin embargo, el
trabajo de investigacion en la generacion de valor a partir de esta carne no ha sido igual de

amplio que el realizado para mejorar los sistemas de produccion del animal.

A pesar de que mas del 65 por ciento de un cuy es utilizable, en el cual se incluye la piel,
cabeza, corazén, pulmones, rifiones e higado (Rico, 2003), solo se comercializa su carne.
Sin embargo, el aprovechamiento adecuado de las visceras podria aumentar el valor que
hasta el momento tiene el cuy. Para el aprovechamiento de las visceras, en la sierra
peruana se elaboran de manera artesanal embutidos cocidos denominados Ccuwilon o
Tuillan que se preparan con las visceras rojas del cuy, papa, cebolla, condimentos, hierba
buena, entre otros y se sirven como acompariamiento del cuy o como entrada. Debido a las
condiciones de su preparacion, este producto tiene una alta perecibilidad, lo que limita su

comercializacion y consumo.

Un problema comun en los productos carnicos es la oxidacion lipidica y deterioro
microbiologico, que ocurren durante el procesamiento y el almacenamiento de estos, por lo
que es necesario controlar estos cambios para el desarrollo de mejores productos. Al
respecto, existen algunos estudios sobre la propiedad antioxidante y antibacteriana de



variedades de Mhenta (Djenane et al., 2012, Gulluce et al., 2007, Dorman et al., 2003;
Marinova y Yanishlieva, 1997; Zheng & Wang, 2001). Asimismo, Kanatt et al. (2007)
encontraron que la adicion de extracto de hierba buena a la carne de cordero irradiada es
capaz de prevenir la peroxidacion de lipidos, ademas de impartir sabor y el gusto a la

carne.

En la actualidad, la industria de los alimentos esta empezando a utilizar especias y
extractos de éstas en la formulacion de sus productos con el fin principal de retrasar la
oxidacion y no de contribuir al aroma. En este sentido a la hora de obtener extractos de
especias se busca obtener la mayor cantidad de compuestos antioxidantes reduciendo en lo
posible la presencia de compuestos aromaticos (Madsen y Bertensen, 1995). Por lo que el
objetivo principal en la presente investigacion es evaluar el efecto del extracto etandlico de
hierba buena, menta que es ingrediente en la formulacion del Ccuwilon, en la estabilidad
oxidativa y microbiolédgica de este embutido de visceras rojas de cuy, tradicional de la
sierra peruana. Ademas como objetivos especificos estdn el determinar el nivel de
formacion de MDA y de crecimiento microbiano de aerobios mesofilos, coliformes totales

y salmonella en quince dias de almacenamiento en refrigeracion.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. CUY

2.1.1. GENERALIDADES

El cuy o cobayo es un mamifero roedor originario de la zona andina del Peru, Ecuador,
Colombia y Bolivia. Como animal productor de carne se le conoce también como Curi.
Constituye un producto alimenticio, de alto valor biolégico. Contribuye en dar seguridad
alimentaria a la poblacion rural de escasos recursos (Chauca, 1995).

La distribucion de la poblacion de cuyes en Pert y Ecuador es amplia, se encuentra en casi
la totalidad del territorio, mientras que en Colombia y Bolivia su distribucion es regional
por lo que manejan poblaciones menores. Por su capacidad de adaptacion a diversas
condiciones climaticas, los cuyes pueden encontrarse desde la costa o el llano hasta alturas

de 4 500 metros sobre el nivel del mar y en zonas tanto frias como céalidas (Chauca, 1997).

Actualmente, el Per concentra la mayor poblacion de cuyes en la region; para el 2003 el
INIA y la Direccion General de Promocion Agraria (DGPA) calcularon una poblacion de
23,2 millones de animales, principalmente en la sierra (92 por ciento). La poblacién es
mucho menor en la costa (6 por ciento) y en la selva (2 por ciento). En la cultura andina el
cuy es un producto alimenticio de gran demanda; el consumidor andino aprovecha la

facilidad que hay para su crianza y reproduccion (Chirinos et al., 2008).

Segun Chauca (1995) en términos generales se define al cuy como una especie precoz,
prolifica, de ciclos reproductivos cortos, de facil manejoy adaptable a diferentes
ecosistemas. Estas afirmaciones son ciertas si se tienen en cuenta los conocimientos

basicos para poder manejar la etapa reproductiva.



a. Descripcion zooldgica

En la escala zoologica (Orr, 1966, citado por Chauca, 1997) se ubica al cuy dentro de la

siguiente clasificacion zooldgica:

2.1.2.

Reino: Animal
Phylum: Vertebrata
Sub-phylum: Gnasthosmata
Clase: Mammalia (Mamifero, sangre caliente, piel cubierta de pelos)
Sub-clase: Theira (Mamifero viviparo)
Infra-clase: Eutheria
Orden: Rodentia
Sub-orden: Hystricomorpha
Familia: Caviidae (Roedor con 2 mamas, 4 dedos ant. y 3 post.)
Género: Cavia
Especie: Cavia aperea aperea Erxleben
Cavia aperea aperea Lichtenstein
Cavia cutleri King
Cavia porcellus Linnaeus

Cavia cobaya

TIPOS DE CUY

Se les ha agrupado a los cuyes de acuerdo a su conformacion, forma y longitud del pelo.

a. Clasificacion segun la conformacion

Tipo A: corresponde a cuyes “mejorados” que tienen una conformacion
enmarcada dentro de un paralelepipedo, clasico en las razas productores de carne.
Son de temperamento tranquilo, responden eficientemente a un buen manejo y

tienen buena conversion alimenticia (Chauca, 1997).



Tipo B: corresponde a los cuyes de forma angulosa, cuyo cuerpo tiene poca
profundidad y desarrollo muscular escaso. La cabeza es triangular y alargada. Es

muy nervioso, lo que hace dificultoso su manejo (Chauca, 1997).

Clasificacion segun el pelaje

Tipo 1: es de pelo corto, lacio y pegado al cuerpo, es el més difundido y caracteriza
al cuy peruano productor de carne. Se encuentran de colores simples claros, oscuros
0 combinados. Es el que tiene el mejor comportamiento como productor de carne
(Chauca, 1997).

Tipo 2: es de pelo corto, lacio pero forma rosetas o remolinos a lo largo del cuerpo,
es menos precoz. Estd presente en poblaciones de cuyes criollos, existen de
diversos colores. No es una poblacion dominante. Tiene buen comportamiento

como productor de carne (Chauca, 1997).

Tipo 3: es de pelo largo y lacio, presenta dos subtipos que corresponden al tipo 1y
2 con pelo largo, asi tenemos los cuyes del subtipo 3-1 presentan el pelo largo,
lacio y pegado al cuerpo, pudiendo presentar un remolino en la frente. El subtipo 3-
2 comprende a aquellos animales que presentan el pelo largo, lacio y en rosetas.
Esté poco difundido pero bastante solicitado por la belleza que muestra. No es buen

productor de carne, si bien utilizado como mascota (Chauca, 1997).

Tipo 4: es de pelo ensortijado, caracteristica que presenta sobre todo al nacimiento,
ya que se va perdiendo a medida que el animal se desarrolla, tornandose en erizado.
Este cambio es méas prematuro cuando la humedad relativa es alta. Su forma de
cabeza y cuerpo es redondeado, de tamafio medio. Tiene una buena implantacién
muscular y con grasa de infiltracidn, el sabor de su carne destaca a este tipo. La
variabilidad de sus parametros productivos y reproductivos le da un potencial como

productor de carne (Chauca, 1997).



c. Clasificacion segun la coloracion del pelaje

En el Cuadro 1, se muestra la clasificacion segun el color del pelaje, pudiendo ser claros y

0SCuros.

Cuadro 1: Clasificacion segun el color del pelaje.

Clasificacion Caracteristicas
Blancos, bayos y marrones y combinaciones
Claros
entre estos
Negro, gris, marron barreado (con pelos negros)
Oscuros

y combinaciones de estos

FUENTE: Sarria (2005)

2.1.3. PRODUCCION DE CARNE DE CUY EN EL PERU

En el Per0 se ha estimado que anualmente se consume 25 000 toneladas de carne de cuy, es
decir que en promedio el consumo personal es de 1kg/afio de carne de cuy.
Desafortunadamente no se dispone de informacién oficial actualizada sobre poblacion y
produccién de cuyes. Segun algunos datos, de trabajos realizados por W. Caballero,
deducen que a la fecha hay una poblacion constante de unos 25 millones 500 mil unidades
(Tellez, 2007 citado por Salvé, 2012).

El desarrollo de la cuyicultura va en incremento debido al mejor conocimiento de la
especie y la tradicion arraigada de su consumo en las zonas rurales y urbanas. Actualmente
se encuentra muy difundido el sistema de crianza familiar comercial, el mismo que se
encuentra en crecimiento hacia consolidarse en comerciales cuando cuentan con los

recursos necesarios (Vargas y Chauca, 2006).

2.1.4. COMERCIALIZACION DE CARNE DE CUY EN EL PERU

Mayormente se comercializa la canal del cuy, que incluye la cabeza, patitas y rifiones.
Existe en el mercado dos tipos de cuyes destinados para el consumo, los “parrilleros”, que
son cuyes de 3 meses de edad, y los de “saca”, que corresponden a cuyes hembras después

del tercer parto. Al mercado deben salir animales parejos en tamarfio, peso y edad, con esto



se consigue carcasas de excelente calidad. No deben sacrificarse animales golpeados ni con
afecciones fungosas que desmerecen la calidad de la carcasa (Chauca, 1997). También se

utilizan la piel para comercializarlo con fines artesanales.

En la actualidad, el cuy sigue siendo parte de la dieta de muchos de los mismos criadores
de cuyes pero también se ha tornado una actividad comercial muy rentable a comparacion
de la agricultura y ganaderia mayor. Es asi, que para abastecer al mercado creciente han
tenido que adoptar una crianza tecnificada, que implica la construccién de galpones,
mejoramiento genético, dieta balanceada para el cuy y medidas de control sanitario
(Esqueche et al., 2002).

El cuy en la ciudad se comercializa sacrificado y eviscerado, con valor agregado en la
presentacion, facilitando su utilizacién a los consumidores. ElI aumento de la demanda por
la carne de cuy exige un producto de excelente condiciones de presentacidn, aseguramiento
sanitario y valor nutricional. Por ello, la transaccién comercial de cuyes en granja, se
valoriza no solamente como unidad viva, sino calculada a rendimiento de carcasa, donde la

crianza tecnificada rinde sus dividendos (Higaonna, 2006).

2.1.5. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA CARNE DE CUY

La carne de cuy es muy valorada por su composicion nutricional. Se puede observar en el
Cuadro 2, detalle de la composicion en proteina, grasa y calorias por kilo de carne de cuy,

comparandola con la de otros productos céarnicos.

Cuadro 2: Composicion quimica de las principales carnes de abasto.

Especie % Proteina % Grasa Calorias por kg
Cuy 20.3 7.8 960
Conejo 20.4 8.0 1590
Cabra 18.7 9.4 1650
Ave 18.2 10.2 1700
Vacuno 18.7 18.2 2440
Porcino 12.4 35.8 3760
Ovino 18.2 19.4 2530

FUENTE: Sarria (2005) citado por Chirinos (2008)



La carne de cuy, como alimento es muy valiosa, es fuente de proteinas superior a otros
productos, lo cual permitiria suplir la carencia o deficit reportados por la OMS en la
composicion de la dieta peruana. Atributos complementarios como la alta digestibilidad,
bajas trazas de colesterol y triglicéridos, alta presencia de acidos grasos linoleico y
linolenico esenciales para el ser humano, cabe resaltar que la existencia de dichos acidos
grasos son bajisimos o casi inexistentes en otras carnes y son precursores de la
conformacién del &cido graso araquidénico (AA) y acido graso docosahexaenoico (DHA).
Estas sustancias AA y DHA son vitales para el desarrollo de las neuronas, membranas
celulares (proteccion contra agentes externos), forman el cuerpo de los espermatozoides
(Leonard, 1981 citado por Vargas y Chauca, 2006).

2.2.  VISCERAS DE CUY

Segin la NTP 201.058 (INDECOPI, 2006a), las visceras comprenden los O6rganos
digestivos, respiratorios, circulatorios, urogenitales y nerviosos. Forman parte del conjunto

Ilamado menudencias. En el caso del cuy comprende: corazon, pulmones, rifiones e higado.

Madrid (1999), define como despojos a aquellas partes comestibles que se obtiene de los
animales de abasto y que no estan comprendidos en el término canal. Y que estos
comprenden: el higado, bazo, rifiones, ganglios, corazon, pulmones, medula, glandulas,
tiroides, pancreas, estomago e intestinos de los rumiantes, patas, tripas, vejiga, cabeza

lengua y sangre.

Las visceras estan destinadas para el consumo humano ya que desde el punto de vista de la
nutricion equilibrada, son alimentos de primerisimo orden por el contenido vitaminico que
es relativamente elevado (Weinling, 1973 citado por Llerena, 1982). Segun FAO (2006),
visceras rojas como el higado y los rifiones de cualquier origen son fuente importante de

vitaminas A y D, y en menor medida de otras vitaminas liposolubles.

Segun (INDECOPI, 2006a) las principales visceras son:

e Corazon: corresponde anatomicamente al érgano del mismo nombre, desprovisto

de sus grandes vasos adyacentes (aferentes y eferentes).



Higado: correspondera anatomicamente al organo del mismo nombre y debe
expenderse sin vesicula y sin ganglios adyacentes. Schiffner et al. (1996),
menciona que el higado es uno de los productos de la matanza que con mayor

rapidez se descompone y deteriora. Sus caracteristicas suelen ser:

e Proporcion elevada de proteina soluble en agua.
e Alto valor de pH

e Organo almacenante de hidrato de carbono.

Pulmones, corresponde anatomicamente al 6rgano del mismo nombre.

Rifiones, corresponde anatomicamente a los 6rganos del mismo nombre y debe

comercializarse libre de grasa perirenal.

En el Cuadro 3 se resumen los requisitos microbiologicos para las visceras refrigeradas y

congeladas.

Cuadro 3: Requisito microbiolégicos para Visceras Refrigeradas vy

Congeladas.

Agentes microbianos Categoria | Clases | n | ¢ m M
Aerobios Mesofilos (30°C) 2 3 512 10° 10’
Salmonella en 25¢ 10 2 5 | 0 | Ausencia/25g
Escherichia coli 5 3 512 50 5x 102

FUENTE: MINSA (2008)

De otra parte, se muestra informacion sobre los pesos y composicion proximal de las

visceras de cuy en los cuadros 4,5y 6.



Cuadro 4: Pesos promedios de visceras de cuyes de tres meses de edad.

Organos Machos Hembras Promedio
(@) (@) (@)
Corazon 3.04 2.54 2.79 + 0.76
Pulmones 5.41 4.29 485 + 151
Higado 2491 21.,66 23.29 + 6.03
Rifion 6.46 5.66 6.06 + 1.43
Bazo 1.04 1.20 1.13 + 0.26
Estémago vacio 5.75 5.50 563 + 1.34
Estémago lleno 18.16 16.50 17.33 £ 7.54
Intestino 87.75 82.33 85.04 +14.91

FUENTE: INIA (1994) citado por Chauca (1997)

Cuadro 5: Estadistica descriptiva de Pesos vivo y 6rganos de cuyes de Lima

(150 msnm) y de Huancayo (3280 msnm).

Nivel del mar Altura
Pesos n=10 n=10
Media + DE Media + DE
Peso vivo 979.62 £ 65.25 1440.50 + 144.75
Pulmones 6.50 £ 1.25 8.49+1.18
Corazon 2.91+0.26 3.26 £ 0.37
Higado 24.46 + 2.10 52.23+2.82
Rifiones 7.31+0.49 10.10 £ 0.95

FUENTE: Clavo y Ramirez (2002)




Cuadro 6: Anélisis proximal de érganos de cuyes (mg/g tejido himedo).

Organo Nivel del Mar Altura )
n=10 n =10
Humedad 787.05 + 10.81 | 777.03 + 4.63 | <005
Ceniza 928 + 0.72 12.27 + 0.53 <0.01
Pulmones
Proteina 162.25+ 10.76 | 170.80 = 7.66 n.s.
Lipidos 38.75 + 356 | 27.18 + 3.15 | <0.001
Carbohidratos | 267 + 048 | 12.72 + 2.64 | <001
Humedad 76896 + 864 | 77695 + 885 | .
Ceniza 1150 + 1.34 | 10.04 + 148 <0.05
Corazon | Proteina 180.60 + 7.42 | 180.38 + 8.26 n.s.
Lipidos 33.98 + 379 | 2373 + 1.94 | <0.001
Carbohidratos 530 + 0.78 890 + 024 <0.001
Humedad 672.48 + 11.01| 627.07 + 9.45 | <0001
Ceniza 10.38 + 0.73 11.02 £ 0.55 <0.05
Higado Proteina 20891 + 8.81 | 19742 + 7.56 | <0.05
Lipidos 85.10 + 12.92 |123.05 + 10.84 | <0.001
Carbohidratos | 2313 + 6.20 | 41.44 + 556 | <0.001
Humedad 775.86 + 6.63 | 780.39 + 548 | ps.
Ceniza 10.53 + 0.66 11.18 + 1.15 n.s.
Rifiones |Proteina 162.04 + 590 | 162.89 = 5.30 n.s.
Lipidos 3373 + 337 | 37.13 + 344 | <0.05
Carbohidratos 17.84 + 037 8,41 + 0.98 <0.001

FUENTE: Clavo y Ramirez (2002)

2.3.

HIERBA BUENA

2.3.1. GENERALIDADES

La hierba buena (Mentha spicata) es una hierba perenne, de crecimiento rapido, que

pertenece a la familia de las lamindceas. Se emplea en gastronomia y perfumeria por su




aroma intenso y fresco. Para describirla se puede decir que ésta es una planta perenne de
tallo fino y erecto, que alcanza hasta 60 cm de altura. Sus hojas dan su nombre por su
forma lanceolada (spica significa “lanza” en latin); son muy aromaticas, serradas, glabras,
pilosas por el envés y de color verde claro brillante. Son apenas distinguibles las bracteas
de la inflorescencia. Las flores aparecen principalmente durante los meses de verano,
poseen un céliz con cinco sépalos aproximadamente iguales y garganta glabra. La corola es
lila, rosa o blanca, y muy glandulosa, de hasta 3 mm de largo. Las raices son extensas e
invasivas (FEN, 2011).

2.3.2. ASPECTOS BOTANICOS

a. Clasificacion taxondmica

Segun el sistema de clasificacion de A. Cronquist (1988) citado por Mamani (2003), la

especie vegetal Mentha spicata tiene la siguiente clasificacion taxonémica:

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Sub clase: Asteridae

e Orden: Lamiales

e Familia: Lamiaceae

e Género: Mentha

e Especie: Mentha spicata |.

e Nombre vulgar: “Menta”

b. Caracteristicas botanicas

Segun Resquin et al. (2011) la descripcidn botanica de la Mentha spicata es la siguiente:

e Planta perenne, de 30-50 cm altura, ascendente, suavemente aromatica, rizomatosa.

e Tallos ramificados, principalmente a partir de la zona media con pubescencia rala

de coloracion rojizo morado.
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Hojas subsésiles con peciolos de 1-1,5 mm de longitud, de 2-4 x 1-2 cm,
lanceoladas u ovado-lanceoladas, glabras o glabrescentes, con pelos simples ralos
en ambas caras o principalmente sobre las nervaduras en la cara abaxial.
Inflorescencia terminal, conica, de 3-5 cm x 5-8 mm, alargada y estrecha.

Bracteas foliaceas; bractéolas filiformes, de borde ciliado, las del apice de la
inflorescencia por lo general mayores que las flores.

Flores lilas o viol&ceas, claras, pediceladas; pedicelos de 1-2 mm, pubescentes.
Caliz de 1,5-3 mm, persistente, infundibuliforme, dientes iguales o desiguales, los 3
inferiores mas largos, glabros o ciliados en el borde.

Corola de 2,5- 4 mm, Iébulo dorsal mas ancho, glabra o con pelos cortos, pocos
pelos peltados.

Filamentos estaminales de 4 mm, generalmente exertos; anteras elipsoides.

