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RESUMEN

El deterioro de los alimentos representa un reto para la industria alimentaria ya que,
puede causar dafios a la salud del consumidor y pérdidas econémicas para la
empresa. Por ello, con el fin de retardar el deterioro se hace uso de conservadores,
en su mayoria sintéticos; sin embargo, derivado de las demandas de los
consumidores, la busqueda productos de origen natural se ha incrementado. Dentro
de estos, se ha establecido que los extractos de pigmentos de calamar tienen un
efecto de prevencion en el deterioro de alimentos. Ademas, el calamar es un
cefalépodo que también expresa diversa pigmentacion, por lo que su piel puede
representar una alternativa de fuente de compuestos pigmentados con actividad
biolégica. Por otra parte, a la fecha, la informacion de la aplicacion de los extractos
pigmentados del pulpo es excasa. Mas aun el efecto del disolvente sobre la
extraccion de compuestos pigmentados bioactivos no se ha estudiado del todo,
usando como sistema modelo la piel de calamary pulpo. Por lo anterior, este estudio
se dividi6 en tres grandes etapas: 1) Comparar la actividad antioxidante de extractos
pigmentados de la piel de pulpo y calmar extraidos con dos disolventes, metanol
acidificado y etanol acidificado, asi como caracterizar estructuralmente por métodos
espectrofotométricos los extractos pigmentados; por otra parte, 2) evaluar la
actividad antimutagénica de extractos obtenidos de ambos organismos usando el
disolvente metanol acidificado y, finalmente, 3) comparar la capacidad de los
extractos pigmentados obtenidos de pulpo y calamar, de inhibir la oxidacion de
lipidos y el desarrollo de microorganismos, utilizando como sistema modelo
hamburguesas de pollo almacenadas por 9 dias a 4°C.

Los extractos pigmentados se extrajeron empleando dos disovlentes
(metanol-HCI y etanol-HCIl) y se evalu6 su capacidad antioxidante in vitro.
Empleando el disolvente metanol-HCI se obtuvieron extractos con mayor actividad
antioxidante. Los extractos pigmentados de la piel de pulpo presentaron una mayor
actividad antioxidante y mejor rendimiento que los pigmentos de la piel de calamar.
Los cuatro extractos presentaron sefales relacionadas con xantomatina y
dihidroxantomatina, pigmentos del grupo de los omocromos, asi como la

quinurenina, un precursor de estos compuestos. Los extractos de calamar
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presentaron una mayor proporcién de quirunenina y aparentmente una menor
concentracion de grupos amino-aromaticos.

Al evaluar la actividad antimutagénica en los extractos metandlicos, se
detect6 que los extractos de calamar presentaron una mayor capacidad de inhibir el
efecto negativo del mutageno aflatoxina Bi sobre ambas cepas de Salmonella
typhimurium (TA98 y TA100), que los de pulpo.

Durante el almacenamiento los extractos pigmentados lograron prolongar la
vida de anaquel de las hamburguesas de pollo siendo los extractos obtenidos del
calamar mas eficientes como antimicrobianos y los extractos obtenidos del pulpo
mas eficientes como inhibidores de las primeras etapas de reacciones de oxidacion
de los lipidos.

Tanto el disolvente utilizado para la extracciébn, como la especie de
cefalépodo, tuvieron un efecto sobre la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos. Los extractos pigmentado de la piel de calamar tienen una alta capacidad
de inhibir la mutacién inducida por la aflatoxina Bi (AFB1) en Salmonella
typhimurium a concentraciones muy bajas. Bajo las condiciones de este estudio, los
extractos pigmentados de pulpo presentaron una mayor capacidad antioxidante in
vitro y en el sistema modelo, mientras que los de calamar fueron mas eficientes en
inhibir la mutacion de la AFB:1 y el desarrollo de microorganismos en las
hamburguesas de pollo. Los principales componente identificados en los pigmentos
obtenidos en ambos cefalépodos pertenecen al grupo de los omocromos,
xantomantina, dehidroxhantomantina y su precursor querunina. Las diferencias en
las actividades biologicas se atribuyen a la diferencia en la proporcién de la

guerunina y aromaticos aminados detectadas por resonancia magnética nuclear.
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INTRODUCCION

El deterioro de los alimentos es uno de los mayores retos de la industria alimentaria,
debido a las grandes pérdidas econdmicas y los dafios a la salud que puede
provocar en los consumidores (Carrillo Inungaray y Reyes Munguia, 2014). Las
principales causas del deterioro son los microorganismos como las bacterias y
reacciones quimicas como la rancidez oxidativa y la hidrdlisis (Torres y col., 2016).
Por lo que con el fin de prolongar la vida util de los alimentos se ha implementado
el uso de los aditivos, agentes antimicrobianos o antioxidantes que retardan o
inhiben la proliferacion de bacterias y las reacciones de oxidacion (Carocho y col.,
2015).

Los antioxidantes, por su origen, pueden clasificarse en sintéticos o
naturales. Los antioxidantes sintéticos son los utilizados por la industria y los mas
destacados son el butilhidroxianisol, butilhidroxitolueno, la terbutilhidroquinona; sin
embargo, los consumidores tienen preocupaciones sobre su consumo, ya que
existen estudios que indican que pueden tener efectos toxicos y cancerigenos.
Mientras tanto, los antioxidantes naturales tienen potencial reducir la incidencia de
tipos particulares de canceres, hipertensién, diabetes y enfermedades
cardiovasculares (Ben Atitallah y col., 2019).

Entre los antioxidantes naturales destacan lo carotenoides, lecitina,
derivados fendlicos, tocotrioles y tocoferoles, los extractos de especies como clavo,
orégano y pimienta que provienen principalmente de plantas terrestres; sin
embargo, en el mar también existe gran biodiversidad de flora y fauna donde se
pueden obtener compuestos antioxidantes (Carocho y col., 2018).

Asi, se ha establecido que los desechos generados durante el manejo,
procesamiento y produccion comercial de estos, como son cabezas, esqueletos,
visceras, escamas, piel y aletas, son una excelente fuente de compuestos
bioactivos (Pinteus y col., 2018). Dentro de los organismos marinos de relevancia
econdmica y que representan una excelente fuente de compuestos bioactivos se
encuentran los cefaldpodos.

La pesca de cefalopodos en México se estima que es de aproximadamente

42 mil toneladas, dentro de los cuales destacan el pulpo (Octopus vulgaris) y



calamar gigante (Dosidicus gigas) (CONAPESCA, 2018). En diversos trabajos se
ha detectado que diversos compuestos quimicos extraidos de diferentes regiones
anatémicas como las aletas, los tentaculos y los brazos de estos cefal6podos, como
proteinas, carbohidratos complejos como la quitina, poseen actividades biol6gicas.
En el caso concreto de la piel de calamar, ademas se han extraido compuestos
pigmentados, los cuales presentaron la capacidad de prolongar la vida de anaquel
de algunos sistemas alimentarios como el aceite de pescado, pescados
almacenados en hielo y paté de atin (Aubourg y col., 2016; Ezquerra-Brauer y col.,
2016; y col., 2017; Chan-Higuera y col. 2019a). Asi mismo, se comprobd que los
extractos obtenidos no representaban un riesgo al consumidor (Ezquerra-Brauer y
col., 2017; Chan-Higuera y col., 2019a).

Los principales compuestos pigmentados identificados en la piel de los
cefalépodos son los omocromos. Romero y Martinez (2015) reportaron que estos
compuestos quimicos pueden actuar como donadores de electrones y estabilizar a
radicales libres. Chan-Higuera y col. (2019b) establecieron que los principales
omocromos con actividad antioxidante provenientes de la piel de Dosidicus gigas
eran la xantomantina y la dehidrohantomatina.

Por otro lado, se ha establecido que la concentracién y eficacia del
compuesto bioactivo extraido de cualquier sistema bioldgico dependera, entre otros
factores, del disolvente empleado (Ngo y col., 2017). Fatimah Zahara y Rabeta
(2017) detectaron que la actividad antioxidante de extractos obtenidos de la tinta de
la pluma de Loligo duvauceli era mayor cuando se empleaba etanol como disolvente
gue hexano. Cruz-Ramirez y col. (2015) en extractos obtenidos de tentaculos de
Paraoctopus limaculatus, la actividad antimutagénica fue mayor cuando se trabajé
con hexano que con metanol o con acetona. Este comportamiento se atribuye a que
dependiendo de las caracteristicas quimicas del compuesto bioactivo es su
polaridad y puede ser mas o menos soluble en un determinado disolvente (Ngo y
col., 2017).

A la fecha se ha establecido la propiedad antioxidante, antimutagénica y
antimicrobiana de extractos pigmentados solamente de la piel de calamar

empleando metanol acidificado como disolvente (Chan-Higuera y col., 2019c) y



antioxidante del mismo organismo de extractos obtenido con etanol acidificado
(Aubourg y col., 2016). Sin embargo, no se ha realizado una comparacién del
disolvente empleado, ni se ha evaluado el potencial bioactivo de los omocromos
presentes en la piel de pulpo.

Por lo tanto, la idea central de este estudio fue determinar si la piel de pulpo
puede representar una fuente de compuestos bioactivos y emplearse como un
aditivo alimentario, asi como el de determinar el efecto de dos disolventes (metanol-
HCI y etanol-HCI) sobre la extraccion de pigmentos de la piel de pulpo (Octopus

vulgaris) y calamar gigante (Dosidicus gigas) con actividad antioxidante.



ANTECEDENTES
Deterioro de Alimentos

El deterioro es una alteracion negativa en un alimento, cambiando sus propiedades
sensoriales y nutricionales, haciendo que el alimento sea inaceptable para el
consumidor. Para evitar este tipo de alteraciones se hace uso de los aditivos
alimentario, tema que se retomara mas adelante. Los factores que producen el
deterioro de los alimentos se dividen en tres tipos: cambios fisicos, biologicos o
guimicos. Los golpes y dafios producidos con la manipulacion, preparacién o
conservacion de los alimentos son del tipo de deterioro fisico (Carrillo Inungaray y
Reyes Munguia, 2014; Lianou y col., 2016).

El deterioro biolégico puede ser causado por infestacion de insectos o
roedores y proliferacion de microorganismos, siendo este Ultimo uno de los
principales factores de deterioro. Los microorganismos pueden alterar los alimentos
de diferentes maneras, la presencia de ciertas especies puede provocar infecciones
o producir toxinas que causan intoxicacion siendo un problema para la salud del
consumidor, ademas las enzimas de los microorganismos producen subproductos
gue afectan a las caracteristicas organolépticas (Villalobos-Delgado y col., 2019).

El deterioro quimico sucede cuando diferentes componentes que constituyen
el alimento reaccionan entre si o con algin componente agregado que altera sus
caracteristicas organolépticas y nutricionales, ejemplos de esto incluyen:
pardeamiento enzimatico, no enziméatico y oxidacion lipidica (Nasery. y col., 2016)
Oxidacién Lipidica
Los alimentos mas susceptibles al deterioro oxidativo son los que se encuentran
ricos en componentes lipidicos (Romain y col.,, 2013). La autooxidacion es su
principal mecanismo (Figura 1), el cual sucede através de la formacion de radicales
libres y consta de 3 fases: iniciacion, propagacion y terminaciéon (Gonzalo y col.,
2012).