Estilo de 3 mm, ramas estigmaticas desiguales.

2.3.3. USOS

Los usos mas frecuentes se describen a continuacion:

a. Medicina

Segin INFOMED (2003) la hierba buena tiene las siguientes propiedades medicinales

reconocidas:

Cuadro 7: Propiedades medicinales reconocidas de la hierba buena (Mentha

spicata).
Sistema Accidn farmacoldgica
o Antiespasmadico
Digestivo o

Carminativo

o Antiséptico
Respiratorio B )
Antiinflamatorio

Piel y mucosas Antiséptico

FUENTE: INFOMED (2003)



Como forma farmacéutica descrita es un medicamento vegetal. Su via de administracion
puede ser oral, topica, inhalatoria (INFOMED, 2003).

Ademas segun FEN (2011) la menta es una de las plantas méas conocidas y utilizadas de
entre las plantas medicinales. Sus hojas contienen un aceite esencial cuyo compuesto
principal es el mentol. Sus propiedades principales son: antiespasmddica, antiséptica,
calma la pared interna del estomago, ayuda a acelerar la digestion y estimula la secrecion
de la bilis. La menta ayuda a calmar los célicos o espasmos intestinales, las nauseas y las
flatulencias. Es también una buena ayuda contra los parasitos intestinales (vermifugo) y
estimula el sistema nervioso.

b. Alimentacién

Su uso estd bastante extendido como saborizante y aromatizante en la gastronomia

mundial. Siendo tipico su uso en la culinaria local por su aroma caracteristico.

¢. Industria

Utilizada como agente saborizante en las industrias farmacéutica, alimentaria y de bebidas.
El aceite o algunos de sus componentes se utilizan en la preparacion de productos de
perfumeria y cosméticos (INFOMED, 2003).

2.3.4. COMPOSICION QUIMICA DE LA HIERBA BUENA

La composicién quimica de las hojas de menta y de su aceite varian con la naturaleza de la
planta, variedad, region geogréafica y condiciones de procesamiento (McKay y Blumberg,
2006).

Ademas segin McKay y Blumberg (2006) el contenido de polifenoles totales de hojas en
hierbabuena es de aproximadamente 19-23 por ciento (flavonoides 12 por ciento), que
incluye 59-67 por ciento eriocitrina y acido rosmarinico, 7-12 por ciento luteolina 7-O-

rutindsido, 6-10 por ciento hesperidina.
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La Mentha spicata contiene aceites volatiles, resinas, taninos, cumarinas, flavonoides,
esteroides, alcaloides. El constituyente principal es la carvona junto con algunos otros
componentes monoturpenos como limoneno, felendreno, dihidrocarveol, cetato, cineol,
alfa pineno y linalol. Por lo que posee propiedades antieméticas también utilizados como
analgésico, estimulante, expectorante y carminativo, para la digestion / ingestion. Puede
también actuar como refrigerante, analgésico, afrodisiaco, estimulante, expectorante y anti
inflamatorio. Antiséptico, antiespasmodico, diurético y ademas la menta verde se ha
estudiado por su actividad antifungica; en aceite esencial se encontrd que tenia un poco de

actividad antifungica (Sweetie et al., 2007 citado por Ullah et al., 2011).

En el Cuadro 8 se detallan los componentes fendlicos reportados previamente en hojas de

Mentha spicata de diferentes procedencias, recopilados por Brahmi et al. (2015).

Cuadro 8: Compuestos fenolicos encontrados en la hierba buena (Mentha

spicata).
Componente Componente fenolico detectado Origen Referencia
e Acidos caféico, clorogénico y e Finlandia | e Dorman etal.,
Acidos rosmarinico 2003
fenolicos e Acido galico e Grecia e Proestos et al.,
2005
e Acidos galico, clorogénico, caféico, |® Finlandia | e Kivilompoloy
vanilico, siringico, cumarico, Hyotylaine,
ferdlico, rosmarinico 2007
e Acidos galico, 3,4- e Grecia e Papageorgiou
dihidroxibenzoico, vanilico, cafeico, et al., 2008
ferdlico, rosmarinico
e Diosmetina, diosmina, diosmina-7- | e India e Sankara et al.,
Flavonoides | glucésido 1972
e Thimonin 5,6,4'-trihidroxi-7,3'- e Espafa e Tomas et al.,
dimethoxiflavona 1988
e Eriocitrina, luteolina glucosido, e Finlandia | e Dormanetal.,
isorhoifolina, luteolina, apigenina 2003
e Apigenina, rutina, catequina e Grecia e Proestos et al.,
2005
¢ Rutina, escopoletina e Rep.Checa | e Adam et al.,
2009
¢ Catequina, epicatequina, rutina, e Malasia e Bimakr et al.,
miricetina, luteolina, apigenina 2011

FUENTE: Brahmi et al.(2015)




2.4, COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos en los alimentos y productos nutracéuticos, son uno de los
principales metabolitos secundarios en plantas, derivados de fenilalanina y, en menor
medida en algunas plantas, también a partir de tirosina. Quimicamente, los compuestos
fendlicos pueden ser definidos como una sustancia que posee un anillo aromatico que lleva
uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo arreglos que derivan en su funcionalidad. Su
presencia en los tejidos animales y materiales no vegetales se deben generalmente a la
ingestion de alimentos vegetales. Compuestos fendlicos sintéticos también pueden entrar
en el sistema alimentario a través de su incorporacion intencional con el fin de evitar la

oxidacion de sus componentes lipidicos (Shahidi y Naczk, 2003).

En los alimentos pueden estar presentes diferentes compuestos denominados metabolitos
secundarios, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos, los cuales provienen de
plantas y frutos. Poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria, quimioprotectora,
neuroprotectora, reguladora de la glucosa, moderadora del metabolismo de lipidos, entre
otras (Munguia et al., 2011).

Segun Gracia (2007) los compuestos fendlicos presentan un numeroso grupo ampliamente
distribuido en la naturaleza. Son componentes importantes en la dieta humana, el consumo
promedio de fenoles en los paises europeos se estima en 23 mg/dia. Existe un interés
creciente en los compuestos fendlicos debido a su efecto contra algunas enfermedades
como ciertos canceres y desordenes cardiacos derivados de su poderosa actividad

antioxidante.

Los compuestos fenolicos presentes en la dieta mejoran la estabilidad frente a la oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), proceso que ha sido asociado de forma
significativa con la génesis de aterosclerosis y enfermedades del corazon (Steinbert et al.,
1989). Los compuestos fendlicos presentes en las frutas incluyen a un amplio rango de
componentes con actividad antioxidante, tales como los acidos hidroxicinamicos,
hidroxibenzoicos, flavonoles, flavanoles, antocianinas, etc. La abundancia relativa de cada

uno de estos compuestos depende en gran medida de la especie, tipo de cultivo, piel y parte
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comestible o pulpa, suelo, estado de madurez, horas luz, incluso de la fertilizacion
(Eberhardt et al., 2000; Barberan et al., 2001; citado por Garcia et al., 2011).

Segun Gonzales (2013), los compuestos fenolicos se clasifican en tres grandes grupos:
e Fenoles simples y acidos fendlicos
e Flavonoides

e Taninos

2.4.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenodlicos poseen una estructura quimica especialmente adecuada para
ejercer una accién antioxidante actuando como captores de radicales libres neutralizando
peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes. Ademas, debido a su
reactividad, se encuentran en la mayoria de los casos combinadas con un acido organico,

un azucar o bien, con ellas mismas para formar un polimero (Gracia, 2007).

Segln Jiménez y Girbés (2013) los compuestos fendlicos son atrapadores de radicales

libres. EI mecanismo de reaccidn es el siguiente:

OH

0
ROS | ‘

QOR

FUENTE: Jiménez y Girbes (2013)

Figura 1: Mecanismo de reaccion de compuestos fendlicos frente a radicales
libres.

En esta reaccion el fenol se oxida a quinona y después a perdoxido (- OOR). El peroxido
mas sencillo es el peroxido de hidrogeno de formula H202 (HO-OH). Los peroxidos

superiores se forman sustituyendo un hidrégeno del HO-OH por un resto R (RO-OH).



Cuando el peroxido se forma en una biomolécula, se pierde la funcion de dicha
biomolécula y ello puede provocar dafios serios en el funcionamiento de las células y los
tejidos (Jiménez y Girbés, 2013).

Segun Resat et al. (2007) citado por Gonzales (2013), los compuestos fendlicos pueden
exhibir su capacidad antioxidante de varias maneras como: (a) por su actividad captadora
hacia cualquiera de las especies reactivas al oxigeno (ROS) tales como OH, O2¢ -, 0 hacia
los radicales lipidicos como Re, ROe, y ROOe; generalmente se realiza a través de
transferencia de un &omo de hidrégeno o donacion electrones; (b) quelando iones
metalicos como el Fe3+, Cu2+ y Zn2+; y (c) la interacciobn con otros antioxidantes

(acciones cooperativas).

2.5. FLAVONOIDES

Los flavonoides, uno de los dos grandes grupos de compuestos fenolicos junto con los
acidos fendlicos, son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano.

Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares, CG-C3-C6, designadas

como A, B y C. Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano
central pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos y
antocianinas. El anillo pirano puede ser abierto (chalconas) y reciclado en un anillo furano
(auronas) (Gracia, 2007).

"
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FUENTE: Jiménez y Girbés (2013)

Figura 2: Estructura basica del esqueleto flavondlico.



Segun Jiménez y Girbés (2013), en funcién de los diversos sustituyentes y su colocacion
espacial aparecen diversas familias de flavonoides. Las familias mas importantes se

indican a continuacion, dando alguno de los ejemplos mas importantes de compuestos de

cada familia.
Flavonas Isoflavonas
R
OH
OH
HO 0
OH 0 -
Riy=H, Rz=H Daidzein
R, =H. Apigenin R;=0H; Rp=H Genistein
R, = OH: Luteolin R =H; R;=0CHj;: Glycitein
Flavonoles Flavanoles
Ry
OH
OH
OH
0
HO. Rs
OH Ry
OH o
Ry=H, R, =H:. Kaempfercl oH
Ry=0OH: R,=H: Quercetin .
Ry=0H: Ry OH: Myricetin Ry=H: (+)}Calechin
Ry = OCHs; R; = H: Isorhamnetin R4 = OH: (+)-Gallocatechin
Antocianidinas
Ry
OH
O'#
HO X Ry

/ OH

OH

Ry =H;: R, = H: Pelagonidin
R1=0H; Ry=H: Cyanidin
Ry=0H; R,;=0H: Delphinidin
R{=0CHs R; =0OH: Petunidin
Ry = OCH3; R, = OCH3: Malvidin

FUENTE: Jiménez y Girbés (2013)
Figura 3: Familias mas comunes de flavonoides presentes en los alimentos.



2.5.1. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LOS FLAVONOIDES

Segun Jiménez y Girbés (2013) Los efectos fisioldgicos de los flavonoides son muy

diversos. A continuacion se indican algunos de los mas importantes.

e Accion antiinflamatoria
- Inhibicion de la fosfolipasa A2 (efecto parecido a la aspirina)
- Inhibicion de la prostaglandina sintetasa
- 5-lipooxigenasa
- Ciclooxigenasa (COX)
- Inhibicion de la liberacion de histamina
- Inhibicion de la migracion celular
- Accion antirradicalaria
e Proteccion vascular
- Inhibicion de la catecol O-metil transferasa (aumento de catecolaminas)
- Aumento de la resistencia vascular
- Efectos anti-agregantes plaquetarios
e Efecto sobre la Ulcera péptica
- Efecto gastroprotector
- Aumento de la cantidad y calidad del mucus gastrico
- Accion vasoprotectora
- Actividad antirradicalaria y antioxidante
e Efecto anti-secretor
- Disminucién del volumen y la acidez del jugo géastrico
- Disminucién de la secrecion de pepsina
- Inhibicion de la histidin descarboxilasa (bloqueo de la sintesis de
histamina)
e Proteccion de la vitamina C en los zumos frescos de frutas
e Accidn anti-tumoral (quercetina-ensayos clinicos, kaempferol, apigenina)
e Efectos antialérgicos (quercetina, apigenina)
e Efectos antimicrobianos y antivirales (quercetina, rutina)
e Efectos diuréticos, antihepatotdxicos, espasmoliticos

e Efectos sobre el metabolismo de lipidos
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¢ Inhibicion de la oxidacion de LDL-bloqueo de la formacion de ateromas
e Anti-hipercolesterémicos-efecto en genotipos E2 y E3

¢ Inhibicion de la lipasa intestinal-menor absorcion de lipidos

2.6. EMBUTIDOS CARNICOS COCIDOS

2.6.1. DEFINICION

Schiffner et al. (1996), denominan embutidos cocidos a todos aquellos que se elaboran con
materia prima cocida y que una vez embutidos o conservados, son tratados otra vez al
calor. Dependiendo del tipo de embutido se agregan determinadas materias primas en

crudo.

2.6.2. PRINCIPALES EMBUTIDOS COCIDOS

a. Embutido de Higado
Son aquellos cuya consistencia y untuosidad se deben a una emulsién lipido—proteica. En
el Cuadro 9, se muestra la composicion quimica del paté, donde se aprecia su alto

contenido en grasa.

Cuadro 9: Composicion quimica del paté (100g).

Agua 35.009
Proteina 10.90 g
Grasa 49.80 g
Carbohidratos 1.10¢g
Ceniza 3.20¢
Minerales y Vitaminas:

Calcio 57.0 mg
Faésforo 289 mg
Hierro 7.10 mg
Tiamina 0.07 mg
Riboflavina 0.24 mg
Niacina 2.25mg

FUENTE: Collazos et al. (1996)



b. Embutidos de Sangre

En esta clasificacion encontramos a la morcilla o relleno. La Norma Técnica Peruana
201.014 (INDECORPI, 1999), define a la morcilla o relleno como un embutido cocido
constituido por una masa hecha en base a sangre, grasa, recortes de visceras de porcino y
verduras; los cuales deben estar perfectamente triturados y mezclados y con agregados de
especias uniformemente distribuidas. En el Cuadro 10 se muestra la composicion quimica
del relleno, donde se aprecia su importante contenido proteico y niveles apropiados de

calcio, fésforo y hierro.

Cuadro 10: Composicion quimica del relleno (100 g).

Agua 75540
Proteina 144 g
Grasa 5.00 g
Ceniza 1909
Minerales y Vitaminas:

Calcio 63.0 mg
Faésforo 41.0 mg
Hierro 16.9 mg
Tiamina 0.02 mg
Riboflavina 0.06 mg
Niacina 0.86 mg

FUENTE: Collazos et al. (1996)
c. Embutidos de Gelatina
Cuya consistencia y firmeza al corte vienen determinadas por sustancias gelatinosas. Un
ejemplo comuan es el Queso de Chancho, el cual es un embutido cocido constituido por

tejido muscular conectivo y graso procedente de la cabeza de porcino, los cuales han sido
adecuadamente condimentados (Elias et al. 2000).

2.6.3. ELABORACION DE EMBUTIDOS COCIDOS

Los embutidos cocidos se fabrican con carne, grasa de cerdo, visceras, sangre y despojos.
Téllez (1978), menciona que estos productos son de textura blanda y que por su



composicion son de corta duracion. Las operaciones principales para la elaboracion de

embutidos cocidos son:

a. Seleccion

Weinling (1973) citado por Llerena (1982), menciona que cuantas mas frescas sean las
materias crudas empleadas y mas cuidadosa sea su manipulacion, en especial si se trata de

visceras, mejor sera la calidad del embutido.

b. Picado

El objetivo es reducir el tamafio de particula de la masa y aumentar la superficie de
contacto (Girard, 1992). Ademas Téllez (1978) recomienda para la elaboracién de relleno,
picar las carnes y visceras en discos de 6 mm y las grasas en discos de 4 mm., las verduras
luego de ser escaldadas y picadas deben ser guardadas en artesas entre 3 a 6°C por 24

horas en depdsitos adecuados y bien protegidos.

c. Embutido
Tiene por finalidad introducir la masa en la tripa para constituir las piezas (Frey, 1983).
Grau (1965) citado por Rivera (1984), sostiene que para los embutidos de sangre se
prefieren envolturas naturales de bovino o porcino con diametros de 50-55 a 60-65 mm.

d. Coccion
Las materias primas ya embutidas en la tripa deben sufrir un proceso de coccion para
uniformizar la masa y a la vez conferirle més tiempo de conservacion (Weinling, 1973
citado por Llerena, 1982).

e. Enfriado

Tellez (1978) sefiala que se debe enfriar sobre una mesa por espacio de 10 a 15 minutos y
luego ser colgados para su oreo completo.
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2.6.4.

Seleccion de materias primas

Tratamientos preliminares de las materias primas
(Reduccion de tamafio, premezclas, precoccion, salado/curado, etc.)

Mezclado

Embutido y atado

Coccion y enfriamiento

Secado y ahumado
(opcionales)

Almacenamiento - conservacion

FUENTE: Cabeza (2006)

Figura 4: Diagrama general para la elaboracion de embutidos cocidos.

PRINCIPALES DEFECTOS EN LOS EMBUTIDOS COCIDOS

Entre los principales defectos en los embutidos cocidos se pueden encontrar los siguientes:

Alteraciones de aspecto y textura, normalmente causado por una temperatura y/o
tiempo de coccidn inadecuado. Son especialmente frecuentes en las morcillas y en
los fiambres de gelatina. También se menciona la permeabilidad de las tripas como

un posible causante.

Exudacion, por la incorrecta proporcién entre la grasa y el higado o entre la grasa y
carne magra. También es frecuente la formacion defectuosa de la emulsion cuando
no se aplican las temperaturas Optimas al mezclar los diferentes ingredientes
(Schiffner et al., 1996).

Olores y sabores anémalos, causada por una coccidn incorrecta, falta de escurrido,
presencia de bilis en la materia prima, uso de grasa alterada o proliferacion de



bacterias acidificantes. Asimismo, Schiffner et al. (1996) también mencionan a las
tripas como un posible causante de la alteracion del aroma, al no ser limpiados bien

antes de su utilizacién.

e Putrefaccion, suele originarse por la presencia de gran cantidad de bacterias

esporulantes y por almacenar los productos en condiciones incorrectas.

e Enranciamiento, Schiffner et al. (1996), menciona que la elevada cantidad de grasa
de las morcillas la hace especialmente sensible al enranciamiento. Por lo que es

recomendable almacenarla en lugares oscuros y frescos.

2.6.5. REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA LOS EMBUTIDOS COCIDOS

Los requisitos microbioldgicos para los embutidos cocidos, se resumen en el Cuadro 11.

Cuadro 11: Requisitos microbiolégicos para embutidos con tratamiento
térmico.

Agentes microbianos | Categoria Clases n C m M
Aerobios mesofilos 3 3 5 1 5x10* 5x10°
Escherichia coli 6 3 5 1 10 102
Staphylococcus aureus 8 3 5 1 10 10?
Clostridium perfringes 8 3 5 1 10 102
Salmonella en 25¢g 10 2 5 0 Ausencia /25g
Listeria monocytogenes 10 2 5 0 Ausencia /259

FUENTE: MINSA (2008)

2.7. OXIDACION LIPIDICA

2.7.1. OXIDACION DE LIPIDOS EN PRODUCTOS CARNICOS

La oxidacion de los lipidos de la carne es un fendbmeno espontaneo que se produce aln a
temperaturas de refrigeracion y congelacion (Baur, 1999; citado por Cabeza, 2006). Tiene
lugar por un mecanismo de reaccion en cadena mediado por radicales libres y los propios

productos originados en la reaccion (Nogala-Kalucka et al., 2005).



Independientemente del deterioro microbiano, la oxidacion de lipidos es el principal factor
de reduccion de la calidad de la carne y productos carnicos. Aungue las reacciones
oxidativas de lipidos contribuyen a ciertos atributos de calidad deseables tales como el
desarrollo de un agradable sabor en carnes cocidas, el efecto global de la oxidacion lipidica
es negativa dando lugar a efectos adversos en los rasgos sensoriales, valor nutricional y la
salubridad de los alimentos carnicos (Kanner, 1994; Morrissey et al, 1998 citado por
Estévez, 2005).