Iniciacion RH

R_
» ROO Radicales libres

RO
Propagacion R + 02 » ROOr
ROO +RH » R+ ROOH
R+ OH Descomposicién
Terminacién ROCH » R de hidroperoxidos
ROO
R= Radical libre

Asociacion de radicales R +R-
libres para formar ROO +R-
compuestos no radical ROO + ROO

Figura 1. Mecanismo de oxidacion lipidica
Fuente: Gonzalo y col., 2012

ROOQO = Radical peroxilo

RO= Radical alcoxilo

ROOH= Hidroperéxido organico
RH= Compuesto organico



La fase de iniciacidén se da por la presencia de factores externos como luz,
altas temperaturas y presencia de iones metélicos, generando inestabilidad en las
insaturaciones de los &cidos grasos. Esta inestabilidad rompe la insaturaciéon y
forma un radical libre (Schaich, 2013).

En la fase de propagacion el radical formado Re reacciona con el oxigeno
atmosférico para formar un radical peroxilo ROO- y este reacciona con una nueva
molécula insaturada para originar el hidroperéxido ROOH y un nuevo radical R que
repite la secuencia de reacciones con otra molécula insaturada (Schaich, 2013;
Xiong y col., 2020).

La terminacion es la eliminacion de radicales del sistema para formar
compuestos no radicales estables. Después de la formacion de los primeros
radicales, las dos etapas de oxidacidén ocurren simultaneamente, pero a diferentes
velocidades que cambian a lo largo del proceso (Ladikos y Lougovois, 1990;

Gonzalo y col., 2012).
Deterioro Microbiano

Los microorganismos causantes del deterior de alimentos pueden clasificarse en
dos grandes grupos: los mohos y levaduras y las bacterias.

Los mohos y levaduras se desarrollan principalmente en condiciones
ambientales especialmente dificiles, son muy resistentes al procesado de los
alimentos. Las levaduras, en concreto, son resistentes a pH bajos y se asocian al
deterioro de alimentos con alta actividad de agua y alto contenido de azucar. Los
hongos filamentosos son resistentes al pH bajo y, algunas especies, también al
calor. Generalmente, se asocian a alimentos procesados y formulados para evitar
el crecimiento de otros microorganismos (Petruzzi y col., 2017).

Las bacterias que deterioran los alimentos pueden dividirse principalmente
en dos tipos lipoliticas y proteoliticos. Las bacterias lipoliticas liberan acidos grasos
por accion enziméatica provocando sabores y olores a rancio aun en concentraciones
muy bajas. Mientras que las bacterias proteoliticas provocan la hidroélisis enzimatica
de proteina causando alteraciones tanto en el olor como en el sabor y textura.
Existen otros tipos de bacterias que se pueden encontrar en los alimentos como las

patdgenas que son responsables de las enfermedades de transmision alimentaria y



también se pueden encontrar bacterias indicadoras de contaminacion (Shao y col.
2011).
Aditivos

El Codex Alimentarius (1995) define como aditivo alimentario “cualquier sustancia
que tal cual no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como
ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo y cuya adicion
intencionada al alimento con fines tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en sus
fases de fabricacion, elaboracién, preparacion, tratamiento, envasado,
empagquetado, transporte o almacenamiento, resulte directa o indirectamente por si
0 sus subproductos, en un componente del alimento o un elemento que afecte a sus
caracteristicas”. Dicho de otra manera, los aditivos alimentarios sirven para los
procesos tecnoldgicos (facilitar elaboracién de productos), prevenir y evitar riesgos
provocados por las alteraciones del deterioro y mantener sus caracteristicas
organolépticas, nutricionales y su inocuidad. Existen diferentes tipos de aditivos
segun su funcion (Tabla 1).

Los aditivos también son clasificados segun su origen, pueden ser sintéticos
o naturales. Los aditivos sintéticos son aquellos obtenidos de productos de sintesis
no presentes en la naturaleza, mientras que, los aditivos naturales son aquellos que
se obtienen de productos presentes en la naturaleza (Gutiérrez-del-Rio y col., 2018).

Los aditivos sintéticos son ampliamente utilizados en la industria alimentaria,
ya que, son los mas economicos. Sin embargo, se les a relacionado con
enfermedades como el cancer, causando gran preocupacion principalmente a los
consumidores. Debido a esto existe una tendencia en consumir alimentos con
aditivos naturales por parte de los consumidores, mientras que la industria
alimentaria intenta cumplir con la demanda del consumidor, se dedican a la
busqueda de potenciales aditivos naturales (Lavilla, 2019).
Aditivos Naturales
Los aditivos de origen natural, como ya se ha mencionado, se encuentran entre la
preferencia de los consumidores, debido a que promueven una dieta saludable.
Siendo los colorantes, edulcorantes, antioxidantes y conservantes los aditivos

naturales de mayor interés (Carocho y col., 2015).



Tabla 1. Lista de aditivos clasificados segun su funcion.

Tipo de aditivos

Funcién

Acidificantes

Antioxidantes

Colorantes

Conservadores

Edulcorantes

Emulsionantes/

Emulsificantes

Espesantes

Estabilizantes

Saborizante

(aromatizante)

Sustancias que modifican 0 mantienen la acidez de los
productos.

Sustancias que prolongan la vida de almacén de los
productos, protegiéndolos del deterioro ocasionado por la
oxidacion.

Sustancia que da o restituye color a un producto.
Sustancias o0 mezcla de sustancias que previenen,
retardan o detienen cualquier alteracion causada por
microorganismos.

Sustancias diferentes de los mono- y disacaradidos, que
imparten un sabor dulce a los productos.

Sustancias o0 mezcla de sustancias que forman o
mantienen una emulsién uniforme en un producto.
Sustancias que incrementan la viscosidad de los
productos.

Sustancias que posibilitan el mantenimiento de una
dispersion uniforme de dos o mas sustancias.

Sustancia o mezcla de sustancias con o sin otros

aditivos que se utilizan para proporcionar o

intensificar el sabor o aroma de los productos.

Fuente: Secretaria de Salud-Estados Unidos Mexicanos. DOF aditivos y coadyuvantes en
alimentos, bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias.



Los conservadores de origen natural provienen principalmente de las plantas.
Estas sintetizan diferentes metabolitos durante su crecimiento, los cuales poseen
diferentes actividades biologicas. Se ha estudiado su aplicacion en la conservacion
de alimentos, los cuales destacan estructuralmente compuestos fendlicos, terpenos,
y los que contienen nitrégeno o azufre ( Shao y col., 2011; Gutiérrez-del-Rio y col.,
2018)

Antioxidantes naturales. Se han encontrado compuestos con importante
actividad antioxidante en la naturaleza como lo son los flavonoides, carotenoides,
acidos hidroxicinamicos y terpenos que destacan gracias a su estructura de dobles
enlaces conjugados (Figura 2) (Oswell y col., 2018; Ribeiro y col., 2019). Los
antioxidantes naturales se pueden clasificar en:

e Antioxidantes tipo I: Son capaces de interrumpir la cadena de radicales cediendo
un radical de hidrégeno a un radical quimico libre. Este tipo de antioxidantes
impide que los lipidos reaccionen (Chandra y col., 2020).

e Antioxidantes de tipo Il: Son compuestos que impiden o disminuye la formacion
de radicales libres. Su accion depende del pH y la temperatura (Chandra y col.,
2020).

e Antioxidantes tipo lll: Estos compuestos protegen contra la oxidacion. Protegen
tanto el interior como el exterior de la célula. Dentro de este grupo se encuentran
los carotenoides, vitamina E (tocoferol), o la vitamina C (&cido ascérbico).
(Amarowicz y Pegg, 2019).

Los flavonoides son una de las principales clases de compuestos de fenoles de
vegetales y frutas. Pueden quelar iones metalicos por la formacién de complejos
con cationes divalentes. Ademas, la presencia de grupos hidroxilo libres en los
anillos aromaticos permiten la eliminacion de los radicales libres y entre mas grupos
hidroxilos libres su capacidad antioxidante aumenta (Carocho y col., 2018).

Los carotenoides capturan los radicales piroxilos, que reaccionan con ellos para

formar radicales estabilizados por resonancia. Su capacidad de eliminar radicales

piroxilos puede interrumpir la secuencia de reaccién de oxidacion lipidica. La
capacidad antioxidante de los carotenoides aumenta con el nimero creciente de

dobles insaturados (Amarowicz y Pegg, 2019).



Carotenoides

B-Caroteno
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Acidos hidroxicinamicos
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HeC™ SCH,
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Figura 2. Estructuras basicas de antioxidantes naturales
Fuente: Oswell y col., 2018
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Los acidos hidroxicinAmicos son capaces de donar un atomo de hidrégeno a
los radicales libres dando como resultado la formacion de un radical antioxidante
estabilizado por resonancia. Los &cidos hidroxicinAmicos son frecuentes en las
pepitas, bayas, semillas, hierbas, granos de cereales, verduras de hoja verde, asi
como esparragos, canela, clavo y papa (Oswell y col., 2018).

Los terpenos son antioxidantes que se encuentran en especias como la hoja
de laurel de la India, orégano, romero, comino, tomillo, alcaravea negra, canela,
cilantro, aceite de nuez moscada, salvia y anis estrellado. Su capacidad antioxidante
se le atribuyen a sus dobles enlaces (Carocho y col., 2015; Amarowicz y Pegg,
2019)

Antioxidantes de origen marino. Ya se ha mencionado los hallazgos de la
investigacion de los antioxidantes naturales provenientes de fuentes naturales
terrestres, sin embargo, en el mar existen una gran biodiversidad de flora y fauna
gue pueden contener componentes con actividad antioxidante. En algas se pueden
encontrar compuestos como los polisacéaridos sulfatados y florotaninos.

Los polisacéaridos sulfatados son polimeros con estructuras diversas que
poseen una cantidad de grupos sulfatos esterificados con los azlcares que los
conforman. Se encuentran principalmente en tres grupos de algas marinas: algas
pardas, algas rojas y algas verdes. Los principales polisacaridos sulfatados de las
algas rojas son los carragenanos, las algas pardas son fucoidanos y en algas verdes
ulvanas (Ngoy Kim, 2013). La actividad antioxidante de los polisacéaridos sulfatados
depende de sus caracteristicas estructurales como el nivel de sulfatacion y su
distribucién a lo largo de la cadena principal del polisacarido, el peso molecular, la
composicion de azucares y su estereoquimica (Vega y col., 2020). Se ha
demostrado que lo polisacaridos sulfatados de bajo peso molecular presentan
mayor actividad antioxidante que los de alto peso molecular, ya que, los
polisacaridos sulfatados de bajo peso molecular pueden incorporar a las células de
manera mas eficiente y donar protones comparado con los de alto peso molecular
(Ngo y Kim, 2013).

Los florotaninos se producen en distintas algas pardas como proteccion ante

radiacion UV y condiciones de estrés. Estructuralmente los florotaninos son acidos
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fendlicos, su mondmero es el floroglucinol (1,3,4 trihidroxibenceno) y, segun los
tipos de enlaces, pueden ser clasificados en 4 subclases: fuhaloles y floretoles (con
un enlace éter), fucoles (con un enlace fenilo), fucofloroetoles (con enlaces éter y
fenilo) y eckoles (con un enlace dibenzodioxina). Los florotaninos extraidos de las
algas pardas presentan actividad antioxidante actuando como agentes reductores,
guelantes de metales y atrapan los radicales libres, siendo efectivos para inhibir la
oxidacion de lipidos (Hannan y col., 2020).

Entre los animales marinos, también se han encontrado compuestos con
potencial actividad antioxidante. Principalmente se intenta hace uso de los
subproductos de la pesca, ya que, el 40 % de la pesca son desecho como cabezas,
esqueletos, visceras, escamas y aletas. Los péptidos y los pigmentos son algunos
de los compuestos antioxidantes que se pueden encontrar en los animales marinos
(Choksawangkarn y col., 2018).

Se ha demostrado que los péptidos derivados de proteinas de pescados
presentan potencial activad antioxidantes y antimicrobiana siendo de utilidad para
productos farmacéuticos, procesamiento y preservacion de alimentos. Un péptido
se conforma de 2 a 20 residuos de aminoacidos, se encuentran inactivos en la
secuencia de las proteinas y puede liberarse por hidrélisis enzimética durante la
digestion gastrointestinal en el cuerpo o durante el procesamiento de alimentos
(Lorenzo y col., 2018). Es importante mencionar que los péptidos se pueden
obtener a partir de los subproductos del procesamiento de pescado mediante la
hidrolisis de proteinas con enzimas enddgenas (presentes en el pescado) o
exogenas (externas al pescado). Se desconoce el mecanismo exacto de los
péptidos, sin embargo, se conoce que los aminoacidos hidrofébicos, aromaticos
contribuyen a su potencial actividad antioxidante (Sila y Bougatef, 2016).

Los omocromos son pigmentos naturales que pueden ser encontrados en la
piel de cefaldopodos; mas adelante se detallard mas sobre los omocromos y los
cefalépodos (Board, 2005; Hendry y Houghton, 1996). Existen varios estudios
donde se observaron extractos de pigmentos de la piel de calamar que presentaron
capacidad antioxidante y antimicrobiana en diferentes sistemas alimenticios

representado una alternativa para la prevencién del deterioro alimentario (Aubourg
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y col., 2016; Ezquerra-Brauer y col., 2016; Ezquerra-Brauer y col., 20167; Chan-
Higuera y col., 2019a).
Omocromos

Estructuralmente son compuestos N-heterociclicos basado en sistemas de
fenoxazina (Figura 3A) y fenotiazina (Figura 3B); estos proporcionan un sistema
de deslocalizacién electrénica debido a sus anillos aromaticos; ademas, permite la
absorcion de fotones de baja energia como resultado de su momento dipolar alto,
proveniente de la union de estos dos sistemas a cadenas polares. Los omocromos
se dividen en omatinas, omatin D, omminas y ommidinas (Hendry y Houghton, 1996;
Beyer y Walter, 1987; Figon y Casas, 2018).

Las omatinas presentan coloracion amarillo o rojo, son moléculas de peso
molecular bajo, del tipo fenoxazina, inestables en condiciones basicas y sensibles
a la autooxidacion. Estan subdivididas en xantomatina, xantomatina descarboxilada
y su forma reducida dihidroxantomatina, rodomatin y omatina D (Zhang y col.,
2016). En la Figura 3C se muestra la estructura base de las omatinas (xantomatina)
(Ziegler, 1961; Figon y Casas, 2018).

Las omminas son compuestos de alto peso molecular del tipo fenotiazina,
no sufren de autooxidacion y presenta color purpura; en esta subdivision solo se ha
estudiado la ommina A (Figura 3D), estructuralmente se puede diferenciar de las
omatinas ya que contiene azufre (Kayser, 1985; Figon y Casas, 2018).

Las ommidinas constituyen el grupo de omocromos del cual existe menor
informacion. Su coloracion es amarilla y estructuralmente pueden estar basadas en
el sistema fenotiazina, ya que contiene azufre (Kayser, 1985; Figon y Casas, 2018).

Cada una de las estructuras mencionadas confiere propiedades
particulares a los omocromos, asi como su solubilidad en medio basicos y su rapida
degradacioén en este medio, debido a que se comportan como acidos con excepcion

de los conjugados hidrofilicos de dihidroxantomatina.
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Figura 3. Estructura quimica base de omocromos A) estructura fenoxazina B)
estructura fenotiazina, C) estructura base de las omatinas (xantomatina), D) estructura

base ommina (Omina A)
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Los omocromos son poco soluble en agua y disolventes organicos neutros; sin
embargo, son solubles en disolventes organicos acidificados, por ejemplo acido
férmico y el metanol acidificado con acido clorhidrico; este ultimo permite la
extraccion de la mayoria de los omocromos con excepcion de omatina D y
rodomatin, debido a la presencia de sulfato y glucosa, respectivamente; también se
pueden extraer en solucién acuosa neutra (Linzen, 1974; Kayser, 1985; Markaida y
Gilly, 2016; Williams y col., 2016).

Actividad Antiradical de los Omocromos

La activad antioxidante es una propiedad importante que esta dada por el sistema
de fenoxazina; detiene la propagacion de radicales libres (Romero y Martinez, 2015;
Figon y Casas, 2018). Romero y Martinez (2015) realizaron un estudio tedrico sobre
la actividad antioxidante en xantomatina y omatina D por los mecanismos de
transferencia de electrén y el de transferencia de atomos de hidrégeno; para el
primero se analizd la energia de ionizacidén vertical y la afinidad de electrones
vertical y para el segundo mecanismo se analizo la energia de disociacion y la
energia libre de Gibbs; se concluydé que ambos mecanismos son
termodinamicamente posibles, siendo, omatina D el mejor antioxidante. Mientras
tanto, Figon y Casas (2018) realizaron un estudio del mecanismo de transferencia
de atomo de hidrogeno en xantomatina y omatina D, resultando omatina D la que
presenta mayor actividad antioxidante. Chan-Higuera y col. (2019b) encontraron
omocromos con actividad bioldgica en extractos pigmentados de un cefalépodo, el
calamar gigante (Dosidicus gigas). Los omocromos identificados en dicho extracto
fueron estructuras de la clase omatina: xantomatina, hidroxantomatina y
dihidroxantomatina y su mecanismo antioxidante fue descrito por la transferencia de
atomos de hidrogeno y la transferencia de electrones.
Cefalopodos

Los cefalépodos son invertebrados marinos que pertenecen a una clase dentro del
filo Mollusca, son clasificados en pulpos (octépodos, ocho brazos), sepias y
calamares (decapodos, ocho brazos mas dos tentaculos) y nautilos (Barord y Boyle,
2019). Se encuentran alrededor del mundo en diferentes héabitats, desde aguas

frias hasta las temperaturas templadas. Ademas, se pueden encontrar tanto en
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zonas bentdnicas como pelagicas de mares y océanos, asi como cerca de la
superficie del agua y a una profundidad de 5000 m (Hoving y col., 2014). Estos
moluscos son de cuerpo blando, carecen de un caparazdn externo y su anatomia
se divide en tres regiones: el manto; una estructura muscular en forma de bolsa que
contiene la mayoria de los 6rganos internos, la cabeza; donde se encuentran los
0jos, cerebro y boca y los brazos y tentaculos; normalmente cubiertos por ventosas
(Barord y Boyle, 2019). Debido a su anatomia los cefal6podos tienen sistemas
unicos de locomocién y movilidad, ademas tienen un sistema nervioso y de
pigmentacion desarrollados. Este ultimo les permite tener la capacidad de adaptarse
rapidamente a su entorno mediante el camuflaje (Orenstein y col.,, 2016); a

continuacioén, se abundara mas sobre su sistema de pigmentacion.
Sistema de Pigmentacion

El uso de color, contraste y cambio de textura en los patrones de los cefalépodos
son de gran importancia para su supervivencia, ya que se encuentran involucrados
en actividades de apareamiento, caza y defensa. Estos cambios de color suceden
gracias a que los cefalépodos tienen debajo de la epidermis capas de tejido
conectivo, células de color activo (cromatoforos), cuerpos reflectores (iridoforos,
leucoforos) y un sistema complejo de fibras musculares para mover la piel sobre la
superficie muscular (Kennedy, 1979; Orenstein y col., 2016). Los cambios de
coloracion son producidos por los cromatéforos conducidos neuronalmente (Figura
4). Estos se encuentran en el saco pigmentario elastico entre las fibras musculares.
En estado relajado, el saco pigmentario se retrae pasivamente a un punto oscuro
microscoépico, las fibras musculares se extienden y la superficie de la piel aparece
blanca debido a la reflexion del muasculo. Mientras que, en estado activo
(contraccidn), las fibras musculares del cromatoforo se contraen, extendiendo el
saco pigmentario y extendiendo el area cubierto por su pigmento continuo. El
pigmento se filtra al masculo, la luz incidente es absorbida selectivamente por el
pigmento y las longitudes de onda reflejadas dan color a la superficie. Estos
musculos se pueden contraerse y relajarse entre 200 y 300 picosegundos y asi

cambiar la apariencia completa en milésima de segundos.
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Figura 4. Diagrama de piel de cefaldpodo y las estructuras cerebrales que controlan
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el cambio de color en cefalépodos. La piel tiene diferentes capas de cromatoéforos,
encima se encuentra una capa de iridoforos (l.) que contienen elementos
reflectantes y una capa de leucéforos (L.) que contienen un pigmento blanco difuso
para formar un fondo a los colores cromatéforos. En el cerebro, los I6bulos épticos
son importantes para producir movimientos de coordinacion y controlar la expresion
de los patrones principales del cuerpo. Los |6bulos 6pticos se conectan a través de
vias directas e indirectas a los l6bulos cromatéforos, que contienen las redes

neuronales del cromatoéforo.
Fuente: Osorio, 2014
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Ademas, los cromatéforos se encuentran en nervios conectados
directamente al cerebro, controlando una variedad de patrones y contrastes
(Gartner y Towner,1995 ; Hanlon, 2007; Orenstein y col., 2016). Los pigmentos de
los cromato6foros que se encuentran en los cefalépodos se han identificado como

omocromos (Tabla 2).
Importancia Comercial

Los cefalépodos, ademas de ser importantes como organismo de investigacion por
su desarrollado sistema nervioso y pigmentacion tienen un gran valor comercial,
siendo el calamar y pulpo los mas destacables como fuentes de alimento e ingresos
para el mundo principalmente para los paises del sudeste asiatico, Europa y
América del Sur. ElI Departamento de Pesca y Acuicultura (FAO) reporto
aproximadamente 3.8 millones de toneladas métricas de capturas de cefalopodos
en el 2017. En México, la pesca total de cefalépodos es de aproximadamente 42
mil toneladas entre pulpo y calamar (CONAPESCA, 2018). El pulpo por su volumen
se encuentra posicionado en el lugar 11 de la produccién pesquera en México, su
captura recae principalmente en dos especies el pulpo rojo (Octopus maya) y el
pulpo patén (Octopus vulgaris), que se encuentran en los litorales del Golfo de
México y el Caribe, siendo Yucatan, Campeche y Baja California los principales
estados productores del pais con 27, 035 mil, 9,460 mil y 819 toneladas,
respectivamente. Respecto al calamar, se captura solo un tipo de especie Dosidicus
gigas que distribuye a lo largo del Océano Pacifico, su produccién nacional es de
2,598 toneladas, siendo Sinaloa el principal productor. El calamar, por su volumen,
se encuentra posicionado en el lugar 48 de la produccién pesquera en México
(CONAPESCA, 2017).