La oxidacién lipidica es un proceso de degradacion que resulta en la rancidez en la carne
cruda y alteracion de sabor en la carne cocinada. Es una de las causas principales de
deterioro del color, la textura, y el sabor de fresco, congelado, y carne cocida. El
almacenamiento de la carne precocida durante un corto periodo da como resultado el
desarrollo de un caracteristico sabor desagradable causado por la peroxidacion catalitica de
los fosfolipidos en biomembranas (Kanner, 1994). Ademas de la consecuencia de la
peroxidacion lipidica en cambios de sabor en la carne, color y textura, la autooxidacion de
los lipidos insaturados y de colesterol resulta en la generacion de compuestos aterogénicos
(Addis y Park, 1989, citado por Liu et al., 1995).

La estabilidad de la carne a la oxidacidén depende de varios factores intrinsecos como la
composicion de la grasa y de la actuacién de compuestos 0 mecanismos con caracter
antioxidante o prooxidante presentes (Morrissey et al., 1998). Entre estos factores cabe
destacar, por su presencia en los embutidos de sangre, el hierro, en forma hémica y no
hémica, que juega un papel claramente prooxidante formando compuestos activados con el
oxigeno y con los hidroperoxidos que actan como catalizadores de la oxidacién (Cabeza,
2006).

2.7.2. MECANISMO DE OXIDACION LIPIDICA

La autooxidacion de las grasas procede via mecanismos en los que participan radicales
libres, como ponen de manifiesto: (a) su acusada inhibicion por sustancias que se sabe
interfieren con reacciones bien conocidas que transcurren por vias radicalarias, (b) los
efectos cataliticos de la luz y las sustancias que generan radicales libres, (e) rendimientos

elevados en hidroperoxidos, ROOH, (d) rendimientos cuanticos superiores a la unidad,
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cuando las reacciones de oxidacion son iniciadas por la luz y (e) un periodo relativamente

largo de induccion si se inician con sustratos puros (Fennema, 2000).

El mecanismo global de oxidacion de &cidos grasos es generalmente un proceso de
radicales libres, que incluye las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion (Frankel,
1984). En la etapa de iniciacion el radical lipidico, Re; se forma a partir del lipido (RH),
usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por trazas de metales. El
radical lipidico formado reacciona rapidamente con oxigeno para dar un radical peroxilo,
ROOe¢; el cual ataca otra molécula de lipido y sustrae un 4tomo de hidrogeno para formar
un hidroperdxido lipidico ROOH, y un nuevo radical lipidico, que inicia de nuevo la
secuencia de propagacion. De esta manera, muchas moléculas de lipidos pueden ser
oxidadas hasta hidroperdxidos por muchas formas de iniciacion. El ciclo de propagacion es
interrumpido por las reacciones de terminacion, en las cuales hay consumo de los
radicales. Las interacciones bimoleculares de radicales libres originan productos no-

radicales muy estables (Rojano, 1997).

Segin Fennema (2000), la oxidacion lipidica no es un proceso Unico que siga una
secuencia estricta. En diferentes zonas del alimento pueden estar teniendo lugar diversos
eventos. Generalmente las distintas reacciones se solapan y la velocidad de cada una de

ellas varia de acuerdo con las condiciones reinantes en cada zona del alimento.

Iniciacion Acilo graso (R-) y formacion de radicales (RO2")

(R'+0, —> RO,
Propagacion <
RO, +RH —> ROOH + R

s

2R —
Terminacion | R* + RO, — > Productos estables

2RO, —

.

FUENTE: Frankel (1984)

Figura 5: Mecanismo de oxidacion lipidica.



2.7.3. MEDIDA DE LA OXIDACION LIPIDICA

e Test de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico

El malonaldehido, MDA, (1,3- propanedial) es un producto secundario de la oxidacion
lipidica, es un dialdehido que posee 3 moléculas de carbono con grupos carbonilos en las
posiciones C1 y C3. Existen diferentes teorias acerca de los posibles mecanismos de la
formacion de MDA, a través de hidroperoxidos formados de los 4acidos grasos
poliinsaturados con 3 dobles enlaces (trienos) o mas, asociados a fosfolipidos. La cantidad
de MDA ha sido utilizado cominmente como un indicador de la oxidacion lipidica en
musculos de carne, los factores que determinan la medida y la cantidad de MDA que se
forma de los acidos grasos poliinsaturados son: el grado de insaturacion de los acidos
grasos, la presencia de metales, el pH y la temperatura y tiempo de calentamiento a la que
es sometida durante su andlisis (Estévez et al., 2008).

Segun Laguerre et al. (2007), el test del acido tiobarbiturico, implica la reaccion de acido
tiobarbiturico con malonaldehido producido por la descomposicién del hidroperdxido de
lipidos para formar un cromdforo rojo con pico de absorbancia a 532 nm. Este complejo
color rojo resulta de la condensacion de 2 moles de TBA y 1 mol de malonaldehido, bajo el
efecto conjunto de la temperatura media y pH. TBA se define como la cantidad de

malonaldehido (en mg) presente en 1 kg de muestra.

0
g N OH HO N SH
(o] o] o S T -, A,
N = e
AL =L T
S Vi ‘*::T SCH—CH=CH-"
OH OH
MDA TBA MDA-TBA Aducto

FUENTE: Cayman (2013)
Figura 6: Reaccion entre el MDA y el TBA.

Existen compuestos que no se producen en la oxidacion lipidica y reaccionan con el TBA
para dar el pigmento rojo caracteristico. Por ejemplo, la sacarosa y algunos componentes

del humo. Cuando estén presentes en las muestras a ensayar, los resultados deben



corregirse para compensar estas interferencias. Por otro lado, si parte del malonaldehido
reacciona, en un sistema en oxidacion, con proteinas, se obtienen valores de TBA
anomalamente bajos. Ademas, no pueden establecerse correlaciones consistentes entre las
valoraciones sensoriales y los indices de TBA, porque es distinta la cantidad de productos
que reaccionan con el TBA presentes en un determinado grado de desarrollo del proceso
oxidativo en los distintos alimentos. La prueba del TBA resulta Gtil para comparar
muestras de un determinado producto en distintas etapas del proceso oxidativo (Fennema,
2000).

2.8. DETERIORO MICROBIOLOGICO

2.8.1. ALTERACION MICROBIOLOGICA DE EMBUTIDOS CARNICOS
COCIDOS

Los mecanismos de actuacién de los microorganismos en la alteracion de los alimentos
radican fundamentalmente en el metabolismo asociado a su crecimiento. Las actividades
metabdlicas ocasionadas por la proliferacion microbiana traen como consecuencia la
degradacion y/o transformacion de los componentes de los alimentos en general y de los

productos carnicos cocidos en particular (Cabeza, 2006).

Los cambios ocasionados por la accién microbiana en los productos carnicos cocidos se
manifiestan con una modificacién de la apariencia, mediante la formacion de limosidad
superficial, exudados lechosos, desarrollo de colonias visibles, produccion de gas,
decoloracion por oxidacion del pigmento carnico o enverdecimiento, asi como con la
aparicion de olores y sabores atipicos: putrefaccion, acidificacion, agriado, olores a queso,
sudor, etc. (Hayes, 1993 citado por Cabeza, 2006). En el laboratorio, el potencial de
alteracion de un microorganismo se define como la capacidad de un cultivo puro para
producir los metabolitos asociados a la alteracién de un producto particular (Gram et al.,
2002).

En el alimento, para que los microorganismos puedan modificar las caracteristicas de los

alimentos en general y de los productos céarnicos cocidos en particular y producir su
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alteracion, se necesita que estos se encuentren por encima de una determinada poblacion.
La poblacion con la cual se inicia la alteracion normalmente esté en el intervalo de 10°-108
ufc/g o cm?. Cuando se produce el deterioro de los alimentos y el nimero de bacterias es
bastante inferior al mencionado, es presumible que su origen no sea bacteriano (Hayes,
1993 citado por Cabeza, 2006). Sin embargo, ni el recuento de microorganismos totales, ni
el de grupos microbianos alterantes puede predecir directamente la calidad de los
productos carnicos cocidos (Gram et al., 2002), este es solo un valor orientativo pues hay

otros muchos factores que pueden influir (Cabeza, 2006).

En funcion al envasado y las condiciones de almacenamiento se puede diferenciar la
microbiota dominante y el tiempo de vida del producto carnico cocido. A continuacion se

mencionan las dos situaciones mas comunes en la industria carnica.

e Almacenamiento refrigerado en presencia de aire

Cuando los productos carnicos cocidos son almacenados a refrigeracion en presencia de
aire hasta producirse su alteracion microbiana, se observa la presencia mayoritaria de
microorganismos psicrotrofos aerobios y anaerobios facultativos en su superficie, o en el
interior siempre y cuando haya suficiente cantidad de oxigeno (alto potencial redox). En
embutidos carnicos almacenados en presencia de aire, el potencial redox puede ser alto y
variable, segun Cabeza (2006) el potencial de éxido reduccién en morcillas de cerdo puede

Ilegar a maximos de entre 100 y 200 mV.

La microbiota dominante es variable y suele estar compuesta por uno o mas de los
siguientes grupos microbianos: Pseudomonas spp., bacterias acido lacticas (BAL), B.
thermosphacta y/o levaduras, y también aunque mas ocasionalmente por Bacillus spp.,
Micrococcus spp. y Enterobacteriaceae (Krabisch, 1992; citado por Cabeza, 2006). La vida
util observada en condiciones de almacenamiento suele ser menor a 15 dias (Borch et al,
1996).

e Almacenamiento refrigerado con atmdsfera modificada

El envasado con atmosferas modificadas también es frecuentemente utilizado para este tipo

de productos y estan compuestas normalmente por 20 por ciento de CO2 y 80 por ciento de

30



N.. La eliminacion del oxigeno junto con la presencia de CO2 retrasa el crecimiento de los
microorganismos. La flora aerobia se ve considerablemente inhibida. Las BAL acusan
menos la presencia de CO, que otros microorganismos anaerobios y anaerobios
facultativos alterantes como B. thermosphacta, enterobacterias y levaduras, por lo que
constituyen la flora dominante en los productos carnicos cocidos envasados en atmaosferas
modificadas. Los principales géneros asociados con la alteracion son Carnobacterium spp.,
Lactobacillus spp., Pediococcus spp., y Leuconostoc spp. (Barakat et al., 2000; citado por
Cabeza). El crecimiento microbiano en general parece ser mas lento en las atmosferas
modificadas con respecto al vacio y por lo tanto la alteracion del producto puede verse
retrasada unas semanas mas (Borch et al., 1996).

2.9. EXTRACTOS HERBALES COMO AGENTES ANTIOXIDANTES

En la actualidad, la industria de los alimentos esta empezando a utilizar especias y
extractos de las mismas en la formulacidn de sus productos con el fin principal de retrasar
la oxidacion y no de contribuir al aroma. En este sentido a la hora de obtener extractos de
especias se busca obtener la mayor cantidad de compuestos antioxidantes reduciendo en lo

posible la presencia de compuestos aromaticos (Madsen y Bertensen, 1995).

Varios estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de frutas y verduras y los
de antioxidantes naturales seleccionados, tales como polifenoles vegetales, vitamina C y
flavonoides se correlaciona con una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y
cronicas y ciertos tipos de cancer. El uso de antioxidantes sintéticos en los alimentos para
la prevencion de la oxidacion de lipidos no se recomienda debido a la potencial
carcinogenico percibido. Durante los ultimos afios, mucho esfuerzo se ha dedicado a la

exploracion de antioxidantes viables, seguros y naturales (Anwar et al. 2010).

El efecto antioxidante de cada una de las especias depende a su vez de varios factores
(Madsen y Bertensen, 1995). Uno de ellos es el sustrato del alimento donde se encuentran,
ya que la actividad antioxidante de determinadas especias puede verse potenciada por la
presencia de determinados compuestos, por ejemplo un estudio realizado por Yanishlieva
y Marinova (2001) han descrito determinados sinergismos entre los antioxidantes de las

especias y los acidos organicos o los fosfatos. También, el efecto antioxidante varia en
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funcion de las diferencias de composicion de las especias debida a la region donde hayan
sido cultivadas. Igualmente, la concentracion de especia, si estd 0 no molida, si se utiliza
como tal o como extracto, o si el alimento es sometido a tratamiento térmico, asi como las
condiciones de almacenamiento (temperatura, tiempo, iluminacion, etc.) son otros factores

importantes de la accion antioxidante (Cabeza, 2006).

2.10. EXTRACTOS HERBALES AGENTES ANTIMICROBIANOS

Los extractos de plantas se han convertido en potenciales alternativas tanto para la
industria de medicamentos como para la alimentaria debido a la actividad antioxidante de
los compuestos naturales y al desarrollo de multirresistencia por parte de los

microorganismos a los conservantes y antibiéticos de uso comun (Falco et al., 2011).

Esta accion antimicrobiana se atribuye en gran medida a la presencia en sus aceites
esenciales de compuestos con grupos fendlicos activos y terpenos de bajo peso molecular
(Hirasa y Takemasa, 2002; citado por Cabeza, 2006). Ademéas Burt (2004) ha elaborado
recopilaciones de diversos estudios realizados durante el siglo pasado y el presente donde
ha quedado demostrado que diversos compuestos de los aceites esenciales como el eugenol
(canela, clavo y pimiento), carvacrol (orégano y tomillo), timol (orégano y tomillo),
aldehido cindmico (canela), borneol (menta) e isoborneol presentan efectos
antimicrobianos elevados y son bastante activos frente a E. coli, S. aureus, Salmonella

enteritidis entre otras bacterias.

La mayoria de los estudios se han centrado en comprobar la accion inhibitoria frente a
bacterias patdgenas mas que alterantes. De todos modos, parece estar bastante claro que los
aceites esenciales de hierbas y especias son mas activos frente a bacterias Gram-positivas
que contra Gram-negativas (Burt, 2004), ya que las primeras solo presentan la pared
celular que las aisla del medio exterior, mientras que las segundas presentan mecanismos
de resistencia mas complicados debido a que poseen una doble membrana (externa e
interna) lo que hace mas dificil la accesibilidad de los agentes antimicrobianos al interior
de la célula (Cabeza, 2006).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGARES DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los siguientes lugares, de acuerdo a

la etapa involucrada:

- Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional Agraria La Molina.

- Laboratorios de Anadlisis Fisico-Quimico de Alimentos, Investigacion e
Instrumentacion de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (Analisis fisicoquimicos).

- Laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Analisis fisicoquimicos).

- Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Industrias
Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Analisis
microbioldgicos).

- Laboratorio de Investigacién en Productos Naturales de la Facultad de Ciencias y

Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.2. MATERIA PRIMA

Se utilizd 10 kg de visceras rojas de cuy provenientes de aproximadamente 250 especies,
criados en el distrito de Pucyura, provincia de Anta, Cusco. Los cuales fueron criados y

sacrificados en la misma localidad, congelados y transportados a Lima por via aérea.

La hierba buena (Mentha spicata), procedente de Huancayo, fue adquirida en un mercado

local en el distrito de San Martin de Porres en el invierno del 2013.



3.3.

3.3.1.

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES

QD

. De soporte

Gradilla
Pinzas

Soporte universal

b. De uso especifico

Baguetas.

Bolsa de polietileno de cierre deslizable REYNOLDS.
Bombillas.

Campana desecadora.

Cépsulas metalicas.

Crisoles de porcelana.

Cuchillos.

Embudo de vidrio.

Espétulas.

Envase de pléstico de 1 L de capacidad..

Envase de vidrio ambar de 50 mL de capacidad.
Guantes.

Matraz Kitasato de 500 mL.

Papel de seda.

Papel filtro Whatman #40.

Placas Petri.

Placas Petrifilm 3M para recuento Total de Aerobios.
Placas Petrifilm 3M para recuento de Coliformes totales.
Plancha de calentamiento.

Sistema de destilacion por arrastre de vapor.

Tablas de picar.
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3.3.2.

(@]

Tubos de centrifuga.
Vasos de precipitado de 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mLy 1 L.

. Recipientes

Baldn de digestion Kjeldhal.

Matraz Erlenmeyer de 50 mL, 150 mL, 250 mL y 500 mL.
Tubos de ensayo.

Tubos de vidrio con rosca (13x10mm).

Picetas

. Volumétricos

Buretas de 25 mL.

Matraz volumétrico de 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL y 100 mL.
Pipetas de ImL, 5 mL y 10 mL.

Probetas de 25 y 50 mL.

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Agitador magnético FISHER SCIENTIFIC y magneto

Agitador tipo vortex, VELP SCIENTIFICA.

Agualab DECAGON DEVICES Mod. Series 3 TE

Balanza analitica ADAM, modelo CBW-12Ah.

Balanza eléctrica comercial CASIO.

Cémara de bioseguridad microbiologica ESCO Mod. LA2-4A3
Camara de incubacion MEMMERT

Centrifuga MLW, modelo T62.

Cocina a gas BOSCH

Cronometro CASIO.

Equipo de bafio maria MEMMERT, modelo TYP:WB14.

Equipo semi-micro Kjeldahl RELES: digestor y destilador.
Equipo Soxhlet KOSSODO: sifon, condensador y balén de vidrio.
Espectrofotdmetro MILTON TOY, modelo Spectronic Génesys 5.
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3.3.3.

e Estufa eléctrica HERAEUS, modelo KF-500.

e Estufa de vacio MEMMERT

e Homogenizador STOMACHER 400

e Horno mufla eléctrica HERAEUS GmbH.

e Micropipeta BRAND de volumen variable 20-250 pLL.
e Procesador de alimentos marca Phillips

e Potenciémetro digital HANNA.

e Rotavapor BUCHI

e Refrigeradora LG

e TermoOmetro digital CASIO

e TermoOmetro de mercurio BOECO

REACTIVOS

e 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (TEP), SIGMA-ALDRICH.

e 2,2-difenil-1picrilhidrazilo (DPPH), SIGMA-ALDRICH.

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox)
e Acido borico, MERCK, solucién de &cido boérico al 4%.

e Acido clorhidrico MERCK, solucion valorada al 0.1N.

e Acido galico, SIGMA-ALDRICH.

e Acido sulfarico concentrado, libre de nitrogeno, MERCK.

e Acido tiobarbitdrico (TBA), FERMONT.

e Acido tricoloaceitco (TBA), MERCK.

e Agua destilada,

e Arena de mar lavada grado fino, MERCK.

e Butilato hidroxitolueno (7,2% en etanol, v/v), SIGMA-ALDRICH.
e Buffer Tris-HCI, SIGMA-ALDRICH.

e Carbonato de sodio, MERCK.

e Catequina, SIGMA-ALDRICH.

e Cloruro de sodio (NaCl), FERMONT.

e Cloruro de aluminio (AICls), SIGMA-ALDRICH.

e Etanol al 96 por ciento, SIGMA ALDRICH.
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e Etanol al 99 por ciento, MERCK.

e FEter de petréleo, M. TEDIA.

e Fenoltaleina, FERMONT.

e Folin-Ciocalteu, SIGMA-ALDRICH

e Fosfato de sodio, CARLO ERBA.

e Fosfato de potasio, MERCK.

e Hidrdxido de sodio, MERCK.

e Metanol

e Nitrito de sodio (NaNOz), MERCK.

e Sulfato de Cobre (Il) pentahidratado (CuSO4.5H20), J .T. BAKER.
e Sulfato de Potasio anhidro (K2S04), JT. BAKER.

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. ANALISIS A LAS HOJAS FRESCAS Y POLVO DE HIERBA BUENA

Las hojas de hierba buena empleadas en la experimentacién fueron sometidas a los
ensayos descritos a continuacion para determinar su composicién quimica proximal.
Mientras que en la hierba buena molida solo se determiné el contenido de humedad.

a. Humedad

Las hojas de hierba buena fresca y molida deshidratada se sometieron al método por

desecacion en estufa hasta peso constante, segin la Norma AOAC (1995).

b. Proteina

Se siguid el método de la AOAC (1995), por cuantificacion de nitrégeno total por el
método Kjeldahl.
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c. Grasa
Se determino basado en la norma AOAC (1995), utilizando el digestor de grasa.

d. Fibra bruta

Se siguio el método de la AOAC (1995)

e. Cenizas

Se realizé basado en el procedimiento de la AOAC (1995), por incineracion completa

de los componentes orgéanicos de una muestra del alimento.

f. Carbohidratos

Por diferencia MS-INN Collazos (1993).