En términos generales se ha estimado qué, del total de la produccion
pesquera, un 64 % se descarta (Torre Cossio, 2017). Partiendo qué del pulpo, la
principal region anatomica que se consume son sus tentaculos (OctopusWorlds,
2020) y del calamar es su musculo, aproximadamente 26 mil toneladas de desechos
se estarian generando durante el manejo, procesamiento y comercializacion de
estos organismos. Los cudles podrian ser aprovechados para la obtencion de

compuestos bioactivos, como son los pigmentos.
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Tabla 2. Estudio de pigmentos en cefalépodos.

Especie Pigmentos idetificados

Autores

Loligo pealei  Hidroxantomatina, una forma

reducida de xantomatina
Sepia Pigmentos omocromos
officinalis

Doryteuthis Xantomatina y xantomatina

pealeii descarboxilada
Dosidicus Xantomatina y dihidroxantomatina
gigas

Liuy col. (2012)

Deravi y col. (2014)

Williams y col. (2016)

Chan-Higuera y col.
(2019b)
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DISOLVENTES Y EXTRACTABILIDAD DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

Dentro los factores que influyen en la extraccion y la actividad biologica de
compuestos provenientes de fuentes naturales esta el disolvente empleado
(Mohsen-Nia y col., 2010; Hussain y col., 2011; Cruz-Ramirez y col., 2015; Ngo y
col., 2017; Fatimah Zahara y Rabeta, 2017). De los disolventes mas empleados
para extraer compuestos bioactivos de organismos marinos y mas especifico de
cefalopodos estan acetona, etanol, hexano y metanol.

En una investigacion donde se evalué la actividad antioxidante de extractos
obtenido de la tinta de calamar, utilizando etanol y hexano como disolventes, se
concluyé que, aunque los dos disolventes tuvieron la capacidad de extraer
compuestos que exhibieron la capacidad para eliminar el radical DPPH y reducir el
ion férrico, los extractos obtenidos con etanol presentaron la mayor actividad
antioxidante (Fatimah Zaharah y Rabeta, 2017).

Asimismo, en un estudio realizado en extractos crudos de pulpo Paroctopus
limaculatus, empleando 3 disolventes: metanol, acetona y hexano, se estableci6
gue los extractos hexanicos poseian la mayor actividad antimutagénica y
antiproliferativa, mientras que los metandlicos exhibidn la mayor capacidad
antiradical (Cruz-Ramirez y col., 2015).

Si bien se han obtenidos pigmentos bioactivos de la piel de calamar (Aubourg
y col., 2016; Ezquerra-Brauer y col., 2016; Ezquerra-Brauer y col., 2017; Chan-
Higuera 2019 a,b,c), en ninguno de esos estudios se ha comparado el impacto que
tienen los disolventes empleados hasta ahora, metanol acidificado y etanol
acidificado, en la eficacia de la extraccion y capacidad antioxidante de los pigmentos

obtenidos.
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HIPOTESIS

En este estudio se plantean dos preguntas:

1. ¢Habréan diferencias en la actividad antioxidante de extractos pigmentados de la
piel de cefalopodos, empleando metanol acidificado, comparado contra etanol
acidificado?

2. ¢Los extractos pigmentados de la piel de pulpo presentaran diferente

bioactividad que los de calamar?

Partiendo de esas preguntas se plantearon las siguientes hipétesis del estudio:

1. Los extractos pigmentados de la piel de cefalopodos obtenidos con metanol
seran mas abundantes que aquellos obtenidos con etanol.

2. Los extractos de pigmentos de la piel del pulpo tienen una capacidad similar de
inhibir la oxidacion de lipidos y el desarrollo de microorganismos que los

extractos de pigmentos de la piel de calamar en hamburguesas de pollo.
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OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante de los pigmentos presentes en la piel de pulpo
(Octopus vulgaris) y de calamar (Dosidicus gigas), extraidos con metanol-HCI y
etanol-HCL y determinar la capacidad de los extractos metandlicos para prolongar

la vida de anaquel de hamburguesas de pollo almacenadas en refrigeracion.
Objetivos Especificos

1. Comparar la actividad antioxidante de extractos pigmentados obtenidos de la
piel de Octopus vulgaris, contra aquellos provenientes de la piel de Dosidicus
gigas, extraidos con metanol acidificado y con etanol acidificado.

2. Establecer y comparar la naturaleza quimica de los extractos metandlicos de la
piel de pulpo y calamar.

3. Evaluary comparar la actividad antimutagenica de los extractos pigmentados de
la piel de pulpo y calamar obtenidos empleando como disolvente el metanol
acidificado.

4. Determinar la potencial aplicacibn como aditivo de los extractos metandlicos
obtenidas de la piel del O. vulgaris y de D. gigas en la formulaciéon de

hamburguesas de pollo.
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MATERIALES Y METODOS
Materia Prima

El pulpo (Octopus vulgaris) y el calamar (Dosidicus gigas) fueron capturados en la
Bahia de Kino (Sonora, México 28 °49'22 " N 111 ° 56'27 " W), fueron transportados
en hielo al Laboratorio de Marinos de la Universidad de Sonora. La piel se retird
manualmente, se liofiliz6 (LABONCO, Kansas City, MO, EE. UU.).) y se almacend
en bolsas de polietileno. El pollo usado para la elaboracion de hamburguesas
(estudio de vida de anaquel) se obtuvo de un establecimiento local en Hermosillo,
México (29 ° 05'44 " N 110 ° 57'03 " W)
Extraccion de Pigmentos de Piel de Pulpo y Calamar

La extraccion de los pigmentos se llevé a cabo de acuerdo con el método reportado
por Chan-Higuera y col. (2019) con modificaciones. Se mezclo 1 g de piel liofilizada
en dos tratamientos diferentes: (T1) 20 mL de MeOH-HCl al 1% y (T2) 20 mL de
EtOH-HCI al 1%. La mezcla se homogenizo 5 min en vortex y después se sonico 5
min a temperatura ambiente. La solucion se centrifugd (Modelo Biofuge Stratos,
Thermo Scientific, Alemania) a 10,000 x g durante 30 min y se recogio el
sobrenadante pigmentado. El disolvente se eliminé utilizando un rotavapor (R-100,
Biichi, Suiza) y los extractos se concentraron aln mas por evaporacion en una
campana de flujo laminar durante 24 h. Los extractos pigmentados concentrados se
liofilizaron (LABONCO, Kansas City, MO, EE. UU.). El rendimiento de los extractos

pigmentados se calcul6 utilizando la ecuacion (1)

Rendimientos (% )=[(peso del extracto)/(peso de la piel)]x100 (2)

Ensayos de Actividad Antioxidante in vitro

Los compuestos antioxidantes son capaces de estabilizar los radicales libres para
evitar la oxidacion de lipidos. Existen dos mecanismos por los cuales los
antioxidantes pueden estabilizar los radicales libres, un mecanismo se basa en la
estabilizacion de los radicales por la donacion de un electrén (SET), mientras que
el otro por la donacion de un atomo de hidrogeno (HAT). Al determinar la activad

antioxidante es necesario mas de un ensayo, ya que miden su actividad en los
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diferentes mecanismos, en el presente trabajo se utilizacion los ensayos de DPPHe,
ABTS-+y FRAP.

Ensayo de inhibicion del radical catiénico 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?¢)
El ensayo DPPH se realiz6 mediante el método de Brand-Williams y col. (1995), el
cual cuantifica la reduccién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo en la 2,2-difenil-1-
pricril hidrazina por la accion antioxidante de compuestos que contienen grupos
hidroxilos que decoloran el reactivo. El mecanismo que evalla el ensayo de DPPH
es de transferencia de hidrogenos (HAT). Para este ensayo se utilizaron 20 pL de
muestra a diferentes concentraciones (2.5, 1.3, 0.75, 0.38, 0.19 mg/mL) y se le
afiadieron 200 pl de solucion DPPH (1.25 mg / 50 mL de metanol). La absorbancia
se determind a los 30 min en una longitud de onda de 515 nm utilizando un
espectrofotometro UV (Thermo Scientific, Multiskan GO). El porcentaje de inhibicion

del radical DPPH se calculé utilizando la Ecuacion (2).

Inhibicién radical DPPH %=[(A,-A)/(A,))x100  (2)

donde: A1 es la absorbancia del control; A2 es la absorbancia de la muestra.

Ensayo deinhibicion del radical cationico 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolinal 6-
sulfanato) (ABTSe+)

El ensayo ABTS se realiz6 mediante el método de Re y col. (1999), el cual cuantifica
la decoloracién del radical 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolinal 6-sulfanato) debido a
la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El ensayo ABTS
se basa en dos mecanismos, el de transferencia de hidrogenos (HAT) y el de
transferencia de electrones (SET). Para este ensayo se prepard una solucion del
radical ABTS con 19.3 mg de ABTS disuelto en 5 mL de agua. La mezcla se
mantuvo a 25 °C en la oscuridad durante 16 h antes de su uso. Se diluyé 1 mL de
solucién radical ABTS en 88 mL de etanol. En 270 pL de solucion de radical ABTS
se afiadieron 20 puL de muestra a distintas concentraciones (2.5, 1.3, 0.75, 0.38,

0.19 mg/mL). La absorbancia se determiné a los 30 min en una longitud de onda de
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734 nm utilizando un espectrofotdmetro UV (Thermo Scientific, Multiskan GO). El

porcentaje de inhibicion del radical ABTS se calculd utilizando la Ecuacion (3).

Inhibicion radical ABTS %=[(A,-A)/(A+)]x100 ©)

donde: A1 es la absorbancia del control; A2 es la absorbancia de la muestra.

Para los ensayos de DPPH y ABTS la actividad antioxidante, los resultados
fueron expresados como la concentracion de la muestra requerida para inhibir el 50
% del radical DPPH o ABTS (ICso). El valor de ICso se determiné utilizando una curva
elaborada con los valores del % de inhibicion contra las diferentes concentraciones

empleadas de los pigmentos.
Ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

El ensayo se realiz6 de acuerdo al método descrito por Benzie y Strain (1999), que
mide la reduccion de un complejo formado por TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina), y
hierro férrico (Fe+3) incoloro a un complejo ferroso Fe+2 de un intenso color azul
verdoso en presencia de antioxidantes en un medio &cido. Para este ensayo se
prepar6 un buffer de acido acético-acetato de sodio (pH 3.4), que contiene TPTZ y
cloruro de (FeCls), en relaciéon 10:1:1. Para la medicién de los extractos
pigmentados se tomaron 20 pL de muestra y 280 pL de solucién buffer, se puso en
reposo 30 min, se determiné su absorbancia a 638 nm. Se realizé una curva

estandar de trolox y los resultados se reportaron en umol ET/g muestra.

Partiendo de los resultados obtenidos de la actividad antioxidante, se decidio
continuar con las evaluaciones de antimutagenecidad y de vida de anaquel de la

hamburguesa de pollo solamente con los extractos metandlicos (T1).
Caracterizacion Espectrofotométrica de los Extractos
Pigmentados

Para el presente trabajo la caracterizacion se realiz6 por medio de técnicas
espectroscopicas UV-Visible y resonancia magnética nuclear. Estos métodos se
basan en la capacidad de las sustancias de absorber o emitir radiacion

electromagnética, permitiendo elucidar posibles estructuras (Millan, 2016).
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UV-Visible

La espectroscopia UV-Vis se utiliza para la identificacion de los grupos funcionales
presentes en una molécula y se basa en la luz absorbida por una molécula. La
absorcion de la radiacion de la luz causa la promocion de un electrén a un estado
excitado. Los electrones que se excitan al absorber radiacion de esta frecuencia son
los electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos de absorcion se
pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace presentes en el compuesto.
Las bandas anchas que aparecen en un espectro UV-Vis es debido a la
superposicion grupos (Millan, 2016). Los extractos pigmentados se caracterizaron
por espectroscopia UV-visible (Cary 50 UV-VIS, Agilent Technologies) en el rango
de longitud de onda de 200-600 nm.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN1H)

La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) se fundamenta en el
comportamiento de los nucleos atdmicos con un numero impar de protones o
neutrones en presencia de un campo magnético externo. El campo magnético
aplicado produce un desdoblamiento de los niveles de energia del spin nuclear, de
modo que pueden inducirse transiciones entre ellos como consecuencia de la
radiacion electromagnética. La transicion entre estos niveles por la absorcion de
energia por parte de los nucleos atdmicos puede ser detectada, amplificada y
registrada (sefales). En RMN de proton (RMNiH) el area de una sefial de
resonancia es proporcional al numero de nucleos que producen esa sefial, lo que
permite su integracion. Ademas, no todas las lineas espectrales son simples, sino
gue, como resultado de acoplamientos entre espines nucleares de nucleos vecinos
se producen desdoblamientos de sefiales, separados por una frecuencia
caracteristica o constante de acoplamiento (Sanders y Hunter, 1988).

La muestra se prepar6 con 1 mg de los extractos pigmentados y se
disolvieron en oxido de deuterio (D20) acidificado con cloruro de deuterio (DCI). El
espectro de RMN1H se obtuvo en un espectrémetro de resonancia magnética
nuclear Bruker Avance 400 que funciona a 400 MHz. Para la asignacion de las
sefales se apoy0 en espectros de 2D, utilizando espectroscopia de correlaciones
(COSY).
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Prueba de Antimugenicidad

El ensayo de Ames evalla el potencial mutagénico de los compuestos quimicos que
se estén estudiando. La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium alteradas
genéticamente, las cuales tienen mutaciones en los genes implicados en la sintesis
de histidina. A causa de estas mutaciones, la bacteria requiere de un suministro
externo de histidina para su crecimiento. El ensayo pone a prueba la capacidad del
compuesto quimico para provocar una alteracion genética en S. typhimurium y que
sea capaz de crecer sin la fuente histidina externa (Levy y col., 2019).

La prueba de antimugenicidad se realiz6 de acuerdo con el ensayo de
mutagenicidad descrito por Maron y Ames (1983). El ensayo se realizé usando 100
UL de cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100 cultivadas durante 12 h (1 x
109 células /mL), 100 pL de los extractos pigmentados (0.002, 0.02, 0.2y 2.0 mg/mL)
y el agente mutagénico aflatoxina B1 (AFB1) con sistema de activacion (500 uL de
mezcla S9) en placas de agar minimamente glucosado, por triplicado. Se us6 DMSO
(100 pL) sin AFB1 como control negativo. Las placas se incubaron durante 48 h a
37 °C y se contaron las colonias de bacterias revertantes por placa. El porcentaje

inhibicion de la actividad mutagénica se calculo utilizando la ecuacion (4).

Inhibicion (%)=[(1-(M-R))/(A-M)]X100 (4)

donde: M es el nimero de revertantes por placa de muestra de prueba; R es el
namero de revertantes espontaneas por placa en el control negativo; A es el nimero
de revertantes por placa en el control positivo, después de restar el nimero de

revertantes espontaneos del numerador y denominador.

Estudio de Vida de Anaquel de una Hamburguesa de Pollo
La vida de anaquel es una herramienta que se utiliza para conocer el tiempo que un
alimento conservara sus atributos de calidad y seguridad alimentaria. Durante la
vida de anaquel se miden parametros fisicoquimicos, microbiolégicos vy

evaluaciones organolépticas. Para este trabajo la determinacién de vida de anaquel
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se llevo a cabo con un analisis microbiolégico, oxidacion de lipidos, medicion de pH
y un andlisis sensorial.
Preparaciéon de la Hamburguesa de Pollo
Se utilizaron seis tratamientos diferentes para la formulacion de las hamburguesas
(Tabla 3), sin embargo, la elaboraciéon de todas fue la misma y se describe a
continuacion.

Las hamburguesas de pollo se prepararon utilizando carne de pollo molida,
la cual se mezcl6 con sal (2 %), almidon (1 %) y diferentes concentraciones (0.05 y
0.1 %) de cada extracto pigmentado (PPT1 y PCT1). Las hamburguesas fueron
moldeadas de forma circular de aproximadamente 10 g, 3 cm de didmetroy 1 cm
de espesor. Se usaron hamburguesas sin extractos pigmentados y otras con a-
tocoferol como controles. Para asignar el contenido de a-tocoferol se considero la
NOM-213-SSA1-2018. Se empaquetaron en porciones de 6 hamburguesas en
bolsas selladas de polietileno, las cuales fueron almacenadas a 5 + 1 °C y se
hicieron muestreos en los dias 0,2 ,4 ,7 y 9.
Analisis Microbiolégico
El analisis microbiolégico de las hamburguesas de pollo se realizd por cuenta en
placa de bacterias, levaduras y hongos en los dias 0, 7 y 9 de almacenamiento. Se
utilizaron tres medios selectivos para bacterias y uno selectivo para hongos y
levaduras (Tabla 4). Para la cuenta en placa todos los medios se prepararon seguin
las instrucciones para cada medio y se almacenaron en refrigeracion. La
preparacion de las muestras se realiz6 segun la NOM-110-SSA1-1994, se pesaron
10 gr de la muestra, se licué con 90 mL de peptona y después se procedid hacer
cinco diluciones seriadas 1:10. De las diluciones preparadas se tomaron 100 pL los
cuales se distribuyeron en las placas con la ayuda de una espatula Drigalsky. Las
bacterias se incubaron durante 48 h a 35 + 2 °C (NOM-092-SSA1-1994), mientras
qgue las levaduras y hongos se incubaron durante 5 dias a 25 + 2 °C (NOM-111-
SSA1-1994). En todos los casos, la cuenta microbiana se transformé in logio UFC/g
de muestra antes de realizar los analisis estadisticos. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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Tabla 3. Formulaciones hamburguesas de pollo adicionadas con a-tocoferol y los

extractos pigmentados de pulpo (PPT1) y de calamar (PCT1).

. Pollo Sal Almidon a-tocoferol PPT1 PCT1

Tratamiento
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Sin antioxidante 97 2 1 0 0 0
Con 96.97 2 1 0.03 0 0
antioxidante
PPT1 0.05 % 96.95 2 1 0 0.05 0
PPT1 0.1 % 96.9 2 1 0 0.10 0
PCT1 0.05 % 96.95 2 1 0 0 0.05
PCT1 0.1 % 96.9 2 1 0 0 0.10
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Tabla 4. Medios utilizados para el andlisis microbioldgico.

Nombre del medio Microorganismo selectivo

Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) Lactobacilos y bacterias acido lacticas
Agar Baird-Parker Estafilococos

Agar Bilis Glucosa con cristal violeta y Enterobacteriaceae

rojo neutro

Agar dicloran rosa de bengala Hongos y levaduras
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Andlisis Oxidacion de Lipidos

La oxidacion de lipidos es unos de los principales causantes del deterioro en los
alimentos, por ende, es importante su determinacion durante la vida de anaquel. El
grado de oxidacion puede conocerse por los diferentes metabolitos que se producen
durante tres etapas de la autooxidacion. Se considera importante identificar los
productos de las primeras etapas como los acidos grasos libres y los radicales
perdxidos, sin embargo, los productos de Ultima etapa como los aldehidos y cetonas
también son importantes, ya que, son los responsables del mal olor y sabor en los
alimentos, ademas las tres etapas ocurren simultdneamente (Ladikos y Lougovaois,
1990). Para este trabajo se evaluaron los valores de peroxidos para determinar el
grado de la segunda etapa y el valor de anisidina para la tercera etapa.

Valor de peroxidos. Durante las primeras etapas de la oxidacion de los
lipidos se producen los radicales peroxidos debido a la interaccion de lipidos con el
oxigeno, indicando el inicio del deterioro. Para la determinacion de la presencia de
los perdxidos se utilizd el método descrito por la ISO 3960, para el cual se pes6
entre 1y 4 gr de muestra, se le agregaron 10 mL de cloroformo y se agité durante
1 minuto, después se agregaron 15 mL de acido acético, seguido de 1 mL de
solucion de yoduro de potasio saturada, se agité durante 1 minuto; después se
repos6 1 minuto en oscuridad, se agregaron 75 mL agua Yy finalmente se tituld
utilizando tiosulfato de sodio 0.002 M como titulante y almidén soluble (1%) como
indicador, se observa un cambio de color de azul a incoloro. Se corrié un blanco
solo reactivos sin muestras. El valor de los peréxidos se calculé utilizando la

Ecuacion (5).

Valor de peroxido=""" x10° mEq/kg (5)

donde: V es el volumen gastado de titulacion por muestra (mL); Vo es el volumen
gastado de titulacion por blanco (mL); T es la molaridad exacta (0,002 M); M es el

peso de la muestra (g).

Valor de anisidina. Durante la tercera etapa de la oxidacion de los lipidos se
producen compuestos estables como los aldehidos y cetonas. Para la

determinacién de la presencia de los compuestos aldehidos se utilizé el método
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descrito por IAFFM (1981), para el cual se pesaron entre 0.5 y 4 gr de muestra, se
disolvieron en 25 mL de iso-octano, se midié la absorbancia a 350 nm (solucion
grasa), se utilizd como blanco solo solvente para referencia. En un tubo se tomaron
5 mL de la solucién grasa, se le agregé 1 mL de p-anisidina, se agité6 durante 1
minuto y seguido de un reposo por 10 minutos se midio la absorbancia después de
la reaccion, utilizdandose como blanco solo los reactivos sin muestra para referencia.
El valor de p-anisidina se calculé utilizando la Ecuacion 6.