3.4.2. ANALISIS REALIZADOS AL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA
BUENA

Una vez obtenido el extracto etandlico de hierba buena se someti6 a los siguientes ensayos:

a. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH, se empled el
método de Yamaguchi et al. (1998) que fue usado también por Kannat et al. (2007). En el
ensayo se diluyeron 200 ul del extracto etanolico (diluido en etanol) con 800 pl de buffer
Tris-HCI (100 mM, pH 7.4). A esto se le adicion6 1 mL de solucion diluida de DPPH
(solucion de 500 uM DPPH en etanol) y se agité en un vortex vigorosamente. Los tubos
fueron almacenados a temperatura ambiente por 20 minutos protegidos de la luz. Luego la
absorbancia fue medida a 517 nm y el resultado fue transformado en porcentaje de
inhibicion, el cual fue reemplazado en una curva estdndar como equivalente de Trolox
(Anexo 1). Los resultados fueron expresados como TEAC (Actividad antioxidante

equivalente al Trolox).
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La curva estandar correlaciona la concentracion de Trolox (uM) con el porcentaje de

inhibicion, el cual se calculé mediante la siguiente formula:

% Inhibicion — (Absorbancia del blanco - Absorbancia del extracto) 100
o Inmbicion = Absorbancia del blanco )

b. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se utiliz6 el método de Folin y Ciocalteu (1927) descrito por Doroteo et al. (2013). Donde
de una dilucion 1/250 del extracto de hierba buena se tomé 100 pL y se le afadié 250 pL
de la solucion de Folin-Ciocalteu (diluido 1 en 2 con agua milli-Q), se sonicé por 5
minutos, luego se le afiadié 1250 pL de carbonato de sodio al 20 por ciento y 400 pL de
agua ultra pura. Se agitd vigorosamente, se cubrié de la luz y se le llevo a reporso por 90
minutos a temperatura ambiente. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en

un espectrofotémetro.

Se prepar6 una curva de calibracion de &cido galico cuyo rango de concentraciones finales
fue de 1-5 pg/mL, con la cual se estimo el contenido de compuestos fenolicos (Anexo 2).
Cada una de las muestras de acido galico fue procesada de manera similar a la muestra
problema. El contenido de compuestos fendlicos totales fue expresado en mg de &cido

galico /g de extracto.

c. Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides en el extracto de hierba buena fue determinado mediante el
ensayo colorimétrico con AICI3, propuesto por Ivanova et al (2010). De una dilucion 1/250
del extracto etandlico se tom6 0.5 mL y se le afiadi6 1.5 mL de agua destilada y 150 pL de
nitrito de sodio. Se dejo reposar por 5 minutos y se le afiadié 150 pL de cloruro de
aluminio. Se dejo reposar por 6 minutos y se le afiadio 1 mL de hidroxido de sodio, se

mezclé bien y se complet6 con agua destilada hasta un volumen final de 5 mL.

Para la cuantificacion de flavonoides totales, se elabord una curva de calibracion de

catequina a concentraciones finales de 8 a 60 pg/mL (Anexo 3). Las lecturas de
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absorbancia fueron realizadas en un espectrofotdmetro a longitud de onda de 510 nm. El

contenido de flavonoides totales fue expresado como mg de catequina /g de extracto.

3.4.3. ANALISIS REALIZADOS AL EMBUTIDO COCIDO DE VISCERAS
ROJAS DE CUY

a. Analisis fisicoquimicos

Con la finalidad de caracterizar el embutido carnico cocido hecho con visceras rojas de cuy
y adicién de hierba buena, se realizo el analisis proximal a la muestra de Tratamiento 1:
Embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy con 0 ppm de compuestos fendlicos
totales debido a la no inclusion del extracto etandlico de hierba buena. Para ello se

emplearon los siguientes métodos:
e Humedad

Por desecacion en estufa segun el método de analisis de carne y productos carnicos que
cita la NTP 1SO 1442 de INDECOPI (2006b).

e Proteina

Segun el método de analisis de carne y productos carnicos que cita la NTP 201.021 de
INDECOPI (2002b). Cuantificando el nitrégeno total por el método de Kjeldahl.

e Grasa

Se obtuvo por medio del extractor Soxleht basandose en el método de anélisis de carne y
productos carnicos que cita la NTP 201.016 de INDECOPI (2002a).

e Cenizas

Por medio de la calcinacién en mufla segun el método de analisis de carne y productos
carnicos que cita la NTP 201.022 de INDECOPI (2002c).

e Carbohidratos

Por diferencia MS-INN Collazos (1993).
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' pH
Se realizé siguiendo la metodologia de la NTP-1SO 2917 (INDECOPI, 2005).
e Determinacion de la actividad de agua (Aw)

Se determind en el equipo Aqualab. Se coloco la muestra en una cubeta Aqualab, de
manera que cubra la mitad de esta y se procedio a leer la actividad de agua en el equipo
(Aqualab, 2009).

b. Determinacion de la oxidacion lipidica

Para medir la oxidacion lipidica se emple6 el método descrito por Jung et al. (2010), con
ligeras modificaciones, el cual se basa en la reaccion del malonaldehido (MDA) con el
acido tiobartbitarico (TBA) para obtener un pigmento rojo que se forma por la
condensacion de dos moléculas de TBA con una molécula de MDA. A continuacion se
describe el procedimiento para la determinacion del contenido de malonaldehido.

De cada unidad de embutido cocido de visceras de cuy se tomaron 2 g, se homogenizaron
en 30 mL de agua destilada durante 30 segundos. Se transfiri6 1 mL de muestra
homogenizada a un tubo ensayo y se determind las sustancias reactivas al &cido
tiobarbitdrico. En el tubo de ensayo se afiadié 100 pl de BHT (7,2 por ciento en etanol) y 4
mL de solucion TBA/TCA (20 mM de TBA en 15 por ciento de TCA, p/v), esta mezcla se
homogenizo en un vortex durante 20 segundos. Los tubos se calentaron (90 °C) en un bafio
Maria durante 15 minutos hasta desarrollarse el color, luego fueron enfriados por 10
minutos en un bafio de agua fria, tras lo cual las muestras fueron homogenizadas y
centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos. Finalmente el sobrenadante fue recogido en
tubos de ensayo limpios y fue medida a 532 nm (longitud de onda de méaxima absorcion)
en un espectrofotometro. Al resultado obtenido se le resto el blanco, el cual fue preparado
colocando 1 mL de agua destilada y 2 mL de solucion TBA/TCA (sin adicion de BHT) y
siguiendo el procedimiento anterior. El valor de TBARS se expresa en mg de
malonaldehido (MAD) por kg de embutido cocido de visceras de cuy, para ello se prepard

una curva estandar utilizando 1,1,3,3,- Tetrametoxypropano (TEP) (Anexo 4).
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c. Analisis microbioldgico

e Recuento de aerobios mesofilos

Segun el método de andlisis que cita la AOAC (2005a). Recuento de Microorganismos

Aerobios Mesdfilos en alimentos, métodos del film seco rehidratable - Petrifilm™.

e Recuento de coliformes totales

El recuento de coliformes totales en el embutido, se realiz6 mediante el método de siembra

para recuento en placa de coliformes - Petrifilm™, AOAC (2005b).
e Presencia de Salmonella sp.

La presencia o ausencia de Salmonella sp. en el embutido, se realizé de acuerdo al método
para el aislamiento e identificacion de salmonelas a partir de los alimentos de la ICMSF
(2000).

35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA BUENA

Para la obtencion del extracto etanolico de hierba buena se sigui6 el flujo de operaciones

presentado en la Figura 7 que se detalla a continuacion:

a. Limpieza. En esta operacion se eliminaron elementos extrafios y tierra, retirandolos
con agua. A continuacion se desinfectd la hierba buena para eliminar

contaminacion microbiana, se realizé con 100 ppm cloro libre residual.

b. Deshojado. En esta etapa se separaron las hojas en buen estado de los tallos de

hierba buena.

c. Secado. Se realiz6 con el objetivo de disminuir la humedad de la hierba buena y
facilitar la molienda. Se llevo a cabo en una estufa a 60°C hasta alcanzar una

humedad inferior a 10 por ciento.
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Figura 7: Flujo de operaciones para la obtencion de extracto etanolico de

hierba buena.



3.5.2.

Molienda. Para reducir el tamafio de particula y realizar una extraccion mas

efectiva. Se empled un mixer, para ser capaz de pasar a través de un tamiz N°8.

Extraccion. Se realizé con el objetivo de obtener un extracto etandlico que pueda
ser inoculado en un embutido carnico de visceras de cuy. La extraccién se realizo
mediante lixiviacion entre el solvente, alcohol etilico, y la hierba buena. Se
colocaron 50 g de hierba buena molida en un Erlenmeyer de un litro donde se
afiadio alcohol etilico 99° en la proporcion 1:10 (soluto: solvente). Luego se dejé
macerar con agitacion magnética a temperatura ambiente por dos horas (Monroy et
al., 2002).

Filtrado. Para separar el extracto lixiviado de las particulas de hierba buena.
Usando estopilla, el filtrado se separd y se filtré adicionalmente usando papel filtro
Whatman N°4 (Kannat et al., 2007).

Evaporacién. Con la finalidad de separar el etanol del extracto de hierba buena, el
producto lixiviado se llevé a un rotavapor a 60°C, donde se obtuvo el extracto libre

de solvente y se recuperd el alcohol etilico.

Envasado. Obtenido el extracto, con el fin de evitar la degradacion de este por

efecto del medio ambiente, se deposit6 en frascos de vidrio color ambar.

Almacenamiento. Para evitar cambios durante el almacenamiento, se conservoé el

extracto a 4°C protegido de la luz.

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE UN EMBUTIDO
CARNICO DE VISCERAS DE CUY

Previamente se caracterizo el embutido carnico experimental en el que se aplicarian las

distintas concentraciones del extracto etandlico de hierba buena. Se realiz6 el analisis

proximal y el analisis microbioldgico del producto.
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En el Cuadro 12 se muestran los ingredientes y las concentraciones que conformaron la
formulacién base del embutido cocido. A este se le adicionaron diferentes concentraciones

del extracto etanodlico de hierba buena.

Cuadro 12: Formulacion del embutido cocido de visceras de cuy.

Ingredientes Cantidad
Visceras rojas de cuy 60%
Papa 20%
Cebolla 20%
Sal 2%
Polifosfatos 0.2%
ppm Compuestos fendlicos 0 ppm / (0%)
totales / 50 ppm / (0.1%)
( % Extracto etandlico de 100 ppm / (0.2%)
hierba buena) 150 ppm / (0.3%)

En la Figura 8 se presenta el diagrama de flujo de operaciones para la elaboracion del
embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy con extracto etanolico de hierba buena, el

cual se describe a continuacion.

a. Lavado y desinfeccidn. Con el fin de eliminar suciedad de las materias primas. Las
visceras fueron lavadas con agua luego de ser descongeladas. Mientras que papas y
cebollas se lavaron para retirarles la tierra y se desinfectaron en solucién con 100
ppm de cloro libre residual.

b. Acondicionamiento de las visceras rojas de cuy. De acuerdo a la preparacién
tradicional, las visceras limpias fueron curadas con sal comun y conservadas en

refrigeracion (4° C) por 24 horas antes de ser procesadas.

c. Cocido. Las papas fueron sometidas a coccién por inmersién en agua a temperatura

de ebullicién.



d. Pelado y picado. Para reducir su tamafio y poder dosificarlas adecuadamente, papas
y cebollas fueron peladas y picadas en cubos de 1 cm de lado aproximadamente.

Visceras Papa - Cebolla
lavadas l
+
Agua + 100ppm_,, Lavado y | ﬁgg?o fOppm
NaClO desinfectado suciedad
i l 100°C
4°C X i X

Sal —> Acondicionamiento | o, Cocido 10 min

A 4
Pelado y picado [—> Cascaras

-Extracto etanolico de y
hierba buena (disuelto Molienda y
en 5 ml de etanol) ’ mezclado

-Polifosfatos

\4

_ Tripa de
Embutido celulosa
v
_ T.int: 75°C x
Cocido 10 min
A
Enfriado T: 15°C

\ 4

Almacenamiento T: 4°C

l

Embutido cocido

Figura 8: Diagrama de flujo de la elaboracion del embutido cocido de visceras

rojas de cuy con extracto etanolico de hierba buena.



3.6.

Molienda y mezclado. Con el fin de incorporar todos los ingredientes y obtener una
masa cérnica homogénea. Se mezclaron las visceras rojas de cuy, con la sal y el
polifostato, luego se adiciond la cebolla y papa. Al final se adicion0 el extracto
etanolico de hierba buena, el cual fue disuelto en 5 mL de etanol para facilitar su
aplicacion (Estévez, 2005), en la concentracion correspondiente segln el
tratamiento asignado al lote. A la muestra control sin extracto etandlico se le
adicion6 5 mL de etanol. Se mezclo a velocidad media, hasta obtener una masa

homogénea.

Embutido. El objetivo sera introducir la masa en la tripa y constituir las piezas
(Frey, 1983) de 5 a 6 cm de largo. La masa lista se llevara a la embutidora, y
colocando la tripa de celulosa de 30 mm de didmetro aproximadamente en la salida

se embute tratando de no introducir aire.

Cocido. Con el fin de pasteurizar la mezcla y acondicionarla para su consumo
directo. Se cocera por inmersion en agua caliente a 90 °C por 30 minutos (Estévez,
2005).

Enfriado. Se enfriara rdpidamente por inmersion en agua hasta 15°C, para evitar
tener temperaturas de crecimiento de bacterias y asi favorecer su capacidad de

conservacion.

Almacenamiento. Para conservar los embutidos durante la investigacion, se

almacenaron en refrigeracion (4°C).

DISENO EXPERIMENTAL

En el Cuadrol3 se presenta el disefio experimental de la presente investigacion. En esta se

distinguen dos etapas, las cuales se explican a continuacion.
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Cuadro 13: Disefio experimental de la Investigacion.

Obtencion del extracto

Etapa etanclico de hierba buena Evaluacion de la estabilidad oxidativa y microbiologica
Hierba buena en Extracto Seguimiento
polvo etandlico (dias)
Recep Hierba Rece}s)clon
Procedimiento Hierba buena Extraccion | acondicio- | Formulacion Molienda y Embutido | Cocido Alm_acena- 3|7|10 |15
en : mezclado miento
buena olvo namiento
P de MP
__Control
Metodologia 20 ppm CFT
. » > » ' » Em—— >
Experimental 100 ppm CFT O
—_——»
150 ppm CFT
—_—>
Variables Rendimiento | Rendimiento
-Peso
-Cont. oH
Compuestos A P
.. fendlicos CFT: 'Af?a"s's aw
Controles Analisis totales Compuestos proximal de -TBARS
Analisis y proximal | Humedad -Cont Peso fenglicos Ti: 75°C embutido -Flora aerobia
Parametros Flavonoides totales coufjoobase mesof!la viable
T:4°C -Coliformes
totales -Salmonella
-Capacidad
antioxidante




3.6.1. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA BUENA

Se determind la composicion quimica proximal de la hierba buena utilizada en la
experimentacion, por medio de los andlisis de humedad, proteina bruta, extracto etéreo,
fibra y cenizas. Ademas se determino el contenido de agua en la hierba buena molida antes

de proceder con la extraccion.

Una vez obtenido el extracto etandlico de hierba buena, se procedidé a determinar su
capacidad oxidativa por el ensayo DPPH, el contenido total de compuestos fendlicos por el
método de Folin-Cilcateu y el contenido total de flavonoides. Se realizaron las

evaluaciones por triplicado.

3.6.2. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD OXIDATIVA Y
MICROBIOLOGICA DEL EMBUTIDO COCIDO

Para evaluar la estabilidad oxidativa y microbiolégica del embutido cocido de visceras
rojas de cuy se tomaron como factores independientes: (a) la concentracion de compuestos
fendlicos totales (CFT) en la formulacion del embutido cocido de visceras rojas de cuy,
presentes debido a la adicion de un extracto etandlico de hierba buena, cuyos niveles
fueron de 0 ppm, 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm y (b) los dias en los que se realizaron las
pruebas fisicoquimicas y microbioldgicas, siendo estos los dias 0, 3, 7, 10 y 15 de
almacenamiento a 4°C. La unidad experimental es el embutido cocido de visceras rojas de
cuy, al que se aplicaron los tratamientos respectivos. La variable respuesta son las medidas
obtenidas de los ensayos de sustancias reactivas al TBA, pH, Aw y la carga microbiana
obtenida para flora aerobia mesofila viable, coliformes totales y presencia de Salmonella
durante el almacenamiento. Para cada uno de los cuatro tratamientos se prepararon
muestras por 500 g de embutido cocido de visceras rojas de cuy, siendo estas muestras
producidas por triplicado en lotes independientes, en los cuales se realizaron las

evaluaciones por duplicado.

49



3.7.  ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los factores en estudio fueron en forma independiente la concentracion de compuestos
fendlicos totales (CFT) en la formulacion del embutido céarnico cocido y el tiempo de
almacenamiento del embutido. El efecto de ambos sobre la estabilidad oxidativa y
microbiologica del embutido cocido de visceras de cuy fue evaluado utilizando un analisis
de varianza (ANOVA), para determinar la validez de la hipotesis planteada de que a
determinado nivel el extracto etandlico de hierba buena tiene un efecto sobre la estabilidad
oxidativa y microbioldgica de un embutido cocido de visceras de cuy, Yy en el caso donde
se encontraron diferencias significativas (p<0,05) se continué con el estudio aplicando el
test de comparacion de medias de Tukey con un nivel de significancia del 95 por ciento.
Para el analisis estadistico mencionado se utiliz6 el paquete estadistico Statgraphics
Centurion®.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. CARACTERIZACION DEL EMBUTIDO CARNICO COCIDO DE
VISCERAS ROJAS DE CUY

En el Cuadro 14 se muestran los valores de los componentes mayoritarios (humedad,
grasa, proteina bruta, ceniza y carbohidratos) obtenidos de las muestras del embutido
carnico cocido de visceras rojas de cuy, expresados tanto en base himeda como en base

Seca.

Cuadro 14: Composicién proximal* del embutido carnico cocido de visceras
rojas de cuy (Media + DE).

Componente Base humeda Base seca
Humedad 73.78 £ 0.05 0.00 £ 0.00
Proteina 17.07 £ 0.04 65.10 £ 0.11
Grasa 4.58 +0.38 17.48 +1.41
Carbohidratos 2.75+0.09 10.51 £ 0.34
Ceniza 1.81+0.29 6.91+1.13

*n=3

El embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy, por su procesamiento y composicion
se asemeja al producto que el INDECOPI (1999) define como morcilla o relleno, el cual
consiste en un embutido cocido constituido por una masa hecha en base a sangre, grasa,
recortes de visceras de porcino y verduras; los cuales deben estar perfectamente triturados
y mezclados y con agregados de especias uniformemente distribuidas. De este modo,
Reyes et al. (2009) considera que el contenido promedio de humedad para el relleno
peruano es de 75.5 por ciento, valor similar al contenido promedio de humedad encontrado

en la presente investigacion, el cual fue de 73.78 por ciento.



Otros autores como Santos et al. (2003) reportan como contenido de humedad promedio,
62.21 por ciento, con valores maximos de 70.44 por ciento, en morcillas de Burgos,
mientras que Cabeza (2006), reporta 67.14 por ciento como promedio de humedad, para
morcillas de Leon. Cabeza (2006), también menciona que actualmente la tecnologia de los
embutidos de sangre es extremadamente variable, siguiendo tradiciones y gustos regionales
a veces muy localizados. Existe una gran variedad de embutidos de sangre tipicos a lo
largo y ancho de Europa y también en Latinoamérica. Sin embargo, a pesar de la
reconocida tradicion en la fabricacion de embutidos de sangre son pocos los trabajos
publicados sobre formulacion y tecnologia de elaboracidn de estos productos carnicos en
comparacién con otros mas conocidos. Esto puede deberse a que los embutidos de sangre
han sido y adn son alimentos ligados a la elaboracion artesanal en zonas rurales, siendo

escasamente industrializados a gran escala (Bermudez et al., 2002; Santos et al., 2002).

Cabeza (2006), afirma que el porcentaje de humedad, que depende inversamente de la
cantidad grasa empleada en la formulacion y de las pérdidas de humedad por secado, varia
entre el 15,9 por ciento de la morcilla extremefia, morcilla crudo-curada, y el 77,8 por
ciento de la morcilla tradicional de Chile. Asi, esta variabilidad en el contenido de
humedad, también se expresa en los contenidos de proteina, grasa y carbohidratos, debido

a lo diferente que puede ser la formulacién de las morcillas en cada region.

Luego del agua, el componente encontrado en mayor proporcion es el de proteina,
reportdndose 17.07 por ciento en promedio. Al respecto Reyes et al. (2009), reportan un
valor promedio de 14.4 por ciento de proteina para el relleno peruano, siendo este valor
inferior al encontrado en el presente estudio, debido al alto contenido de visceras rojas

utilizadas en la formulacion, 60 por ciento de la masa total.

El contenido de proteinas segin Santos et al. (2003), en promedio fue de 13.09 por ciento
y en las morcillas donde la sangre fue la Unica fuente de proteina, esta fue de 15.34 por
ciento, para morcillas de Burgos, mientras que para Cabeza (2006), reporta en promedio
5.23 por ciento para la morcilla de Leon, donde el ingrediente principal es la cebolla,
alrededor de 70 por ciento de la masa total. Estos valores son inferiores al encontrado en el
embutido cocido de la experimentacién, donde el ingrediente principal son las visceras
rojas de cuy, debido a que estas tienen un alto contenido proteico, de alrededor de 16 por
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ciento en rifiones y pulmones, 18 por ciento en el corazon y 20 por ciento en el higado
(Clavo y Ramirez, 2002).

El contenido de grasa en promedio fue de 4.58 por ciento, proximo al valor reportado por
Reyes et al. (2009), que fue de 5.0 por ciento en promedio para el relleno peruano.
Mientras que Cabeza (2006), reporta valores que van desde 7.28 por ciento hasta 18.11 por
ciento, para morcilla de Leon, en la cual se le adiciona grasa de cerdo entre 10 por ciento a
20 por ciento de la masa total. En cambio, el embutido cocido de visceras rojas de cuy no
contiene grasa adicional en su formulacién. Esto explica las diferencias en los resultados

de contenido graso.

El contenido aproximado de carbohidratos fue de 2.75 por ciento, valor inferior al
reportado por Reyes et al. (2009), de 3.2 por ciento en promedio para el relleno peruano.
Por otro lado Cabeza (2006), reporta valores que varian desde 6.02 por ciento hasta 10.32
por ciento, en morcilla de Ledn, donde las cantidades de cereales o derivados u otras
fuentes de almiddn suelen estar comprendidas entre el 5 y el 35 por ciento, ademas de
contener alrededor de 70 por ciento de cebolla. Mientras que en el embutido cocido
obtenido en el presente estudio se empled solo 20 por ciento de cebolla y 20 por ciento de

papa cocida. Lo que explicaria el menor contenido en carbohidratos.

Por altimo el contenido de cenizas promedio fue de 1.81 por ciento. Al respecto Reyes et
al. (2009), reportan un promedio de 1.9 por ciento, para el relleno peruano,
correspondiendo con lo hallado en la presente experimentacion. Proximo a lo obtenido,
Cabeza (2006), reporta como valor promedio de cenizas 1.86 por ciento, para morcilla de
Ledn, mientras que Santos et al. (2003), encontr6 un contenido de cenizas

significativamente mayor, en promedio 4.61 por ciento, para morcilla de Burgos.

4.2.  CARACTERIZACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA
BUENA

4.2.1. COMPOSICION DE LA HIERBA BUENA

En el Cuadro 15 se presentan los resultados del contenido de humedad, proteina, grasa,
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carbohidratos, fibra, y cenizas para la hierba buena fresca empleada en la presente

investigacion.

Cuadro 15: Composicién proximal* de la hierba buena fresca (Media + DE).

Componente Base humeda Base seca
Humedad 88.72+£0.25 0.00 +0.00
Proteina 2.81+0.10 2495+ 0.01
Grasa 0.81+0.19 7.20+0.01
Carbohidratos 3.61+£0.35 31.97 +£0.03
Fibra 2.11+0.08 18.71 + 0.005
Ceniza 1.94 +£0.07 17.17 + 0.007
*n=3

Los porcentajes promedio de humedad, proteina, grasa, fibra y cenizas fueron de 88.72 por
ciento; 2.81 por ciento; 0.81 por ciento, 2.11 por ciento y 1.94 por ciento, respectivamente,
estos valores encontrados concuerdan con lo reportado para la parte comestible de la hierba
buena por Reyes et al. (2009), que presentan valores de 86.7 por ciento de humedad, 3.1
por ciento de proteinas, 1.0 por ciento grasa total, 2.5 por ciento de fibra cruda y 2.0 por
ciento de cenizas. Sin embargo se observan diferencias en los valores de carbohidratos,
donde se obtuvo 3.61%, mientras que Reyes et al. (2009) reportan un valor muy superior,
de 7.0 por ciento en promedio.

De otro lado, FEN (2011), reporta valores que corresponde a los encontrados en la
experimentacion, estos son 86.4 por ciento de humedad, 3.8 por ciento de proteina y 0.7
por ciento de lipidos totales. Sin embargo reporta 5.3 por ciento de hidratos de carbono,

superior a los 3.61 por ciento obtenidos en la experimentacion.

Segun FEN (2011), la racion usada en gastronomia para la menta fresca se aproximaa 1 g.
Es ésta una cantidad que no justifica el aporte de nutrientes a la ingesta diaria de cualquier
persona. No obstante, la menta es una de las plantas mas conocidas y utilizadas de entre las
plantas medicinales. Mientras que Anwar et al. (2010) menciona que las plantas de la
familia Lamiaceae son una rica fuente de polifenoles y por lo tanto podrian poseer

propiedades antioxidantes fuertes. Ademas recientemente, la Mentha spicata se ha



convertido en un tema de interés cientifico a la vista de otros usos potenciales de su aceite

esencial y extractos, en su mayor parte, como antimicrobiano y agentes antioxidantes.

4.2.2. RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO A PARTIR DE HIERBA
BUENA DESHIDRATADA'Y MOLIDA

Se prepard un extracto etandélico de hierba buena con el objetivo de tener una forma en la
que se asegure la concentracion y distribucion del material bioactivo de la hierba buena
sobre toda la masa del embutido cocido de visceras de cuy. Por lo que se utilizé etanol
como solvente, para asegurar la inocuidad del producto carnico y extraer la mayor cantidad
de compuestos fendlicos posibles. Segin Biswas et al. (2012) en la preparacion de
muestras de extractos, el tipo de disolvente es uno de los factores més importantes para
obtener un antioxidante natural de alta calidad. EI disolvente ideal para la extraccion debe
ser no toxico, respetuoso del medio ambiente, aumentar el rendimiento de extraccion y
tener la capacidad para extraer los componentes mas activos sin pérdida no deseada.
Ademaés segun Brahmi et al. (2012), después del metanol, el etanol es el solvente orgéanico

con el que se obtienen mejores rendimientos de extracto en peso, superando a la acetona.

En el cuadro 16 se observan los resultados de rendimiento para el extracto etanolico de

hierba buena, en base hiimeda y seca, a partir de la hierba buena deshidratada y molida.

Cuadro 16: Rendimiento* del extracto etanolico de hierba buena deshidratada

(Media £ DE).
Base himeda Base seca
Andlisis
(g9/ 100g) (9/ 1009)
Rendimiento 5.20 £ 0.23 5.48 + 0.25
*n=3

El rendimiento de extracto etandlico de hierba buena deshidratada fue de 5.20 por ciento
en base humeda. Brahmi et al. (2012) reportan que el rendimiento para la extraccion con
etanol es de 4.6 por ciento, valor inferior al obtenido en la experimentacion. Esto se puede
explicar debido a las diferencias en las condiciones de extraccion y principalmente a la
muestra empleada. Asi, Brahmi et al. (2012) mencionan que es bien conocido que el

rendimiento de extraccion quimica depende del tipo de disolventes con diferentes



polaridades, pH, tiempo de extraccién y la temperatura, asi como de la composicion
quimica de la muestra. Bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura, el disolvente
y las propiedades quimicas de la muestra son los factores mas importantes. Asi, la
eficiencia del procesamiento esta cuantitativamente relacionada con rendimiento de

extraccion.

4.2.3. CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y
FLAVONOIDES EN EL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA BUENA

En el Cuadro 17 se muestran los valores del contenido de compuestos fenélicos y

flavonoides provenientes de extracto etandlico de hierba buena.

Cuadro 17: Contenido de compuestos fenodlicos y flavonoides en el extracto

etanolico de hierba buena (Media + DE).

Caracteristica Resultado
Compuestos fendlicos totales (mg AGE/ g
52.31£6.40
de extracto)
Flavonoides totales
9.47 +0.95

(mg Catequina Equivalentes / g extracto)

*n=3

En el presente estudio se encontré un contenido de compuestos fenolicos totales
(expresados como Acido galico equivalente) de 52.31 mg AGE/ g de extracto. Segin
Brahmi et al. (2012) el contenido de compuestos fendlicos en extractos de hierba buena
varia entre 5.91 mg hasta los 39.47 mg AGE/ g de extracto, dependiendo del tipo de
solvente utilizado en la extraccion. Reportando para etanol 9 mg AGE/ g de extracto, valor
muy por debajo del encontrado en el presente estudio. Salim et al. (2015) concluyen que
las diferentes condiciones de secado para la obtencion de extractos de Mentha spicata,
puede afectar el contenido de este como sus propiedades fisicoquimicas. Esto podria
explicar las diferencias encontradas en diversos estudios donde se evalla el contenido de

fenoles totales en extractos de menta.



Otros autores como Nickavar et al. (2008) reportan contenido total de fenoles para
diferentes tipos de mentas entre 150.91 a 433.60 mg AGE/ g de extracto, de muestras de
mentas de la provincia de Theran en Iran, en el verano del 2006, siendo la Mentha spicata
la especie con menor contenido de compuestos fendlicos. Valores significativamente
superiores a los reportados en el presente estudio. Gonzales (2013) concluye que las
condiciones climéticas afectan la produccién de fenoles, siendo la mejor respuesta de la
planta de hierbabuena durante la estacion de primavera. Ademas las condiciones de
cultivo, como el estrés hidrico, pueden incrementar la produccion de metabolitos
secundarios como polifenoles. En el presente estudio el extracto etandlico fue preparado
con Mentha spicata cosechada en invierno, lo que podria explicar, parte de las diferencias

en los contenidos totales de compuestos fendlicos.

De otra parte Kannat et al. (2007), menciona que para un extracto acuoso de Mentha
spicata el contenido de compuestos fenolicos es de 25.62 mg en términos de catequina
equivalentes / g de extracto seco. Ademas Dorman et al. (2003) han informado de un
contenido de fenoles totales en el rango de 128 a 230 mg equivalentes de acido galico/ g
(peso seco) de extracto de diferentes tipos de menta. Estas diferentes experiencias
demuestran que existe una alta variabilidad en el contenido de compuestos fendlicos en
variedades de mentas, debido a las diferentes condiciones de extraccion, solventes,

condiciones de cultivo y region de procedencia de la planta.

También se determind el contenido de flavonoides (expresado como equivalentes de
Catequina), siendo este de 9.47 mg de catequina / g de extracto. Los compuestos fenolicos
méas extendidos y diversos son los flavonoides, que son metabolitos secundarios

polifendlicos ampliamente dispersos por todo el reino vegetal (Kanatt et al., 2007).

Segun McKay y Blumberg (2006) el 12 por ciento de los compuestos fendlicos en la hierba
buena esta constituido por flavonoides. En el presente estudio el contenido de flavonoides
representa aproximadamente el 18 por ciento de los compuestos fendlicos totales en el

extracto etandélico de hierba buena.

Segun Kanatt et al. (2007) el contenido de flavonoides total es de 13,5 + 1,38 mg en
términos de equivalentes de catequina / g de la muestra, para un extracto acuoso de Mentha

spicata cultivado en la India. Valor superior al reportado en la presente experimentacion.
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Mientras que Brahmi et al. (2012) menciona que el contenido total de flavonoides en
Mentha spicata varia de 1.98 a 7.68 mg de quercetina equivalentes / g de extracto seco,
dependiendo del solvente utilizado, reportando para el etanol un valor aproximado de 4 mg
de quercentina equivalentes / g de extracto seco, para un extracto a partir de una planta
cultivada en Argelia. Valor inferior al encontrado en esta experimentacion. Segdn Anwar
et al. (2010) las variaciones en la composicion quimica de los extractos de Mentha spicata
producidos a partir de plantas cultivadas en diferentes paises podrian ser atribuidos a la
variacion de condiciones agroclimaticas (geogréaficas, climaticas, estacional) de las
regiones, la etapa de madurez, y el metabolismo de adaptacién de las plantas. Esto podria
explicar que diferentes autores, que emplearon Mentha spicata de diversos origenes,
reporten variados resultados en la cuantificacion de compuestos fendlicos y la composicion

quimica de los extractos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo encontrado en diferentes
estudios sobre la Mentha spicata como fuente de compuestos fendlicos. Asi, Mozaffarian
et al. (1996) citado por Nickavar et al. (2008) afirma que las plantas pertenecientes a la
familia Lamiaceae son ricas en compuestos fendlicos y un gran ndmero de ellas son bien
conocidas por sus propiedades antioxidantes. EI género Mentha es uno de los miembros

mas importantes de esta familia.

Existen diferentes métodos de extraccion de compuestos bioactivos para ser usados en
carne como prevencion de la oxidacion lipidica, las variaciones de estos métodos afectan al
contenido final en compuestos fendlicos del extracto obtenido, siendo el tipo de solvente
uno de los principales factores en la experimentacion. Kumar et al. (2015) menciona que la
extraccion con solventes organicos es la mas eficiente en muchas instancias, pero que tiene
como desventaja el problema de remover los residuos de solvente organico por varios
métodos de evaporacion que generan un incremento en el costo de la operacion. De otro
lado menciona que los extractos acuosos a pesar de tener una eficiencia menor son seguros,
porque garantizan la ausencia de solventes organicos. En la presente experimentacion se
empled etanol como solvente, como ha sido visto antes, después del metanol es el solvente
organico con mayor eficiencia de extraccion. Sin embargo, investigaciones como la de
Tawaha et al. (2007) reportan que obtuvieron un mayor contenido de compuestos fendlicos
con un extracto acuoso que con uno metanolico, 47.6 frente a 39.1 mg AGE / g peso seco.

A pesar de esto, al evaluar la capacidad antioxidante, el extracto metandlico resulta con un
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mejor desempefio frente al extracto acuoso. Por lo que se infiere que los compuestos
solubles de la Mentha spicata en el solvente orgénico podrian tener una mayor capacidad

antioxidante que los solubles en agua.

4.2.4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Los resultados de capacidad antioxidante expresados como pumol Trolox equivalentes / g

de extracto se muestra en el Cuadro 18.

Cuadro 18: Capacidad antioxidante del extracto etandlico de hierba buena
(Media £ DE).

Caracteristica Resultado
Capacidad antioxidante TEAC

444,79 + 2.88
(umol TE/ g de extracto)

*n=3

In vitro, la capacidad antioxidante reportada para el extracto etandlico de hierba buena fue
de 444.79 umol TE/ g de extracto. Segin Kanatt et al. (2007) una correlacion directa entre
el contenido de fenoles totales y la actividad inhibitoria del radical DPPH fue encontrado
en el extracto de Mentha spicata. Otros investigadores también han informado de una
correlacion positiva entre la actividad de captacion de radicales libres y los compuestos
fendlicos totales (Wangensteen et al., 2004; Zheng y Wang, 2001). Los compuestos
fenolicos son donantes de hidrogeno eficaces, que los hacen buenos antioxidantes.
Ademas, poseen propiedades estructurales ideales para actividades de barrido de radicales
libres. Segin Martinez-Flores et al. (2002) las caracteristicas estructurales que le permiten
a los flavonoides ser efectivos antioxidantes son: (a) la presencia en el anillo B de la
estructura catecol u O-dihidroxi; (b) la presencia de un doble enlace en posicion 2,3; (c) la
presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5.

Tawaha et al. (2008) reporta una capacidad antioxidante de 237 umol TE/ g de peso, en un
extracto acuoso de Mentha spicata y 251 umol TE/ g de peso seco, para un extracto
metanolico. Si bien, Moldovan et al. (2014) menciona que los datos de la literatura sobre

las actividades antioxidantes de especies de Mentha a menudo son dificiles de comparar



debido a las diferencias en las metodologias. A pesar de esto Nickavar et al. (2008) afirma
que se puede deducir que todas las variedades de Mentha que estudio, siendo estas Mentha
longifolia L., Mentha piperita L., Mentha pulegium L., Mentha rotundifolia L. y Mentha
spicata L., son ricas en compuestos fenolicos y tienen altas propiedades antioxidantes.

Los componentes de las especias a los que se ha atribuido efecto antioxidante son diversos:
compuestos fendlicos (flavonoides y catequinas principalmente), acido ascorbico,
tocoferoles, y carotenoides. Muchos de estos compuestos antioxidantes actdan en la fase de
propagacion, reaccionando con los radicales libres que se forman en la oxidacion,
neutralizando su reactividad (Shahidi y Wanasundara, 1992; Madsen y Bertensen, 1995;
Yanishlieva y Marinova, 2001; Tomaino et al., 2005; citados por Cabeza, 2006). Esto
explica los resultados positivos de diversos estudios al evaluar la capacidad antioxidante y
la actividad inhibitoria del radical DPPH de extractos de Mentha spicata (Anwar et al.,
2010; Brahmi et al., 2012; Kanatt et al., 2007; Nickavar et al., 2008). Ya que todas estas
investigaciones reportan una correlacion positiva entre el contenido de compuestos

fenolicos y la capacidad antioxidante in vitro.

Las diferencias en los resultados de capacidad antioxidante también se pueden explicar a
las diferencias en la composicion del extracto etandlico. Segin Robards et al. (1999);
citado por Kanatt et al. (2007), hay un amplio grado de variacion entre diferentes
compuestos fenolicos en su efectividad como antioxidantes. EI nimero de grupos hidroxilo
y la sustitucion con grupos alquilo o metoxi, donantes de electrones de flavonoides
aumenta el potencial antioxidante (Kanatt et al., 2007). Por esto, considerando la
significativa cantidad de flavonoides en el extracto etandlico de hierba buena, se espera

que esta se correlacione con una alta capacidad antioxidante.

4.3. EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HIERBA BUENA SOBRE
LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL EMBUTIDO COCIDO
DE VISCERAS ROJAS DE CUY DURANTE EL ALMACENAMIENTO

43.1. EFECTO SOBRE EL PH

En la Figura 9 se presentan los valores de pH obtenidos durante el almacenamiento del
embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy, con las diferentes concentraciones de
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compuestos fendlicos totales (CFT) en la formulacion del embutido cocido. De manera
general se verifica que el pH se ve influenciado de forma significativa (p < 0.05) tanto por
el tipo de tratamiento al que estuvo sujeto el embutido como por el tiempo de
almacenamiento (Anexo 5).

El pH en el dia cero para el tratamiento con 0 ppm de CFT fue 6.20 y resultd
significativamente diferente a los demas tratamientos con 50, 100 y 150 ppm de CFT en la
formulacién (6.15, 6.17 y 6.16 respectivamente). Segun Korkeala y Bjoérkroth (1997) el pH
de salchichas cocidas oscila entre 6,0 y 6,5. Esto corresponde con lo encontrado en la

presente investigacion.

De otro lado segun Santos et al. (2003) la evaluacion del pH de morcillas de tres diferentes
zonas resulto en valores de 6.19, 6.35 y 6.91. Mientras que Cabeza (2006) reporta un valor
promedio de pH de 5.99 para morcilla de Ledn. Estando los valores del presente estudio
entre estos. Ademas Cabeza (2006) afirma que las diferencias encontradas en los valores
de pH estan relacionadas a la cuantia de los ingredientes utilizados y sus propiedades, en
concreto con el pH de la cebolla que es 5.5 y con el de la sangre que es cercano a la
neutralidad. En el embutido cocido elaborado para esta investigacion, el contenido de
cebolla fue del 20 por ciento y la sangre presente solo fue la proporcionada por las visceras

rojas que representaron el 60 por ciento de masa en la formulacion.
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Figura 9: Evolucion del pH durante el almacenamiento del embutido cocido
de visceras de cuy con adicion de extracto etanolico de hierba buena (n=3).