Valor de Anisidina =2*(21s~ %/ (6)

donde: As es la absorbancia de la solucién grasa después de la reaccion en el
reactivo de p-asidina; Ao es la absorbancia de la solucién grasa; M es el peso de la

muestra (g).
Analisis Sensorial

Durante el almacenamiento las caracteristicas organolépticas cambian produciendo
el rechazo del alimento por el consumido, para el estudio de la vida de anaquel es
importante darse un seguimiento a la calidad sensorial del producto. La calidad
sensorial de las hamburguesas de pollo con diferentes tratamientos se evaluo
durante los dias 0, 2,4 ,7 y 9 de almacenamiento, con 5 panelistas semi-entrenados.
Tal entrenamiento consistié en la explicacion detallada de las caracteristicas de
cada uno de los atributos a evaluar, se utilizaron imagenes de referencia como
apoyo. El andlisis se realiz6 con una escala heddnica de 5 puntos nombradas E, A,
B, Cy D, donde la puntuacién mas alta (E) significa la mejor calidad y siendo C para
cualquier descriptor el punto de rechazo en el cual la hamburguesa ya no es
comestible. Los descriptores sensoriales de la hamburguesa fueron olor, color y
lama (Tabla 5).
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Tabla 5. Escala empleada en la evaluacion de calidad sensorial aplicada a la

hamburguesa de pollo

Atributo Excelente Bueno Justo Malo Inaceptable
descriptor (E) (A) (B) (©) (D)
. Olor Olor debil o
Olor débil Olor fuerte a o Olor putrido y
Olor moderado a putrido y .
a pollo pollo _ amoniaco
pollo amoniaco
» - Coloracion
Coloracion  Coloracion y ] »
_ _ _ Coloracion opaca, areas Coloracion
Color atractivay atractiva sin _
_ _ opaca pequefas opacay gris
brillosa brillo )
gris
Mucilago ]
) Mucilago
_ Lama o moho entre gris- _
Ausencia Gotas de entre gris-
transparente  blanco
Lama completa lama blanco en
en toda la alrededor de
de lama transparente toda la
hamburguesa la
hamburguesa
hamburguesa

Adaptado de Chan-Higuera y col. (2019a)
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Analisis Estadistico

Para el estudio de actividad antioxidante se aplico un disefio completamente al azar
de dos vias, siendo los factores: la especie de cefalépodo (dos niveles, Octopus
vulgaris y Dosidicus gigas) y el disolvente de extraccién (dos niveles, MeOH-HCI
1% y EtOH-HCI1%). Los datos obtenidos de la prueba de Ames y microbiolégicos
se analizaron mediante la prueba de ANOVA para establecer las diferencias por
efecto de la adicion de los extractos pigmentados. La oxidacidén de lipidos de las
muestras de pollo fue evaluada a través de una ANOVA de dos vias. Todos los
ensayos se realizaron minimo por triplicado y se reportan como el promedio + la
desviacion estandar. La comparacion de medias se realiz6 aplicando la prueba de
rangos multiples de Tukey («<0.05). Para lo andlisis UV-VIS y RMN-1H se aplicé
estadistica descriptiva y para el analisis sensorial se utilizo la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis, comparando los tratamientos en cada tiempo y a lo largo del
tiempo para las tres variables (olor, color y lama). El paquete estadistico empleado
fue el JMP (SAS, Cary, NC, USA). Las diferencias entre los tratamientos se

consideraron significativas utilizando una alfa de p < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de Extraccion y Actividad Antioxidante

Se analizaron las caracteristicas fisicas y el comportamiento de solubilidad de los
extractos obtenidos. El color rojizo sugiere la presencia de compuestos omocromos
en los pigmentos obtenidos de la piel de cefalopodos (Deravi y col., 2014). La
naturaleza de los extractos metandlicos y etandlicos se determiné mediante una
prueba de solubilidad utilizando diferentes solventes (Kiyomoto y col., 1969). Todos
los extractos fueron insolubles en acetona, éter etilico o cloroformo, pero solubles
en 77 % de H2SOs; por lo tanto, se descartd la presencia de carotenoides y
melaninas. En contraste, la alta solubilidad en metanol- HCl al 1 % lleva a la
suposicion de que los principales compuestos presentes en los extractos
pigmentados obtenidos pueden pertenecer al grupo omocromos (Van den Branden
y Decleir, 1976).

Los resultados que se muestran en la Tabla 6 indicaron que se logré un alto
rendimiento de recuperacion y una alta actividad antioxidante cuando se uso
metanol-HCI (T1) como disolvente de extraccién y cuando se empled la piel de
Octopus vulgaris como fuente (p<0.05). Los valores de rendimiento obtenidos en
este estudio fueron inferiores a los reportados anteriormente (Chan-Higuera y col.,
2019a). Las diferencias en recuperacion de pigmentos podria ser atribuido a las
variaciones intrinsecas dentro de las especies, edad, época de captura, entre
otros, que pueden explicar las diferencias en el contenido de compuestos quimicos
en cefaldopodos (Zumholz, 2005; Ozyurty col., 2006).

Con respecto a la actividad antioxidante, los resultados indicaron que los
extractos obtenidos tienen la capacidad de realizar transferencia de electrones
individuales (SET) y transferencia de atomos de hidrégeno (HAT). La capacidad
antioxidante de algunos compuestos naturales mediante el ensayo DPPH y ABTS
en extractos de subproductos del camarén varié de 1.43 a 7.94 mg/mL (Kimy col.,
2014 ) y en extractos de omocromo de Dosidicus gigas de 2.6 a 10.2 mg/mL (Chan-
Higuera y col., 2019c¢), en la melanina de Loligo formosana (Vate y Benjakul, 2013)
se detectd un valor de FRAP de 171 mmol ET/g.
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Tabla 6. Rendimiento de extraccion y actividad antioxidante de pigmentos de
piel de pulpo y calamar extraidos con dos solventes (metanol- HCI, T1 y etanol

— HCI, T2)1
Pulpo Calamar

Determinacion

T1 T2 T1 T2
Rendimiento
(g/]_OOg) 206 + 7aa+ 104 + 7o+ 111 + 5.a+ 72 + 5Bo+
ICso DPPH
(mg/mL) 0.4840.04eb+ 1.2440.03Ba+ 1.1440.02ap+ 1.7440.04pa+
ICs0 ABTS
(mg/mL) 0.5240.01Bb+ 0.9940.04Ba+ 1.1140.02aa+ 1.01+0.02ab+
FRAP
(um0| ET/g) 304+ 32aa+ 124+413Bo+ 185+42Ba+ 145427 ro+

1Los valores representan la media *+ desviacion estandar de cuatro réplicas. Las letras mayusculas
indican diferencias debido al efecto de la fuente de extracciéon (p < 0.05). Las letras minuUsculas
denotan diferencias debido a un efecto de tratamiento (p < 0.05). Los signos positivos indican
diferencias debido al efecto de la interaccion del factor (p < 0.05).
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Con base en lo anterior se establece que los extractos pigmentados
obtenidos, presentan una actividad antioxidante efectiva, principalmente la de
los extractos metandlicos.

Las diferencias detectadas entre las especies pueden atribuirse a
las condiciones de vida y comportamientos especificos de cada organismo. Los
pulpos son altamente sedentarios, mientras que los calamares son muy activos,
lo que puede afectar la composicion quimica de sus tejidos (Morales y col.,
2000). Con respecto a los solventes, el metanol es uno de los disolventes mas
empleados durante los procesos de extraccion debido a que es muy eficiente
(Hussain y col, 2011) y las diferencias entre el metanol y el etanol se atribuyen a
gue el primero tiene una mayor constante dieléctrica y polaridad que el segundo
(Mohsen-Nia y col., 2010). La metodologia utilizada para preparar extractos de
fuentes naturales es el factor clave que afecta la actividad antioxidante de dichos
extractos, ya que puede inducir la deslocalizacion electronica de las moléculas
extraidas (Hussain et al.,, 2011). La capacidad antioxidante de los principales
pigmentos reportados en la piel del calamar, los omocromos, se asocié con las
aminas primarias y secundarias presentes en los anillos aromaticos (Chan-Higuera
et al., 2019c), los resultados obtenidos sugieren que las moléculas obtenidas con
T1 pueden poseer omocromos mas reducidos que los de T2, presentando a su vez
una mejor capacidad antioxidante. Sin embargo, serian necesarios mas estudios
para confirmar esto.

Analisis Espectrofotométrico

UV-Visible

Para confirmar la presencia de omocromos en los extractos de la piel del pulpo y
del calamar, se obtuvieron los espectros de absorbancia usando espectrofotometria
UV-Visible (Figura 5). Los espectros UV-Visibles de los cuatro extractos obtenidos
fueron similares; todos mostraron dos picos: 266 nm (pico principal) y 518 nm
(banda ancha 428-630 nm). Los espectros fueron similares a los reportados para
el grupo omatinas de los compuestos omocrémicos (Sawada y col., 2000). Mientras
tanto, las bandas anchas (360—-650 nm) se atribuyen a una combinacion de

diferentes compuestos omocrémicos (Liu y col., 2012; Francikowski y col., 2019).
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Se ha reportado, que los principales picos de absorbancia que presentan
los omocromos pueden variar ligeramente; sin embargo, en términos generales los
rangos para xantomomatina y dihidroxantomomatina se han identificado
principalmente en la regién del UV, cercano a UV y entre los 430-520 nm
(Sun Wada y col. 2000 ; Riou y Christides, 2010 ; Figony Casas, 2019). Asi
mismo, se ha reportado que la quinurenina puede presentar absorbancias entre los
248-363 nm (Romero y Martinez, 2015). Por lo tanto, los espectros obtenidos
sugieren que, en los pigmentos obtenidos, estdn presentes compuestos
omocrémicos, principalmente quinurenina, dihidroxantomatina y xantomomatina.
Resonancia Magnética Nuclear 1H

Se emplearon analisis de espectroscopia de RMN1H para proporcionar informacion
sobre la composicién quimica y la conformacién de los pigmentos obtenidos. Los
espectros de NMR1H de los extractos pigmentados (Figura 6) se compararon con
trabajos previos y bases de datos espectrales.

Las sefiales detectadas para cada pigmento obtenido fueron similares; sin
embargo, la intensidad de algunos picos varié. La porcién de espectros entre § =
9.0 y 6.5 ppm esta asociada con protones aromaticos y protones del grupo
amino. Los cambios quimicos de 6 =5.0 a 3.0 ppm indicaron grupos de aminas
aromaticas. Las sefiales observadas en 6 = 3.0 - 2.0 ppm indicaron protones unidos
a compuestos de carbonilo y nitrégeno. La ultima seccién (6 =2.0 - 0.5 ppm) indico
compuestos alifaticos. Al hacer coincidir la porcion de espectro de & =9.0—-6.5 ppm
con las bases de datos espectrales de compuestos organicos (National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology), se identificaron en los extractos la
presencia de quinurenina, dihidroxantomatina y xantomomatina (Figura 6E).