Como se observa en la Figura 9, existe un descenso del pH con el pasar de los dias de
almacenamiento, presentdndose diferencias significativas a partir del dia 7 para los
tratamientos con 0 y 50 ppm de CFT proporcionados por el extracto etandlico de hierba
buena en la formulacion y a partir del dia 10 para los tratamientos con 100 y 150 ppm de
CFT. Siendo mé&s notorias las diferencias entre los cuatro tratamientos al dia 15 de
almacenamiento. Cabeza (2006) afirma que durante el almacenamiento se produce un
constante descenso del pH, que es mas acusado a medida que la temperatura aumenta,
mostrando diferencias significativas al dia 15 cuando las temperaturas de almacenamiento
fueron de 3°C y 6°C. En el presente estudio se mantuvo constante la temperatura de

almacenamiento a 4°C.

El mayor descenso de pH se presenta en la muestra con 0 ppm de CFT en su formulacion,
que va desde 6.20 en el dia cero a 5.91 en el dia 15, y el menor descenso, pero
significativamente diferente, fue para el tratamiento con 150 ppm de CFT en su
formulacién, iniciando en 6.16 y terminando en 6.00 al dia 15 de almacenamiento. Santos
et al. (2005) reporta que el pH de las muestras envasadas en condiciones aerobias a 4°C, de
morcilla de Burgos, al dia 15 de almacenamiento fue de 6.1, descendiendo desde un pH
inicial de 6.31. Descenso significativo como el observado en el presente estudio.

Cabeza (2006) afirma que otra causa de variacion en el pH del producto final es la mayor o
menor formacion de acidos por el crecimiento microbiano durante la conservacion del
producto. Esto explica que se presenten diferencias significativas para los cuatro
tratamientos al dia 15 de almacenamiento respecto del dia O, ademéas que el mayor
descenso se haya dado en el tratamiento sin extracto etanolico de hierba buena. Lo que

confirma que este tiene un efecto sobre la estabilidad del pH durante el almacenamiento.

4.3.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD DE AGUA

En la Figura 10 se presentan los valores de la actividad de agua durante el almacenamiento
del embutido cocido de visceras rojas de cuy con la adicion del extracto etandlico de hierba
buen para lograr diferentes concentraciones de CFT en su formulacion. De manera general
se observan diferencias significativas (p <0.05) con respecto a los diferentes tratamientos

con extracto etandlico de hierba sobre la actividad de agua. Sin embargo no se observan
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diferencias significativas sobre la actividad de agua en los tratamientos con 50 y 100 ppm
de CFT, manteniéndose constantes durante el almacenamiento (Anexo 6).

Cuadro 19: Resultados de actividad de agua durante el almacenamiento del

embutido cocido de visceras de cuy con extracto etandlico de hierba buena

(Media £ DE).

Dias de almacenamiento
Tratamiento 1 3 7 10 15
0 ppm 0.984 + 0.984 + 0.982 + 0.980 + 0.979 +
CFT 0.001 0.001 0.001 0.000 0.001
50 ppm 0.988 + 0.989 + 0.989 + 0.989 + 0.986 +
CFT 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
100 ppm 0.974 + 0.976 + 0.972 + 0.972 + 0.973 +
CFT 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001
150 ppm 0.968 + 0.968 + 0.966 + 0.962 + 0.964 +
CFT 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001
*n=3

Los valores de actividad de agua entre los distintos dias de almacenamiento varian
escasamente en los diferentes tratamientos, entre 0.988 a 0.991, a 50 ppm de CFT; entre
0.974 a 0.973, a 100 ppm de CFT; de 0.968 a 0.964, a 100 ppm de CFT y la mayor
variacion se observo en la muestra con 0 ppm de CFT en su formulacién, de 0.984 a 0.979
como actividad de agua. Segun Cabeza (2006), al evaluar la actividad de agua de la
morcilla de Ledn durante el almacenamiento a 0°C, 3°C y 6°C, no encontré cambios
aparentes durante treinta dias de seguimiento. Por lo tanto no existe efecto del tiempo
sobre la actividad de agua para determinada concentracion del extracto, pero si se observa
un efecto en la disminucion de la actividad de agua al aumentar la concentracion de
extracto etandlico de hierba buena. Segin menciona Pisabarro (2008) la actividad de agua
de un alimento puede reducirse aumentando la concentracion de solutos en la fase acuosa
de este mediante la extraccion del agua o mediante la adicion de solutos. Siendo el extracto
etandlico un componente de la formulaciéon con escasa cantidad de humedad, se puede
esperar que contribuya en aumentar el contenido de los componentes no acuosos en el

embutido cocido, contribuyendo con la disminucion de la actividad de agua.



Santos et al. (2003) midi6 la actividad de agua a tres grupos de morcilla de Burgos,
encontrando como resultados 0.988, 0.985 y 0.982. Ademés Cabeza (2006) reporta valores
de actividad de agua entre 0.970 a 0.980 para la morcilla de Ledn. EI mismo menciona que,
valores superiores a 0.950 de actividad de agua, indican que se encuentra en el rango tipico
de productos carnicos cocidos. Lo que corresponde a lo encontrado en el presente estudio

para los cuatro tratamientos evaluados.

4.4. ESTABILIDAD OXIDATIVA

4.4.1. SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO

Los resultados de la oxidacion lipidica producida en el embutido cocido de visceras rojas
de cuy con aplicacion de extracto etanolico de hierba buena a diferentes concentraciones
de CFT en la formulacién 0, 50, 100 y 150 ppm, almacenados a 4°C durante quince dias,
se muestran en la Figura 10. El detalle del analisis estadistico de estos resultados se puede

observar en el Anexo 7.
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El nivel de malonaldehido, un producto de la peroxidacion lipidica, se mide muy a menudo
con el fin de evaluar el alcance de la rancidez que se ha producido en los sistemas
bioldgicos (Kanatt et al., 2007). De los resultados, se puede confirmar que la cantidad de
malonaldehido formado, en el embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy, se Vvio
influenciado de forma significativa (p < 0.05) tanto por el tipo de tratamiento,
concentracion de CFT en ppm presentes en la formulacion debido a la inclusion del
extracto etanolico de hierba buena, como por el tiempo de almacenamiento, ademas de una
interaccion significativa (p < 0.05) entre ambos factores (Anexo 7). Monroy et al. (2012)
menciona que al transcurrir el tiempo de almacenamiento se incrementa la concentracion

de malonaldehido, relativo al desarrollo de la oxidacién de lipidos.

Segun los datos presentados en la Figura 10, el contenido de MDA, se incrementd
gradualmente a lo largo de los 15 dias de almacenamiento, aunque en diferente medida
segun el contenido de CFT debido al extracto etandlico de hierba buena. Ademas los
resultados muestran que para los tratamientos con 0, 50, 100 y 150 ppm de CFT, la
oxidacion de lipidos se dio principalmente a partir del dia 7 de almacenamiento, mientras
que la muestra con 0 ppm de CFT en la formulacion, muestra un significativo incremento
de la oxidacion lipidica desde el dia 3 de almacenamiento, superando ampliamente a los
demas tratamientos, en la formacion de MDA, en todos los dias de seguimiento. Por lo
tanto, se puede afirmar que existe un efecto de la concentracion de CFT en la formulacién
del embutido sobre la estabilidad oxidativa del embutido cocido de visceras rojas de cuy.
Estévez (2005) afirma que la adicion de antioxidantes exdgenos sobre los patés de higado
mejoran la estabilidad oxidativa de los lipidos, lo que reduce la degradacion de los acidos
grasos poliinsaturados y la inhibicion de la generacion de componentes residuales, tales
como MDA vy derivados lipidos volatiles. Esto explicaria que se encuentren menores
resultados de formacion de MDA en los embutidos cocidos de la experimentacion que
contenian compuestos fendlicos en su formulacion debido a la presencia del extracto

etandlico de hierba buena.

Se puede observar en los resultados, que en el dia uno se presentan valores de mg MDA/
kg de muestra con diferencias significativas de parte de los tres tratamientos con diferentes
concentraciones de compuestos fendlicos (50 ppm: 0.75; 100 ppm: 0.73; 150 ppm: 0.63)
con respecto a la muestra control (0 ppm: 0.68). Y esto se repite en cada uno de los dias de

evaluacion durante el almacenamiento, haciéndose mas notorias estas diferencias a medida

67



que transcurre el tiempo. Biswas et al. (2012) evalud el potencial de un extracto acuoso de
hierba buena en carne de cerdo refrigerada, reportando valores de 0.548 mg MDA/ kg para
el control y 0.487 mg MDA/ kg para la muestra con 1 por ciento de extracto acuoso de
Mentha spicata, que representaba 30 ppm de CFT en el producto carnico. Corroborando
que las diferencias significativas en la formacion de MDA se pueden observar desde el
primer dia de almacenamiento entre muestras con y sin presencia de compuestos fenolicos

debidos al extracto etanolico de Mentha spicata.

Al analizar los cambios acontecidos en la formacion de MDA para los diferentes
tratamientos tomando al tiempo como factor constante, se observd que se encontraron
diferencias significativas entre el tratamiento con 150 ppm de concentracion de CFT,
respecto a los demas tratamientos con menor cantidad de compuestos fendlicos en su
formulacién, al 0, 50 y 100 ppm. Por lo que se puede afirmar que una mayor concentracion
de CFT aportados por el extracto etandlico de Mentha spicata, en la formulacion del
embutido, evita en mayor medida la formacion de MDA y por ende, favorece a la
estabilidad oxidativa del embutido carnico cocido de visceras rojas de cuy. Juntachote et
al. (2007) citado por Monroy et al. (2012) menciona que el efecto de la estabilidad
oxidativa de los extractos etandlicos esta relacionada con la composicion del extracto, es
decir, con el contenido de polifenoles, flavonoides y antocianinas. Esto corresponde con lo
encontrado en la cuantificacion de compuestos fenolicos y de flavonoides, donde se
observa que el extracto de Mentha spicata, de la presente investigacion, es fuente de estos
compuestos con capacidad antioxidante. Kumar et al. (2015) menciona que los compuestos
activos con capacidad antioxidante en extracto de Mentha spicata son los fenoles. Los
compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de plantas y son muy importantes en
virtud de su actividad antioxidante al quelar iones metalicos con actividad redox, la
inactivacion de cadenas lipidicas de radicales libres y la prevencion de las conversiones de
hidroperdxido en oxiradicales reactivos (Brahmi et al., 2012). Los compuestos fenolicos,
que pueden ser &cidos fenolicos, flavonoides o polifenoles (Gonzales, 2013), son diferentes
en cada especie vegetal. Correspondiente a esto Dorman et al. (2003) menciona que los
principales acidos fenolicos reportados en el extracto de Mentha spicata soluble en agua
son eriocitrina, glucésido de luteolina, acido rosmarinico y &cido cafeico. Estos
componentes, provenientes de diferentes fuentes vegetales, han sido estudiados por
diversos investigadores comprobando sus efectos antioxidantes (Arcila et al., 2004,
Miyake et al., 1997; Hong y Ho, 1997; Chun et al., 2004).
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A pesar de haber encontrado una relacion positiva entre la concentracion de CFT debido a
un mayor contenido de extracto etanolico de hierba buena y la menor formacion de MDA,
se debe considerar que algunos autores han reportado que a altas concentraciones del
extracto herbal, el efecto antioxidante puede reducirse o incluso volverse un prooxidante.
Estévez (2005) menciona que obtuvo un significativo efecto antioxidante de parte de un
extracto de romero a 150 ppm, mientras que dosificaciones de 300 ppm y 600 ppm, no
tuvieron diferencias con la muestra control. Algunos factores pueden ejercer un papel
inhibidor o acelerador de la oxidacion, segun el evento oxidativo considerado. Por
ejemplo, un antioxidante fendlico puede bloquear la formacion de productos de oxidacion

volatiles y promover el acimulo de perdxidos (Fennema, 2000).

El porcentaje de inhibicion de la oxidacion lipidica, relacionada con la formacion de MDA,
que ofrecieron los tres tratamientos donde se incluyé una concentracién de CFT debido al
aumento del porcentaje de extracto de Mentha spicata, respecto a la muestra control, sin

extracto, se presentan en el Cuadro 20.

Cuadro 20: Porcentajes de inhibicion de la formaciéon de malonaldehido
(MDA) de los extractos de hierba buena aplicados en los embutidos cocidos de

visceras rojas de cuy almacenados a 4°C.

% Inhibicién de formacion de MDA
TRATAMIENTO 3 z 10 15
50 ppm CFT 28% 60% 55% 76%
100 ppm CFT 26% 41% 71% 83%
150 ppm CFT 20% 61% 70% 102%
*N=6

En la presente experimentacion el contenido de compuestos fendlicos en el extracto
etandlico de Mentha spicata muestra un efecto retardando la formacion de sustancias
reactivas al TBA en: mas del 20 por ciento al tercer dia, en mas del 40 por ciento al sétimo
dia, en mas del 50 por ciento al décimo dia y en mas del 70 por ciento al dia quince, para
los tres tratamientos que incluyen el extracto etandlico de Mentha spicata. Kanatt et al.
(2007) determind el potencial antioxidante de un extracto etandlico de Mentha spicata en
carne procesada por radiacion, el cual afiadio liofilizado a la carne antes de la irradiacion.
Evaluo dos concentraciones de extracto, que fueron 0,05 por ciento y 0,1 por ciento,

obteniendo 18 por ciento y un 34 por ciento menos de sustancias reactivas al TBA,



respectivamente, que la carne irradiada tratada sin adicion de extracto etandlico. Y
concluye que el tratamiento antioxidante redujo significativamente la oxidacion de lipidos
para todas las muestras irradiadas durante todo el periodo de almacenamiento,

corroborando lo encontrado en el presente estudio.

En el Cuadro 19 destaca que al dia 15 de almacenamiento se observa que la inhibicion de
la formacion de MDA por parte de una concentracion de 150 ppm de CFT en la
formulacién del embutido con extracto etandlico de Mentha spicata es del 102 por ciento,
lo que significa que fue la mitad de lo que hubiera sido si no tuviera compuestos fendlicos
proporcionados por el extracto etandlico de hierba buena en su formulacion. Seguin Estévez
(2005) al evaluar el porcentaje de inhibicion de la oxidacion lipidica en paté de higado
durante 90 dias de almacenamiento refrigerado, el extracto de romero logré un 52.50 por
ciento y el extracto de salvia un 48.22 por ciento. Mientras que Biswas et al. (2012)
menciona que despues de 4 semanas de almacenamiento refrigerado, el contenido de
TBARS en la carne de cerdo irradiada con adicion de extracto etandlico de Mentha spicata
fue la mitad que en la carne irradiada tratada sin extracto. Lo que corresponde con lo
encontrado en el presente estudio. El efecto de extractos herbales como antioxidantes ha
sido evaluado por diversos autores que confirman su potencial, en algunos casos superiores
al de antioxidantes artificiales como el BHT (Estévez, 2005; Kanatt et al., 2007).

Un punto importante a tomar en cuenta es la matriz alimentaria, en este caso un embutido
cocido de visceras rojas de cuy, ya que esta puede tener efecto sobre la capacidad
antioxidante del extracto empleado. El efecto antioxidante de cada una de las especias
depende a su vez de varios factores. Uno de estos es el sustrato, que viene a ser el alimento
donde se encuentran, ya que la actividad antioxidante de determinadas especias puede
verse potenciada por la presencia de determinados compuestos, por ejemplo se han descrito
determinados sinergismos entre los antioxidantes de las especias y los acidos organicos o
los fosfatos (Yanishlieva y Marinova, 2001). En este estudio, se incluyé fosfatos al 0.2 por
ciento en la formulacion para todos los tratamientos, por lo que no se descarta su
interaccion con los compuestos antioxidantes del extracto etanolico de Mentha spicata.
También, el efecto antioxidante varia en funcion de las diferencias de composicion de las
especias debida a la region donde hayan sido cultivadas. Igualmente, la concentracion de
especia, si esta 0 no molida, si se utiliza como tal 0 como extracto, o si el alimento es

sometido a tratamiento térmico, asi como las condiciones de almacenamiento (temperatura,

70



tiempo, iluminacion, etc.) son otros factores importantes de la accion antioxidante (Cabeza,
2006).

Kanatt et al. (2007) menciona que la actividad antioxidante de compuestos naturales ahora
se estudia intensamente debido a la corriente creciente de demanda de las industrias
farmacéutica y alimentaria, que estan interesados en compuestos bioactivos naturales que
poseen beneficios para la salud. Las fuentes vegetales pueden llevar a nuevos productos
naturales en la industria de alimentos con antioxidantes mas seguras y mejores que
proporcionan una buena proteccion contra el dafio oxidativo, lo que se produce tanto en el
cuerpo y en el alimento elaborado. En este caso, considerando los resultados del presente
estudio, se puede decir que el extracto etandlico de Mentha spicata es una alternativa
segura y que proporciona compuestos fendlicos con una buena actividad antioxidante en un

embutido cocido de visceras rojas de cuy.

4.5. ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA

45.1. RECUENTO DE FLORA MESOFILA AEROBIA

En la Figura 12 se muestran los resultados del recuento de mesdfilos aerobios viables,
expresados en Logio ufc/g, durante el almacenamiento del embutido cocido de visceras
rojas de cuy, con la adicion de un extracto etanolico de hierba buena a diferentes
concentraciones de CFT en su formulacion. De manera general se presentan diferencias
significativas (p < 0.05) con respecto a la concentracion de CFT debido a la adicion del
extracto de hierba buena y a los dias de almacenamiento, ademas se verifica una
interaccion entre ambos factores. El detalle del analisis estadistico de los resultados se

observa en el Anexo 8.
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extracto etandlico de hierba buena a 0, 50, 100 y 150 ppm de CFT durante el almacenamiento (n=3).



Se puede observar que en el dia cero de almacenamiento las cargas de mesdéfilos aerobios
en términos de Logio ufc/g son: 3.51, para 0 ppm de CFT; 3.32, para 50 ppm de CFT; 3.44,
para 100 ppm de CFT y 3.33, para 150 ppm de CFT en la formulacion del embutido.
Encontrandose diferencias significativas entre el tratamiento con 0 ppm de CFT y los
tratamientos con 50 y 150 ppm de CFT en la formulacién del embutido. Lo cual puede
indicar que hay un efecto de los CFT debido a la inclusion del extracto etandlico de hierba
buena desde el inicio de las evaluaciones, ademas este efecto no puede ser atribuido al
etanol, sustancia reconocida como bacteriostatica, ya que este fue adicionado en similar

cantidad en todos los tratamientos de la experimentacion.

Santos et al. (2005) evalud los cambios sensoriales y microbiologicos de la morcilla de
Burgos refrigerada a 4°C, encontrando en el dia cero, valores promedio de 4.3 Logo ufc/g.
Resultado superior a lo encontrado en el presente estudio, lo que indica que se proceso
adecuadamente el embutido, evitando su contaminacién luego de la coccion. Santos et al.
(2005) menciona que dado que este producto es sometido a altas temperaturas durante el
proceso de fabricacion, no se espera que la sobrevivencia de las células vegetativas, pero
ya que el manejo del producto cocido es un paso necesario en el proceso de elaboracion, se
puede producir después contaminacion del producto. ElI pH de este tipo de producto,
alrededor de 6,0, asi como el alto aw y la ausencia de una fermentacion no ayudan a
restringir el crecimiento microbiano (Santos et al. 1998). Esto corresponde a lo discutido
en torno al pH y actividad de agua del embutido cocido de visceras rojas de cuy, el cual
segun los resultados obtenidos, es un medio propicio para el crecimiento bacteriano.

Como se puede ver la carga mesdfila aerobia aumenta de manera significativa en todos los
dias de evaluacion. Sin embargo, pese a existir diferencias significativas en algunos dias,
entre el conteo realizado a la muestra control, 0 ppm de CFT, y las muestras con 50 y 100
ppm de CFT en la formulacion del embutido, en el dia 15 de almacenamiento no se
evidencian diferencias significativas entre estos tratamientos. Pero si se destacan
diferencias significativas entre el recuento de mesoéfilos aerobios en la muestra con 150
ppm de CFT y los tres tratamientos con menor contenido de CFT debido a la inclusion del
extracto etanolico de hierba buena, sobretodo en el dia 15 de almacenamiento, donde se
registran las mayores diferencias. Por lo tanto se puede afirmar que existe un efecto del
extracto etandlico de Mentha spicata a partir de una concentracion de 150 ppm de CFT en

la formulacion del embutido. Monroy et al. (2012) evaluo la capacidad antimicrobiana in
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situ en cuanto a la inhibicion de mesofilos totales en batidos carnicos, de extractos
etandlicos de romero y chile ancho, al 0.5 por ciento y 1.0 por ciento. Concluyendo que la
incorporacion de los extractos retardaron el crecimiento de mesofilos durante los primeros
7 dias de almacenamiento. Sin embargo, respecto al efecto del tipo de extracto y la
concentracion, los tratamientos con extracto presentaron una menor poblacién de
mesdfilos. La mayor inhibicién la obtuvo utilizando chile ancho, donde a mayor cantidad
de extracto, mayor la inhibicion de mesofilos. Esto corresponde con lo encontrado en el
presente estudio, donde se verifica la accién antimicrobiana del extracto etanolico de
hierba buena, sin embargo el efecto solo se visualiza a partir del 150 ppm de CFT en la
formulacién del embutido, que representa un 0.3 por ciento de extracto etandlico de hierba

buena, concentracion cercana a la empleada por a Monroy et al. (2012).

Al dia 15 de almacenamiento bajo refrigeracion, se observan valores que superan los 4.7
Logio ufc/g para los tratamientos con 0, 50 y 100 ppm de CFT debido a la inclusion del
extracto etandlico de hierba buena, siendo este un conteo superior a las 5 x 10* ufc/g.
Segin MINSA (2008) el limite en el recuento de aerobios mesoéfilos para embutidos con
tratamiento térmico es de 5 x 10* ufc. Lo que indica que los tres tratamientos con el menor
contenido de extracto etandlico de hierba buena, estan fuera de los limites microbiol6gicos
que exige la normatividad nacional. Sin embargo, el tratamiento con mayor contenido de
extracto, 150 ppm de CFT, presenta un recuento de 4.58 Logio ufc/g, que corresponde a 3.8
x 10* ufc/g, valor dentro de los limites microbioldgicos. Segin Santos et al. (2005) un
considerable incremento de la flora aerobia mesotfila fue observado en las muestras
envasadas al aire y refrigeradas de morcilla de Burgos, siendo el recuento superior a 6
Logio ufc/g al dia 15 de almacenamiento. EI mismo autor también reporta que, para estas
muestras, la apariencia no era aceptable después de 12 dias debido al secado de la
superficie, y al dia 17 de almacenamiento los otros atributos sensoriales alcanzaron valores
por debajo del nivel aceptable, detectando enmohecimiento, aroma ligeramente putrido,
sabor a moho y deshidratacion. Esto corresponde con los resultados obtenidos para las

muestras con los menores contenidos de CFT en su formulacion.

El crecimiento de la carga microbiana es mayor a 0.3 por ciento de extracto etanolico de
hierba buena, tratamiento donde la concentracion de compuestos fendlicos es la mayor,
150 ppm. Hirasa y Takemasa, (2002); citado por Cabeza (2006) afirman que esta accion

antimicrobiana se atribuye en gran medida a la presencia en los aceites esenciales de
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compuestos con grupos fendlicos activos y terpenos de bajo peso molecular. Esto
corresponde con lo discutido anteriormente, donde el contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides en el extracto etandlico de Mentha spicata, elaborado para el presente estudio,
es significativo. Brul y Coote (1999), explican que los compuestos quimicos con un grupo
hidroxilo (-OH) o un grupo aldehido (-CHO), como los flavonoides encontrados en el
extracto de hierba buena, tienden a poseer alta actividad antimicrobiana, al formar enlaces
de hidrogeno con el sitio activo de una enzima, ocasionando su inactivacion, o por medio
de las reacciones con los grupo sulfhidrilo (—SH) necesarios para el crecimiento bacteriano.
Burt, (2004) menciona que otros mecanismos de accion de los componentes
antibacterianos de las especias son: la degradacion de la pared celular, dafio de la
membrana citoplasmatica, dafio de las proteinas de membrana, pérdida de los contenidos
celulares, coagulacién del citoplasma y reduccién de la fuerza protdn motriz, pero
considerando el gran nimero de diferentes grupos de compuestos quimicos presentes en
los aceites esenciales, 1o mas probable es que la actividad antibacteriana no se deba a un

mecanismo especifico sino a la suma de dos 0 mas de ellos

La actividad antimicobiana del extracto etandlico de Mentha spicata se puede explicar
también por el tipo de compuestos fendlicos encontrados en su composicién. Segln
Fialova et al. (2015) los principales compuestos fenolicos en mentas son los &cidos
fenolicos, especialmente el &cido rosmarinico, y los flavonoides, entre ellos destaca al
eriodictiol, luteolina, apigenina y sus glucoésidos. En el caso del acido rosmarinico, Park et
al. (2008) afirma que la actividad bioldgica de este compuesto fendlico es descrita como
antibacterial, antiviral y antioxidante. Ademas menciona que este es usado en la
preservacion de alimentos, por lo que extractos ricos en acido rosmarinico son usados en
Japdn para extender la vida util de pescados y mariscos frescos. Ademas Brahmi et al.
(2015) menciona que en la Mentha spicata también se puede encontrar &cidos fenolicos
como el galico, clorogenico, cafeico y vanilico. Los cuales tienen comprobada actividad
antimicrobiana segun diferentes estudios especificos para cada compuesto fendlico.
Correspondiente a esto Velurri et al. (2004) afirma que la catequina y sus derivados,
debido a su actividad fitotoxica y antimicrobiana, pueden usarse como herbicidas y

antimicrobianos naturales.

Estructuralmente se han determinado ciertas caracteristicas que hacen de los flavonoides

efectivos antimicrobianos frente a microorganismos patdgenos. Cushnie (2005) menciona
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que Tsuchiya et al. (1996) encontr6 en sus estudios que los 2, 4 0 2, 6 -dihidroxilacién del
anillo B y 5,7 — dihidroxilacion del anillo A en la estructura flavanona era importante para
la actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM), ademaés que estudios posteriores de Alcaraz et al. (2000) destacan la importancia
de un grupo hidroxilo en la posicion 5 de flavanonas y flavonas para la actividad contra
SARM. Ademas afirma que los flavonoides pueden actuar contra los microorganismos
mediante tres mecanismos: (a) inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos; (b) inhibicion

de la funcion de la membrana citoplasmatica y (c) inhibicion del metabolismo energético.

45.2. RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES

En el Cuadro 21 se presentan los resultados para el conteo de coliformes totales, expresado
en Logio ufc/g de muestra, durante los dias de almacenamiento en refrigeracion. Donde se
puede observar que no se registro un conteo significativo de coliformes totales en todos los

dias de seguimiento, reportdndose como < 1 Logio ufc/g de muestra.

La muestra de embutido cocido de visceras rojas de cuy, pasé por un tratamiento térmico
de 90°C por 30 minutos. Santos et al (2005) menciona que la coccién a altas temperaturas
durante el proceso elimina las formas vegetativas de los microorganismos y sélo
sobreviven al tratamiento esporas bacterianas. Correspondiente a esto, Garcia (2012) al
evaluar el efecto de la temperatura en las caracteristicas microbiologicas de una mortadela,
reporta que los conteos obtenidos para los coliformes totales en los tratamientos térmicos a
77°C, 80°C, 82°C y 87°C obtuvieron < 1 Logo ufc/g, ademas afirma que esto se debid al
tratamiento térmico aplicado al producto, ya que los coliformes en su mayoria son
mesofilos, por lo que se eliminaron cuando el producto alcanz6 una temperatura interna de
72 °C. Se espera que en productos carnicos cocidos no exista mayor crecimiento de
coliformes totales, ya que de haberlo, podria indicar una contaminacién cruzada al
momento del empacado o un tratamiento térmico deficiente. Observando los resultados, se
podria indicar que el producto fue cocido, manipulado y almacenado de manera correcta

durante el experimento.
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Cuadro 21: Recuento de coliformes totales (Logio ufc/g de muestra) en los
embutidos cocidos de visceras rojas de cuy con adicion de extracto etandlico de

hierba buena almacenados a 4°C (n=3).

Dias de almacenamiento
Tratamiento 1 3 7 10 15
gggm <1 <1 <1 <1 <1
iongm <1 <1 <1 <1 <1
éOFOTppm <1 <1 <1 <1 <1
ésFOTppm <1 <1 <1 <1 <1

Monroy et al. (2012) afirma que para los coliformes se encontr6 un efecto inhibitorio
mayor al utilizar los extractos etandlicos de romero y chile ancho en las formulaciones. Sin
embargo el tratamiento térmico del batido carnico empleado en su experimentacion fue de
72°C por 15 minutos, lo que permitiria el crecimiento microbiano de coliformes en su
matriz alimentaria, a diferencia del embutido desarrollado para el presente estudio, que fue
sometido a 90°C por 30 minutos, por lo tanto no se pudo evaluar si existe un efecto de los

CFT del extracto etanolico de hierba buena sobre el crecimiento de coliformes.

45.3. PRESENCIA DE SALMONELLA

En el Cuadro 22 se presentan los resultados para la evaluacién de presencia de Salmonella
sp. en los embutidos cocidos de visceras rojas de cuy, durante su almacenamiento
refrigerado a diferentes concentraciones de CFT en la formulacion del embutido debido a
la adicion del extracto etandlico de hierba buena. Se puede observar que no se detecto
presencia de Salmonella en ninguno de los dias de almacenamiento, independientemente

del tratamiento con extracto de hierba buena.



Cuadro 22: Presencia de Salmonella en los embutidos cocidos de visceras rojas
de cuy con adicion de extracto etandlico de hierba buena almacenados a 4°C

(n=3).
Dias de almacenamiento
Tratamiento 1 3 7 10 15
?;g-ﬁ)-m Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g
50 ppm . . . . .
CET Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25¢g | Ausencia/25g | Ausencia/25¢
100 ppm . . . . .
CET Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g
150 ppm . . . . .
CET Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g | Ausencia/25g

La ausencia de Salmonella sp. en los embutidos cocidos de la experimentacion evidencia
que se procesaron siguiendo buenas practicas de higiene y no hubo contaminacion cruzada
luego de la coccidn. Segun Castafio et al. (1996); citado por Cabeza (2006) encontrd que
en la region de Murcia el 84 por ciento de las muestras de morcilla analizadas (194)
cumplian con las recomendaciones microbiolégicas del Centro Nacional de Alimentacion y
Nutricion (CENAN) en ninguna de ellas encontrd la presencia de Salmonella y/o Shigella,

mientras que en solo dos muestras detectd la presencia de S. aureus.



V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Mentha spicata presenta un contenido de compuestos
fendlicos de 52.31 mg AGE/ g de extracto y de flavonoides de 9.47 mg Catequina /
g extracto. Lo que indica que el extracto de esta hierba, usada en la cocina nacional
comunmente, es una importante fuente de compuestos fendlicos.

Con respecto al pH, se encontr6 que el extracto etandlico de Mentha spicata
contribuye con la estabilidad de esta caracteristicas fisicoquimica durante el
almacenamiento en refrigeracion.

Con respecto a la actividad de agua, se encontré que esta se mantiene constante
durante el almacenamiento refrigerado por 15 dias y que el extracto etandlico de
Mentha spicata no tiene efecto sobre esta.

Al aplicar 150 ppm del extracto etanolico en el embutido experimental se logré
inhibicién de la mitad de la formacion de malonaldehido respecto a la muestra sin
tratamiento. Por lo que se puede concluir que este extracto contribuye en mantener
la estabilidad oxidativa del embutido cocido de visceras rojas de cuy.

La formulacién de embutido con 150 ppm de compuestos fendlicos debido a la
inclusion del extracto etandlico de Mentha spicata puede inhibir el crecimiento
microbiano de flora aerobia mesofila en un embutido cocido de visceras rojas de
cuy, y contribuye con mantener la estabilidad microbioldgica de este.

No se puede afirmar que este exista efecto de la concentracion de compuestos
fenolicos del extracto etandlico de Mentha spicata sobre el crecimiento de
coliformes y Salmonella sp., ya que no se encontr6 presencia de estos
microorganismos en el embutido cocido de visceras rojas de cuy, debido al
tratamiento térmico empleado, suficiente para eliminar esta carga microbiana, que

luego no fue registrada durante el almacenamiento.



VI. RECOMENDACIONES

1. Determinar el efecto antioxidante del extracto etandlico de Mentha spicata a
mayores concentraciones en carne procesada y compararlo con el efecto de
antioxidantes artificiales.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de Mentha spicata, in vivo e

in vitro sobre coliformes totales y Salmonella.
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Anexo 1: Curva estdndar Trolox (TEAC) para la determinacion de la capacidad
antioxidante a 517nm — método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
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Anexo 2: Curva estdndar de acido gélico para la determinacion de compuestos

fendlicos a 760 nm
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Anexo 3: Curva estandar de catequina para la determinacion de flavonoides a 510 nm
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Anexo 4: Curva estdndar TEP para determinar la concentracion de malonaldehido a

532 nm
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Anexo 5: Analisis estadistico del efecto del extracto etandlico de hierba buena sobre el
pH del embutido cocido de visceras rojas de cuy

a. Resultados

DIA Ppm CFT 0 ppm 50 ppm | 100 ppm | 150 ppm
% EEHB 0% 0.10% 0.20% 0.30%

0 1 6.20 6.14 6.16 6.18
2 6.20 6.16 6.18 6.16

3 6.19 6.16 6.16 6.15

PROMEDIO 6.20 6.15 6.17 6.16
DESV.EST. 0.01 0.01 0.01 0.02

3 1 6.18 6.14 6.14 6.14
2 6.16 6.14 6.17 6.16

3 6.18 6.16 6.14 6.16

PROMEDIO 6.17 6.15 6.15 6.15
DESV.EST. 0.01 0.01 0.02 0.01

7 1 6.12 6.12 6.14 6.16
2 6.12 6.10 6.14 6.15

3 6.10 6.12 6.16 6.15

PROMEDIO 6.11 6.11 6.15 6.15
DESV.EST. 0.01 0.01 0.01 0.01

10 1 6.09 6.08 6.08 6.09
2 6.06 6.10 6.08 6.10

3 6.06 6.10 6.10 6.10

PROMEDIO 6.07 6.09 6.09 6.10
DESV.EST. 0.02 0.01 0.01 0.01

15 1 5.91 5.98 5.93 5.98
2 5.90 5.97 5.93 6.01

3 5.90 5.95 5.95 6.00

PROMEDIO 5.90 5.97 5.94 6.00
DESV.EST. 0.01 0.02 0.02 0.02

97



b. Andlisis estadistico multifactorial del efecto del extracto etandlico de hierba
buena sobre el pH del embutido cocido de visceras rojas de cuy

ANOVA Multifactorial - pH
Variable dependiente: pH
Factores:
Dias de almacenamiento
% Extracto hierba buena

NUmero de casos completos: 60

Anélisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Dias de 0.311473 4 10.0778683 26.26 0.0000

almacenamiento

B:% Extracto hierba 0.0374983 3 10.0124994 4.22 0.0096
buena
RESIDUQOS 0.154193 52 10.00296526
TOTAL (CORREGIDO) |0.503165 59
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para pH por Dias de almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias de Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
almacenamiento Homogéneos
15 12 5.95 0.0157196 | X

10 12 6.08667  |0.0157196 | X

0 12 6.10833  [0.0157196 | XX

7 12 6.13167 0.0157196 | XX

3 12 6.15583  [0.0157196| X
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Contraste  [Sig. [Diferencia |+/- Limites
0-3 -0.0475 0.0628221
0-7 -0.0233333 |0.0628221
0-10 0.0216667 |0.0628221
0-15 * 10.158333 |0.0628221
3-7 0.0241667 |0.0628221
3-10 * 10.0691667 |0.0628221
3-15 * 10.205833 |0.0628221
7-10 0.045 0.0628221
7-15 * 10.181667 |0.0628221
10-15 * 10.136667 |0.0628221

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para pH por % Extracto hierba buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.
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% Extracto hierba |Casos|Media LS [Sigma LS |Grupos
buena Homogeéneos
0.1% 15 6.04533 |0.01406 |X

0% 15 6.092 0.01406 |[XX
0.2% 15 6.096 0.01406 |XX
0.3% 15 6.11267 |0.01406 | X
Contraste Sig |Diferencia |+/- Limites

0% - 0.1% 0.0466667 |0.0527766

0% - 0.2% -0.004 0.0527766

0% - 0.3% -0.0206667 [0.0527766

0.1% - 0.2% -0.0506667 [0.0527766

0.1%-0.3% |* |-0.0673333 |0.0527766

0.2% - 0.3% -0.0166667 [0.0527766




Anexo 6: Analisis estadistico del efecto del extracto etandélico de hierba buena sobre la
actividad de agua del embutido cocido de visceras rojas de cuy

a. Resultados

Ppm CFT 0 ppm 50 ppm | 100 ppm | 150 ppm

DIA % EEHB 0% 0.10% 0.20% 0.30%
1 1 0.984 0.989 0.974 0.968
2 0.985 0.989 0.974 0.968

3 0.983 0.987 0.974 0.969

PROMEDIO| 0.984 0.988 0.974 0.968
DESV.EST. 0.001 0.001 0.000 0.001

3 1 0.985 0.989 0.976 0.968
2 0.984 0.989 0.976 0.968
3 0.984 0.988 0.977 0.969

PROMEDIO| 0.984 0.989 0.976 0.968
DESV.EST. 0.001 0.001 0.001 0.001

7 1 0.982 0.989 0.972 0.966
2 0.982 0.989 0.973 0.966
3 0.981 0.990 0.972 0.966

PROMEDIO| 0.982 0.989 0.972 0.966
DESV.EST. 0.001 0.001 0.001 0.000

10 1 0.980 0.990 0.972 0.963
2 0.980 0.989 0.972 0.962
3 0.980 0.989 0.972 0.962

PROMEDIO| 0.980 0.989 0.972 0.962
DESV.EST. 0.000 0.001 0.000 0.001

15 1 0.979 0.986 0.973 0.964
2 0.979 0.986 0.973 0.964
3 0.980 0.987 0.972 0.965

PROMEDIO| 0.979 0.986 0.973 0.964
DESV.EST. 0.001 0.001 0.001 0.001
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b. Analisis estadistico multifactorial del efecto del extracto etandlico de hierba
buena sobre la actividad de agua del embutido cocido de visceras rojas de cuy

ANOVA Multifactorial - Aw
Variable dependiente: Aw
Factores:
% Extracto hierba buena
Dias de almacenamiento
NUmero de casos completos: 60

Andlisis de Varianza para Aw - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:% Extracto hierba 0.0043416 3 (0.0014472 915.13 |0.0000

buena

B:Dias de 0.000130567 4 10.0000326417 |20.64 0.0000

almacenamiento

RESIDUOS 0.0000822333 |52 [0.00000158141

TOTAL (CORREGIDO) |0.0045544 59

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Aw por Dias de almacenamiento

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias de Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
almacenamiento Homogeneos
15 12 0.975667 |0.000363021 (X

10 12 0.975917 |0.000363021 |[XX

7 12 0.977333 |0.000363021 | XX

0 12 0.978667 |0.000363021 | XX

3 12 0.979417 |0.000363021 X
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Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites
0-3 -0.00075 0.00145079
0-7 0.00133333 |0.00145079
0-10 * 10.00275 0.00145079
0-15 * 10.003 0.00145079
3-7 * 10.00208333 [0.00145079
3-10 * 10.0035 0.00145079
3-15 * 10.00375 0.00145079
7-10 0.00141667 |0.00145079
7-15 * 10.00166667 [0.00145079
10-15 0.00025 0.00145079

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Aw por % Extracto hierba buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

102

% Extracto hierba |Casos|Media LS [Sigma LS Grupos
buena Homogéneos
0.3% 15 0.965867 |0.000324696 (X
0.2% 15 0.973467 |0.000324696 | X