Al calcular las integrales de las sefales detectadas en la regiéon 6 = 9.0y 6.5
ppm, se obtuvo la relacion entre quinurenina, xantomomatina 'y

dihidroxantomomatina en cada uno de los extractos estudiados.
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Figura 5. Espectro de absorcion de UV-Vis de los extractos pigmentados de la

piel de pulpo (PP) y calamar (PC), obtenidos con metanol-HCI (T1) y etanol-HCI

(T2).
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Figura 6. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 1H del extracto pigmentados

A) PPT1, B) PPT2, C) PCT1, D) PCT2, E) Porcién de espectro vinculada a

quinurenina, dihidroxantomatina y xantomomatina

PPTL1: Extracto de piel de pulpo, tratamiento metanol acidificado

PCT1: Extracto de piel de calamar, tratamiento metanol acidificado

PPT2: Extracto de piel de pulpo, tratamiento etanol acidificado

PCT2: Extracto de piel de calmar, tratamiento etanol acidificado
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Aunque no se obtuvieron diferencias en las proporciones de los dos
principales omocromos antioxidantes identificados hasta ahora, xantomatina y
dihidroxantomatina (Chan- Higuera ycol., 2019b), se detectd una mayor proporcion
de quinurenina, que se ha reprotado como un eficaz donante de electrones (Romero
y Martinez, 2015) y una menor proporcion en los grupos de aminas aroméaticos (8
5.0-3.0 ppm) en los extractos pigmentados de piel de calamar en comparacién con
aquellos del pulpo. Si bien, esta ultima observacion no se puede utilizar como una
cuantificacion absoluta de los compuestos, permite establecer estimaciones
relativas sobre la composicion estructural de los pigmentos. Aungue se necesitan
mas estudios, las diferencias detectadas en los grupos de quinurenina y
aminoacidos aromaticos sugieren que los pigmentos con la mayor proporcion de
quinurenina y la menor proporciéon de grupos aromaticos podrian estar relacionados
con una menor actividad antioxidante, pero con mayores propiedades

antimutagénicas. Los datos de animutagenecidad se discuten a continuacion.

Prueba de Antimutagenicidad

A la fecha no se tienen reportes donde se haya comparado la actividad
antimutagénica entre los pigmentos PPT1 y PCTL1. La actividad antimutagénica de
los pigmentos obtenidos evaluada en ambas cepas mutantes de S. typhimurium
(TA98 y TA100), aumento conforme se incremento la concentracion de los extractos
(Tabla 7). En ambas cepas, los pigmentos de piel de calamar exhibieron la mayor
actividad, mientras que en TA100, la inhibicién se consideré moderada (40 — 60 %)
a la concentracion méas baja probada (0.002 mg / placa) y fuerte (> 60 %) a 0.02 mg
Iplaca. En TA98 la inhibicion fue moderada cuando se probaron 0.2 mg/
placa. Mientras que los pigmentos PPT1 mostraron una inhibicion considerada

efectiva en TA100 con 0.02 mg/placa y en TA98 con 2 mg/ placa.
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Tabla 7. Efecto de la piel de pulpo y pigmentos de piel de calamar extraidos con
metanol-HCI sobre la mutagenicidad inducida por AFB1, basado en el ensayo de
Ames usando Salmonella typhimurium TA98 y TA100, con activacion metabdlica
(S9).

Muestra Concentracion Revertantes %
(mg/placa) Iplaca Inhibicion

TA98 Pulpo 0.002 2710 £ 54a 0.5
0.02 2194 + 4c 19.7
0.2 2159 + 24 21.0
2.0 883 £ 3n 68.5
Calamar 0.002 2412 + 3p 11.6
0.02 1429 + 1e 48.2
0.2 1295 + 5¢ 544
2.0 1128 + 44 594

Control negativo 39+3
AFB1 2724 + 28
TA100 Pulpo 0.002 3273 £ 45a 0.25
0.02 2841 +4p 14.2
0.2 1513 + 24 57.2
2.0 855 + 3¢ 78.5
Calamar 0.002 1698 + 6¢ 51.2
0.02 1247 + 8e 65.8
0.2 664 + 9g 84.7
2.0 577 £ 13n 87.5
Control negativo 192.+9
AFB1 3281+6

*Los resultados se representan como porcentaje de inhibicion de mutaciones AFB1 (500 ng). Los
datos presentados son la media + desviacion estandar de tres réplicas. Los valores medios
seguidos de letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre las determinaciones
y las muestras.
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Dado que el mecanismo mutagénico en AFB1 esta mediado por la produccion
de radicales libres, lo que puede conducir a la alteracién de los cromosomas (Alpsoy
y col.,, 2009), las moléculas antioxidantes como la xantomatina y Ila
dihidroxantomatina también podrian funcionar como antimutagénicas al prevenir la
formacion de radicales (Chan-Higuera y col.,, 2019c) y la mutacion de S.
thyphimurium por AFBi1. Este resultado sugiere que los compuestos quimicos
presentes en la piel de pulpo y calamar podrian actuar como agentes antioxidante
y antimutagénicos en sistemas biologicos. Sin embargo, serian necesarios mas

estudios para corroborar estos hallazgos.

Anadlisis Vida de Anaquel

Durante el estudio de vida de anaquel de las hamburguesas de pollo, a las cuales
se les adicionaron los extractos pigmentos y el a-tocoferol, no se observé efecto de
la interaccion del tratamiento y los dias en almacenamiento sobre los parametros
evaluados, siendo asi presentados los efectos independientes de los tratamientos
sobre el pH, el desarrollo de microorganismo, oxidacion de las grasas y analisis

sensorial.
Determinacion del pH

Los valores de pH de las hamburguesas de pollo formuladas con las diferentes
concentraciones de PPT1y PCP1, asi como con a-tocoferol y el tratamiento control,
y almacenadas por 9 dias a 4 °C se muestran en la Tabla 8. Si bien la materia prima
se compré6 en el mismo establecimiento comercial y de la misma casa
comercializadora se observan diferencias al inicio de los ensayos en cuanto a los
valores de pH. En el experimento donde se trabajé con el extracto de pulpo, el rango
de pH de las hamburguesas fue de 6.12 a 6.18, mientras que en aquel donde se
evaluaron los extractos de calamar fue menor (5.91 a 6.10). Las variaciones en pH
en el pollo se atribuyen a diversos factores tanto intrinsecos como extrinsecos,
como la época del afo, el estrés previo al sacrificio o el tiempo mantenido en frio
previo a su comercializacion (Soler Sanchis y col., 2011). Sin embargo, los valores
iniciales en todos los casos son similares a los reportados por otros autores como

normales para hamburguesas de pollo (de Lima Santos y col., 2019).
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Tabla 8. Valores pH en hamburguesas de pollo a 4°C1

Tiempo Hamburguesa Hamburguesa Hamburgues Hamburgues
(dia) sin antioxidante con acon PPT1 acon PPT1
antioxidante 0.05 0.10
0 6.18 £ 0.02n 6.16 = 02n 6.14 + 0.01ni 6.12 + 0.02ni
2 6.24 + 0.03¢ 6.27 £ 0.01g 6.20 £ 0.02n 6.25 + 0.01g
4 6.38 + 0.03e 6.34 + 0.01ef 6.34 + 0.02ef 6.31 + 0.01s
7 6.55 + 0.024 6.43 £ 0.03e 6.39 + 0.01s 6.55 + 0.01d
9 6.86 + 0.01a 6.68 £ 0.01b 6.51 + 0.01d 6.70 £ 0.020
Hamburguesa Hamburguesa Hamburgues Hamburgues
sin antioxidante con acon PPT1 acon PPT1
antioxidante 0.05 0.10
0 5.91 + 0.03« 5.98 + 0.01« 6.02 + 0.02« 6.10 + 0.02;
2 6.03 £ 0.06a 6.00 £ 0.01a 6.09 + 0.01; 6.13 + 0.03i
4 6.04 £ 0.02a 6.11 + 0.01jj 6.18 £ 0.02n 6.19 £ 0.01n
7 6.32 + 0.01ef 6.33 + 0.02¢f 6.30 + 0.01s 6.58 + 0.054
9 6.72 £ 0.08b 6.62 + 0.03c 6.36 £ 0.01e 6.62 + 0.02¢

1Los valores representan la media = desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras indican
diferencias por efecto de la condicién de almacenamiento a 4 °C (p < 0.05). La formulacion de las
hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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En ambos ensayos, al final del periodo de almacenamiento los grupos control sin
antioxidante mostraron los valores mas altos de pH (p < 0.05).

El incremento en pH detectado en todos los productos durante el periodo de
almacenamiento se puede relacionar con el desarrollo de bacterias Gram negativas
(Vermay Sahoo, 2000), tal como se observo en este trabajo y que mas adelante se
discutira. Las bacterias Gram negativas provocan la desnaturalizacién de las
proteinas hasta la produccion de amonio, induciendo este metabolito el incremento
en el pH (Vermay Sahoo, 2000).

En términos generales se establece que aquellos productos con valores de
pH mas altos, superiores al 6.5 en el caso del pollo, indicarian que ya estarian
entrando a un estado de deterioro por accion de las bacterias (FAO, 2001), por lo
gue los grupos control, PPT1y PCT1 al 0.10 % a partir del dia 7 de almacenamiento
se encontraban en etapa de deterioro. Las unidades de variacion de menor a mayor
fueron: PCT1 0.05 % < PPT1 0.05 % < PCT1 0.1 % < PCT1 0.05 % < a-tocoferol =
PPT1 0.10 % < control sin aditivos.

Partiendo de las unidades de variacion del pH y considerando este valor de
pH como un indicador de deterioro de la carne, se podria establecer que la inclusion
de los extractos pigmentados (tanto del pulpo como del calamar al 0.05 %) en la
hamburguesa, tuvo un efecto benéfico sobre el producto.

Analisis Microbioldgico

Lactobacillus spp. se han asociado con la alteracién de la carne de pollo cuando se
mantiene en refrigeracion, el Staphylococcus aureus y aquellas bacterias
pertenecientes al grupo de las Enterobacteriacea, pueden causar intoxicacion al
consumidor. Por otra parte, el conteo de hongosy levaduras se ha establecido como
un indicador de la calidad sanitaria de productos procesados (NOM-092-SSA1-
1994; NOM-111-SSA1-1994). Por lo anterior, en este trabajo fueron seleccionados
estos microorganismos como indicadores de calidad.

En ninguna de las hamburguesas en este experimento se detectd el
desarrollo de S. aureus, lo que indica que se trabajoé bajo condiciones higiénicas
durante su produccion. En cuanto a la evolucion de los otros microorganismos, tanto

los Lactobacillus como las Enterobacteriacea (Tablas 9 y 10, respectivamente),
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mostraron un incremento progresivo durante el periodo de almacenamiento (rz2 =
0.75-0.96). Al analizar el desarrollo de hongo y levaduras (Tabla 11) el incremento
progresivo soélo se observo en el grupo control (r2 = 0.96). Es importante notar que
en todos los casos el total de colonias fue mucho menor a 250 UFC/g (NOM-213-
SSA1-1994), por lo tanto, desde el punto de vista microbiolégicos los productos eran
adecuados para el consumidor.

Si bien el crecimiento de Lactobacillus no alcanz6 valores que pudiesen
inducir olores o sabores &cidos en las hamburguesas de pollo, la inclusion de los
pigmentos al 0. 05 % ejercio un mejor control en el desarrollo de estas bacterias al
compararse con los otros tratamientos (p < 0.05). El comportamiento anterior
sugiere que ambos extractos, a un porcentaje de 0.05, retardan de forma similar el
crecimiento de Lactobacillus.