0% 15 0.981867 |0.000324696 | X
0.1% 15 0.9884 0.000324696 | X
Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites

0% - 0.1% * 1-0.00653333 [0.0012188

0% - 0.2% * 10.0084 0.0012188

0% - 0.3% * 10.016 0.0012188

0.1%-0.2% |* ]0.0149333 |0.0012188

0.1%-0.3% |* ]0.0225333 |0.0012188

0.2%-0.3% |* |0.0076 0.0012188




Anexo 7: Analisis estadistico del efecto del extracto etandélico de hierba buena sobre la
formacién de malonaldehido en mg MDA / kg de muestra del embutido cocido de

visceras rojas de cuy

a. Resultados

e Dia 0 de almacenamiento

% EEHB* |Ppm CFT**| Lote |Repeticion | "9 MDOAKg | Promediox
carne Desv.est.
0% 0 ppm Tl-a R1 0.6593
0% 0 ppm Tl-a R2 0.6219
0% 0 ppm T1-b R1 0.6874
0% 0 ppm T1-b R2 0.7249 06812 0.0364
0% 0 ppm Tl-c R1 0.7062
0% 0 ppm Tl-c R2 0.6874
0.10% 50 ppm T2-a R1 0.7905
0.10% 50 ppm T2-a R2 0.7343
0.10% 50 ppm T2-b R1 0.7718
0.10% 50 ppm T2-b R2 0.7249 0.7530£0.0319
0.10% 50 ppm T2-c R1 0.7155
0.10% 50 ppm T2-c R2 0.7811
0.20% 100 ppm T3-a R1 0.7249
0.20% 100 ppm T3-a R2 0.7155
0.20% 100 ppm T3-b R1 0.7530
0.20% 100 ppm T3-b R2 0.7530 07296+ 0.0301
0.20% 100 ppm T3-c R1 0.6781
0.20% 100 ppm T3-c R2 0.7530
0.30% 150 ppm T4-a R1 0.6031
0.30% 150 ppm T4-a R2 0.5844
0.30% 150 ppm T4-b R1 0.6219
0.30% 150 ppm T4-b R2 0.6500 06250 0.0306
0.30% 150 ppm T4-c R1 0.6219
0.30% 150 ppm T4-c R2 0.6687

* 0EEHB: Porcentaje de extracto etanolico de hierba buena
**ppm CFT: Concentracion de compuestos fendlicos totales

103




e Dia 3 de almacenamiento

9% EEHB* |Ppm CFT**| Lote | Repeticion | M9 MDAKg | Promedio +
carne Desv.est.
0% 0 ppm T1l-a R1 1.0903
0% 0 ppm Tl-a R2 1.1277
0% 0 ppm T1-b R1 1.0247
0% 0 ppm T1-b R2 1.0903 1.0403 +0.0790
0% 0 ppm T1-c R1 0.9123
0% 0 ppm T1-c R2 0.9966
0.10% 50 ppm T2-a R1 0.7249
0.10% 50 ppm T2-a R2 0.7343
0.10% 50 ppm T2-b R1 0.9029
0.10% 50 ppm T2-b R2 0.8561 08155+0.0718
0.10% 50 ppm T2-C R1 0.8186
0.10% 50 ppm T2-C R2 0.8561
0.20% 100 ppm T3-a R1 0.8561
0.20% 100 ppm T3-a R2 0.7999
0.20% 100 ppm T3-b R1 0.8935
0.20% 100 ppm T3-b R2 0.8280 0823300484
0.20% 100 ppm T3-C R1 0.7530
0.20% 100 ppm T3-c R2 0.8092
0.30% 150 ppm T4-a R1 0.9123
0.30% 150 ppm T4-a R2 0.9216
0.30% 150 ppm T4-b R1 0.8654
0.30% 150 ppm T4-b R2 0.8373 0.8670£0.0416
0.30% 150 ppm T4-c R1 0.8186
0.30% 150 ppm T4-c R2 0.8467

* 0EEHB: Porcentaje de extracto etandlico de hierba buena
**ppm CFT: Concentracién de compuestos fendlicos totales
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e Dia 7 de almacenamiento

% EEHB* |Ppm CFT**| Lote |Repeticion| M9 VDAVkg | Promedio
carne Desv.est.
0% 0 ppm T1l-a R1 2.0177
0% 0 ppm Tl-a R2 2.0551
0% 0 ppm T1-b R1 2.1301
0% 0 ppm T1-b R2 2.1207 20910+ 0.0461
0% 0 ppm T1-c R1 2.0926
0% 0 ppm T1l-c R2 2.1301
0.10% 50 ppm T2-a R1 1.3244
0.10% 50 ppm T2-a R2 1.2870
0.10% 50 ppm T2-b R1 1.3244
0.10% 50 ppm T2-b R2 1.3057 1.3073 +0.0209
0.10% 50 ppm T2-C R1 1.2776
0.10% 50 ppm T2-C R2 1.3244
0.20% 100 ppm T3-a R1 1.4556
0.20% 100 ppm T3-a R2 1.4181
0.20% 100 ppm T3-b R1 1.5305
0.20% 100 ppm T3-b R2 1.5118 1.4821+0.0412
0.20% 100 ppm T3-c R1 1.5024
0.20% 100 ppm T3-c R2 1.4743
0.30% 150 ppm T4-a R1 1.3525
0.30% 150 ppm T4-a R2 1.3525
0.30% 150 ppm T4-b R1 1.2776
0.30% 150 ppm T4-b R2 1.1933 1.2995+0.0612
0.30% 150 ppm T4-c R1 1.2870
0.30% 150 ppm T4-c R2 1.3338

* 0%EEHB: Porcentaje de extracto etandlico de hierba buena
**ppm CFT: Concentracién de compuestos fenolicos totales
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e Dia 10 de almacenamiento

% EEHB* |Ppm CFT**| Lote | Repeticion | M9 VDAVkg | Promediox
carne Desv.est.
0% 0 ppm T1l-a R1 2.7390
0% 0 ppm Tl-a R2 2.6921
0% 0 ppm T1-b R1 2.5891
0% 0 ppm T1-b R2 2.5703 26796 = 0.0864
0% 0 ppm T1-c R1 2.7952
0% 0 ppm T1l-c R2 2.6921
0.10% 50 ppm T2-a R1 1.8303
0.10% 50 ppm T2-a R2 1.7179
0.10% 50 ppm T2-b R1 1.6898
0.10% 50 ppm T2-b R2 1.6617 1.7319 + 0.0586
0.10% 50 ppm T2-C R1 1.7554
0.10% 50 ppm T2-C R2 1.7366
0.20% 100 ppm T3-a R1 1.5867
0.20% 100 ppm T3-a R2 1.6148
0.20% 100 ppm T3-b R1 1.5774
0.20% 100 ppm T3-b R2 1.5680 1.5664 + 0.0381
0.20% 100 ppm T3-c R1 1.5493
0.20% 100 ppm T3-c R2 1.5024
0.30% 150 ppm T4-a R1 1.6336
0.30% 150 ppm T4-a R2 1.5680
0.30% 150 ppm T4-b R1 1.6148
0.30% 150 ppm T4-b R2 1.6242 15789+ 0.0597
0.30% 150 ppm T4-c R1 1.5586
0.30% 150 ppm T4-c R2 1.4743

* 0%EEHB: Porcentaje de extracto etandlico de hierba buena
**ppm CFT: Concentracién de compuestos fenolicos totales
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e Dia 15 de almacenamiento

% EEHB* |Ppm CFT**| Lote |Repeticion | "% MDAKg | Promedio:
carne Desv.est.
0% 0 ppm T1l-a R1 3.1605
0% 0 ppm Tl-a R2 3.2448
0% 0 ppm T1-b R1 3.4322
0% 0 ppm T1-b R2 3.2542 33151+ 0.1132
0% 0 ppm T1-c R1 3.4415
0% 0 ppm T1l-c R2 3.3572
0.10% 50 ppm T2-a R1 1.8397
0.10% 50 ppm T2-a R2 1.7928
0.10% 50 ppm T2-b R1 1.9427
0.10% 50 ppm T2-b R2 1.8584 18849 + 0.0642
0.10% 50 ppm T2-C R1 1.9240
0.10% 50 ppm T2-C R2 1.9521
0.20% 100 ppm T3-a R1 2.0177
0.20% 100 ppm T3-a R2 1.9240
0.20% 100 ppm T3-b R1 1.7085
0.20% 100 ppm T3-b R2 1.7647 18147+0.1259
0.20% 100 ppm T3-c R1 1.7273
0.20% 100 ppm T3-c R2 1.7460
0.30% 150 ppm T4-a R1 1.6898
0.30% 150 ppm T4-a R2 1.7460
0.30% 150 ppm T4-b R1 1.5961
0.30% 150 ppm T4-b R2 1.5867 16414200722
0.30% 150 ppm T4-c R1 1.6710
0.30% 150 ppm T4-c R2 1.5586

* 0%EEHB: Porcentaje de extracto etandlico de hierba buena
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b. Andlisis estadistico multifactorial de la oxidacion lipidica por el método TBA

ANOVA Multifactorial - mg MDA / kg muestra
Variable dependiente: mg MDA / kg muestra
Factores:

% Extracto de hierba buena

Dias de almacenamiento
Numero de casos completos: 120

Analisis de Varianza para mg MDA / kg muestra - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:% Extracto de hierba 11.1879 3 3.72931 49.89 0.0000
buena

B:Dias de almacenamiento |37.7871 4 9.44679 126.38 |0.0000
RESIDUOS 8.37199 112 |0.0747499

TOTAL (CORREGIDO) 57.3471 119

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para mg MDA / kg muestra por % Extracto de hierba
buena

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

% Extracto de hierba Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
buena Homogéneos
0.3% 30 1.21544 ]0.0502276 |X

0.2% 30 1.29632 |0.0502276 |X

0.1% 30 1.31162 |0.0502276 |X

0% 30 1.97454 |0.0502276 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

0% - 0.1% *10.66292 0.184101

0% - 0.2% * 10.678227 0.184101

0% - 0.3% * 10.759107 |0.184101

0.1% - 0.2% 0.0153067 |0.184101
0.1% - 0.3% 0.0961867 |0.184101
0.2% - 0.3% 0.08088 0.184101

* indica una diferencia significativa.

c. Analisis de varianza para el contenido de malonaldehido en el dia uno por

concentracion de extracto etandlico de hierba buena

Variable dependiente: TBARS DIA UNO
Factor: % De extracto de hierba buena
NuUmero de observaciones: 24

NuUmero de niveles: 4

Tabla ANOVA para TBARS DIA UNO por % De extracto de hierba buena

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos |0.0578013 3 (0.0192671 18.44 0.0000

Intra grupos [0.0209002 20 10.00104501
Total (Corr.) [0.0787015 23

Pruebas de Multiple Rangos para TBARS DIA UNO por % De extracto de hierba

buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media Grupos Homogéneos
0.3% EHB |6 0.625 X

0% EHB 6 0.681183 | X

0.2% EHB |6 0.729583 | XX

0.1% EHB |6 0.753017 X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
0% EHB - 0.1% EHB * 1-0.0718333 |0.0522562
0% EHB - 0.2% EHB -0.0484 0.0522562
0% EHB - 0.3% EHB * 10.0561833 |0.0522562
0.1% EHB - 0.2% EHB 0.0234333 |0.0522562
0.1% EHB - 0.3% EHB |* (0.128017 |0.0522562
0.2% EHB - 0.3% EHB |* [0.104583 |0.0522562

* indica una diferencia significativa.

d. Andlisis de varianza para el contenido de malonaldehido en el dia tres por

concentracion de extracto etandlico de hierba buena

Variable dependiente: TBARS DIA TRES
Factor: % De extracto de hierba buena
NuUmero de observaciones: 24

NuUmero de niveles: 4

Tabla ANOVA para TBARS DIA TRES por % De extracto de hierba buena

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |0.198481 3 ]0.0661604 17.12 0.0000

Intra grupos |0.0773097 20 |0.00386548

Total (Corr.) [0.275791 23

Pruebas de Mdltiple Rangos para TBARS DIA TRES por % De extracto de hierba

buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media  |Grupos Homogéneos
0.1% EHB |6 0.815483|X

0.2% EHB |6 0.823283| X

0.3% EHB |6 0.866983| X

0% EHB 6 1.04032 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
0% EHB-0.1% EHB |* ]0.224833 |0.100503
0% EHB-02% EHB |* (0.217033 |0.100503
0% EHB -0.3% EHB |* |0.173333 |0.100503

0.1% EHB - 0.2% EHB -0.0078  |0.100503
0.1% EHB - 0.3% EHB -0.0515 |0.100503
0.2% EHB - 0.3% EHB -0.0437  |0.100503

* indica una diferencia significativa.

e. Andlisis de varianza para el contenido de malonaldehido en el dia siete por

concentracion de extracto etandlico de hierba buena

Variable dependiente: TBARS DIA SIETE
Factor: % De extracto de hierba buena
NuUmero de observaciones: 24

NuUmero de niveles: 4

Tabla ANOVA para TBARS DIA SIETE por % De extracto de hierba buena

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado |Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  |2.51367 3 10.83789 419.13 0.0000

Intra grupos  |0.0399825 20 10.00199913

Total (Corr.) |2.55365 23

Pruebas de Multiple Rangos para TBARS DIA SIETE por % De extracto de hierba

buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media  |Grupos Homogéneos
0.3% EHB |6 1.29945 |X

0.1% EHB |6 1.30725 |X

0.2% EHB |6 148212 | X

0% EHB |6 2.09105 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
0% EHB-0.1% EHB |* (0.7838 0.0722766
0% EHB-0.2% EHB |* |0.608933 |0.0722766
0% EHB -0.3% EHB |* [0.7916 0.0722766
0.1% EHB - 0.2% EHB | *  [-0.174867 |0.0722766
0.1% EHB - 0.3% EHB 0.0078 0.0722766
0.2% EHB - 0.3% EHB | *  |0.182667 |0.0722766

* indica una diferencia significativa.

f. Analisis de varianza para el contenido de malonaldehido en el dia diez por

concentracion de extracto etandlico de hierba buena

Variable dependiente: TBARS DIA DIEZ
Factor: % De extracto de hierba buena
NuUmero de observaciones: 24

NuUmero de niveles: 4

Tabla ANOVA para TBARS DIA DIEZ por % De extracto de hierba buena

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado |Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 5.0998 3 11.69993 427.30 0.0000

Intra grupos 0.0795659 20 {0.0039783

Total (Corr.) 5.17936 23

Pruebas de Multiple Rangos para TBARS DIA DIEZ por % De extracto de hierba

buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media  |Grupos Homogéneos
0.2% EHB |6 1.56643 |X

0.3% EHB |6 157892 |X

0.1% EHB |6 1.73195 | X

0% EHB |6 2.67963 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
0% EHB -0.1% EHB |* ]0.947683 |0.101959
0% EHB - 0.2% EHB |* |1.1132 0.101959
0% EHB - 0.3% EHB |* |1.10072 0.101959
0.1% EHB - 0.2% EHB | * |0.165517 |0.101959
0.1% EHB - 0.3% EHB | * |0.153033 |0.101959
0.2% EHB - 0.3% EHB -0.0124833 |0.101959
* indica una diferencia significativa.

g. Andlisis de varianza para el contenido de malonaldehido en el dia quince por

concentracion de extracto etandlico de hierba buena

Variable dependiente: TBARS DIA QUINCE
Factor: % De extracto de hierba buena
NuUmero de observaciones: 24

NuUmero de niveles: 4

Tabla ANOVA para TBARS DIA QUINCE por % De extracto de hierba buena

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |10.7879 3 |3.59596 378.56 0.0000

Intra grupos {0.189979 20 |0.00949896

Total (Corr.) [10.9779 23

Pruebas de Mdltiple Rangos para TBARS DIA QUINCE por % De extracto de

hierba buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media  |Grupos Homogéneos
0.3% EHB |6 1.64137 |X

0.2% EHB |6 18147 | X

0.1% EHB|6 1.88495 | X

0% EHB |6 3.31507 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
0% EHB-0.1% EHB |* |[1.43012 |0.157549
0% EHB -0.2% EHB |* |1.50037 |0.157549
0% EHB-03%EHB |* |1.6737 0.157549
0.1% EHB - 0.2% EHB 0.07025 [0.157549
0.1% EHB - 0.3% EHB | *  |0.243583 |0.157549
0.2% EHB - 0.3% EHB | *  |0.173333 |0.157549

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 8: Analisis estadistico del efecto del extracto etanolico de hierba buena sobre la
carga microbiana de mesofilos aerobios del embutido cocido de visceras rojas de cuy

a. Resultados

Ppm CFT 0 ppm 50 ppm | 100 pmm | 150 ppm
DIA % EEHB 0% 0.10% 0.20% 0.30%

1 3.49 3.34 3.46 3.32

2 3.56 3.34 3.45 3.40

0 3 3.48 3.28 3.40 3.26
PROMEDIO 3.51 3.32 3.44 3.33
DESV.EST. 0.04 0.04 0.03 0.07

1 4.08 3.83 411 4.15

2 4.16 3.93 4.14 3.91

3 3 4.12 3.89 4.03 3.96
PROMEDIO 4.12 3.88 4.09 4.01
DESV.EST. 0.04 0.05 0.06 0.13

1 4.52 4.55 4.62 441

2 4.41 4.53 4.54 4.32

7 3 4.45 4.49 4.45 4.33
PROMEDIO 4.46 4.52 4.54 4.36
DESV.EST. 0.05 0.03 0.09 0.05

1 4.53 451 4.49 4.43

2 4.60 4.46 4.59 4.42

10 3 4.63 4.63 4.68 4.37
PROMEDIO 4.59 4.53 4.59 4.41
DESV.EST. 0.05 0.09 0.09 0.03

1 4.76 4.81 4.63 4.59

2 4.83 4.74 4.79 4.62

15 3 4.74 4.65 4.82 4.53
PROMEDIO 4.78 4.73 4.75 4.58
DESV.EST. 0.05 0.08 0.10 0.05
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b. Analisis estadistico de la carga microbiana aerobia mesofila en el embutido
cocido de visceras rojas de cuy

ANOVA Multifactorial - Log UFC/g
Variable dependiente: Log UFC/g
Factores:

Dias de almacenamiento

% Extracto de hierba buena

NUmero de casos completos: 60

Analisis de Varianza para Log UFC/g - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Dias de 13.3042 4 |3.32604 561.39 |0.0000

almacenamiento

B:% Extracto de hierba |0.2428 3 (0.0809333 13.66 [0.0000

buena

RESIDUOS 0.308083 52 10.00592468

TOTAL (CORREGIDO) (13.855 59

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Log UFC/g por % Extracto de hierba buena

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

% Extracto de hierba |Casos|Media LS |Sigma LS |Grupos
buena Homogeneos
0.3% 15 413467 0.0198741 |X

0.1% 15 419867 (0.0198741 (X

0.2% 15 4.28 0.0198741 | X

0% 15 4.29067 |0.0198741 | X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
0% - 0.1% * 10.092 0.0746006
0% - 0.2% 0.0106667 |0.0746006
0% - 0.3% * 10.156 0.0746006
0.1%-0.2% |* |-0.0813333 |0.0746006
0.1% - 0.3% 0.064 0.0746006
0.2%-0.3% |* ]0.145333 |0.0746006

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Log UFC/g por Dias de almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.
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Dias de Casos |Media LS [Sigma LS |Grupos
almacenamiento Homogéneos
0 12 3.39833 [0.0222199 (X

3 12 4.02583 (0.0222199 | X

7 12 4.46833 (0.0222199 | X

10 12 452833 (0.0222199 | X

15 12 470917 (0.0222199 | X
Contrast |Sig. |Diferencia |+/- Limites

e

0-3 * 1-0.6275 0.0888002

0-7 * 1-1.07 0.0888002

0-10 * 1-1.13 0.0888002

0-15 * 1-1.31083 [0.0888002

3-7 * 1-0.4425 0.0888002

3-10 * 1-0.5025 0.0888002

3-15 * 1-0.683333 [0.0888002

7-10 -0.06 0.0888002

7-15 * 1-0.240833 [0.0888002

10-15 |* (-0.180833 |0.0888002