La familia Enterobacteriaceae comprende muchos géneros (Salmonella,
Shigella, Escherichia, Yersenia, Serratia) que resultan patdgenos para el ser
humano. El efecto de los pigmentos en cuanto al control de este grupo de bacterias,
fue similar al de Lactobacillus. En aquellos tratamiento formulados con PPT1 0.05
% se detectdé un menor crecimiento de estas bacterias (p < 0.05) pero solo contra el
grupo que no contenia aditivos. Mientras que la inclusion de PCT1 al 0.05 % en la
hamburguesa indujo un mayor control (p < 0.05) sobre el desarrollo de éstas
bacterias comparado con los otros tratamientos. Por lo tanto, dependiendo de la
fuente de los extractos serd su accion frente las bacterias entéricas. Lo cual se
puede relacionar con el tipo de compuestos quimicos presentes en cada extracto,
como se menciond anteriormente.

La investigacion en torno al grupo de hongos indic6 que hubo un mayor
desarrollo de levaduras que de hongos filamentosos y que crecieron mas lento que
las bacterias. Este comportamiento es el esperado en alimentos con alta humedad

y mantenidos a bajas temperaturas (Romain y col., 2013).
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Tabla 9. Recuento de Lactobacillus spp. (logio UFC/ g) en hamburguesas de pollo

almacenadas a 4 °C:1

Dia Hamburguesasin Hamburguesacon Hamburguesa Hamburguesa
antioxidante antioxidante con PPT1 0.05 PPT1 0.10
0 4.17 £0.01i 4.36 £ 0.10i 4.18 + 0.07i 4.15 + 0.05i
7 5.43 + 0.054 5.52 £ 0.02¢ 5.24 + 0.06¢ 5.42 + 0.054
9 5.52 + 0.02¢ 5.52 +0.02¢ 5.30 £ 0.02¢ 5.42 +0.05d
Hamburguesa sin Hamburguesa con Hamburguesa Hamburguesa
antioxidante antioxidante con PPT1 0.05 PPT10.10
0 5.04 £0.02n 4.94 + 0.06n 5.01 £0.03n 4.99 + 0.01n
7 5.51 + 0.28¢ 5.16 £ 0.12¢ 5.11 £ 0.14¢ 5.27 £ 0.01s
9 6.11 + 0.36a 5.68 £ 0.10ab 5.59 + 0.17nc 5.76 £ 0.07ab

1Los valores representan la media + desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras indican
diferencias por efecto de la condicidon de almacenamiento a 4 °C (p < 0.05). La formulacion de las
hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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Tabla 10. Recuento de Enterobacteriacea (logio UFC/ g) en hamburguesas de

pollo almacenadas a 4 °Ca.

dia Hamburguesa Hamburguesa  Hamburguesa Hamburguesa

sin antioxidante con antioxidante con PPT10.05 con PPT10.10

0 3.78 £ 0.01« 3.84 £ 0.01; 3.38 £ 0.02i 3.01 + 0.06m

7 4.41 +0.06n 3.98 + 0.07i 4.10 £ 0.17i 4.18 + 0.76i

9 5.15 + 0.08s 4.65 £ 0.56n 4.59 £ 0.07n 4.59 £ 0.07n
Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa

sin antioxidante con antioxidante con PPT10.05 con PPT10.10

0 4.94 + 0.01q 4.98 + 0.02¢ 4.43 +0.1n 5.16 * 0.06¢
7 6.05 + 0.014 5.94 + 0.044 4.67 £ 0.04n 5.91 + 0.03d¢
9 6.45 +0.01a 6.33 £ 0.01o 5.75 +0.05e 6.28 £ 0.01c

1Los valores representan la media = desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras indican
diferencias por efecto de la condicion de almacenamiento a 4 °C (p < 0.05). La formulacion de las

hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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Tabla 11. Recuento de levaduras y hongos (logio UFC/ g) en hamburguesas

pollo almacenadas a 4°Ca.

dia Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT10.10
0.05
0 1.50 £ 0.17b 1.10£0.17a 1.63 + 0.06¢ 1.98 £ 0.074
7 2.96 £ 0.01¢ 1.10+0.17a 2.56 + 0.04+ 2.09 + 0.054
9 3.00 £ 0.02¢ 2.11 + 0.06e 2.31 +0.05¢ 2.85 + 0.04s
dia Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT10.10
0.05
0 0 0 0 0
7 0 0 0 0
9 1.95 + 0.094 1.50 + 0.09% 0 1.90 + 0.054

1Los valores representan la media + desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras indican
diferencias por efecto de la condicion de almacenamiento a 4 °C (p < 0.05). La formulacién de las
hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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Dentro de las levaduras que pueden inducir dafio a productos derivados del
pollo almacenados a < 5 °C estan Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides (Ismail
y col., 2000; Hinton y col., 2002). La inclusién de PPT1 al 0.05 % y a-tocoferol en
las hamburguesas indujeron que el crecimiento de levaduras y hongos fuese aun
mas bajo que en los grupos control y PPT1 al 0.10 %. Mientras que la adicién de
PCT1 al 0.05 % inhibié por completo el crecimiento de estos microorganismos. En
comparaciéon, aunque el recuento inicial de levaduras y hongos filamentosos fue
diferente entre los tratamientos, se puede observar que el extracto PCT1 retarda de
manera mas efectiva el crecimiento de estos microrganismos.

Los resultados presentados en este estudio demostraron un significativo (p <
0.05) efecto antimicrobiano en las hamburguesas de pollo como resultado de la
inclusién del extracto PCT1 al 0.05 % en almacenamiento refrigerado en
comparaciéon con los extractos PPT1. Esto coincide con el comportomiento de pH
observado, donde el menor incremento en pH se detecté en el grupo PCT1.
Estudios anteriores también evaluaron el efecto conservante de un extracto a partir
de la piel de calamar gigante, donde se observé que existia un efecto antimicrobiano
de dichos extractos en mesofilos aerdbicos y psicrotroficos (Ezquerra-Brauer y col.,
2016; Ezquerra-Brauery col., 2017; Chan-Higueray col., 2019a). El comportamiento
observado, en cuanto a que con la menor concentracion de extracto (0.05 %) se
obtuvo el mayor efecto protector, coincide por lo detectado por Chan-Higuera y col.
(2019a), quienes trabajaron con la adicion de extractos metandlicos pigmentados
de la piel de calamar en un paté de atun, pero difiere a lo reportado por Ezquerra-
Brauer y col. (2016) y Ezquerra-Brauer y col. (2017) quienes evaluaron a los
extractos etanodlicos pigmentados de la piel de calamar en pescados almacenados
en hielo. Estas diferencias pueden atribuirse al tipo de disolvente empleado, que
como se discutid anteriormente, puede influir en el contenido de los diferentes

compuestos bioactivos que se hayan extraido.
Andlisis Oxidacion de Lipidos
El desarrollo de oxidacion de lipidos fue evaluado por el valor de peroxido y el valor

de p-anisidina. Los hidroperoxidos y peréxidos son producto de la segunda etapa

de oxidacion, la propagacion de estos promueve nuevas reacciones de degradacién
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y genera compuestos volatiles indeseables, como aldehidos, cetonas, acidos y
alcoholes. ElI comportamiento observado, en cuanto a la produccion de peréxidos
en todos los productos, no fue el esperado ya que se detectd una tendencia al
decremento de los mismos desde el primer dia de muestreo (Tabla 12), lo cual
estaria indicando que los productos se encontraban en la siguiente etapa de
oxidacién (Pateiro y col., 2018). Se sabe que la oxidacion lipidica, sobre todo en
sistema alimentarios tan complejo como lo es una hamburguesa de pollo, es un
proceso muy dinamico y que los valores que se obtengan estaran en funcion del
método utilizado para su determinaciéon (Ahn y col., 1998). Si bien el indice de
peroxidos es una medida estandar en la evaluacion de la oxidacion lipidica, su
utilidad se limita a las etapas iniciales de oxidacion, por lo que se ha establecido
gue este valor puede ser reducidos por algin proceso (Grampone, 1990). Aunado
al hecho de que procesos como la molienda de la carne puede inducir oxidacion de
los lipidos presentes en la misma (Brannan y Erickson, 1996). Sin embargo, al
analizar la velocidad promedio de decremento de los peréxidos, se detecto la
siguiente tendencia: control sin antioxidante ni pigmentos >PCT1 0.10 % > a-
tocoferol > PCT1 0.05 % > PPT1 0.10 % > PPT1 0.05 %.

Debido a las propiedades toxicas del &cido tiobarbitarico, el método de p-
anisidina ha resultado muy util para la evaluacion de los productos secundarios de
la oxidacion, por lo que ha sido oficializado por la Union Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en Inglés) (Paquot y Hautfenne, 1987). Tal
como se esperaba, los valores de p-anisidina aumentaron de manera significativa
(p < 0.05) con el tiempo de almacenamiento, particularmente al final del periodo de
almacenamiento (Tabla 13). El aumento en los valores p-anisidina denota la
formacion de compuestos del tipo aldehidos. Valores bajos de este indicador implica

gue se retardd la etapa de terminacion de la oxidacion (Pateiro et al., 2018).
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Tabla 12. Valor de perdxido (mEqg/kg) en hamburguesas de pollo almacenadas
a4°Ci1

dia Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT1
0.05 0.10
0 3.38+0.08a 3.39 £ 0.08a 3.29+£0.04a0  3.31-+0.12ap
2 2.24 £0.04¢ 2.89 = 0.04de 3.24 £0.05ab  3.02 £ 0.02cd
4 151 +0.04 2.52 +0.01f 3.19 = 0.06nc 2.81+0.11e
7 0.71+0.10 1.98 + 0.04n 2.90 + 0.02de 2.18 + 0.10¢
9 Om 1.01 +0.07« 2.51 + 0.03¢ 1.75 + 0.03;
Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT1
0.05 0.10
0 3.41+0.02a 3.38 £0.07a 3.48 £ 0.04a 3.48 + 0.05a
2 3.02+0.07p 2.41 £ 0.04de 2.43 £ 0.10de 2.79 £ 0.04¢
4 2.77 +0.09c 2.30 £ 0.04e 1.64 + 0.05¢ 2.52 + 0.034
7 2.42 £0.03de 1.38 + 0.04n 1.16 + 0.21; 1.95 + 0.05¢
9 1.62+0.07g 1.10 £ 0.05i 0.57 £ 0.02j 1.86 £ 0.06¢

1Los valores representan la media + desviacion estandar de tres réplicas. Diferentes letras indican
diferencias por efecto de la condicién de almacenamiento a 4 °C (p < 0.05). La formulacion de las
hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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Tabla 13. Valor de anisidina en hamburguesas de pollo almacenadas a 4 °C1

Dia Hamburguesa Hamburguesa  Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT1
0.05 0.10
0 0.30 £ 0.04a 0.23 £ 0.06a 0.23 £ 0.02a 0.29 £ 0.07a
2 0.71 £ 0.04cd 0.33+£ 0.02ab 0.28 £ 0.03a 0.49+£0.2c
4 0.77 +0.05d 0.46 £ 0.03b 0.34 +£0.02ab 0.72 +0.02cd
7 1.15 £ 0.06e 0.77 £ 0.02cd 1.22 £ 0.02e 1.21£0.1e
9 1.63 +0.1f 1.21 +0.03e 1.28 + 0.02e 1.64 + 0.06f
Hamburguesa Hamburguesa  Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT1
0.05 0.10
0 1.53 £ 0.04bc 1.46 £ 0.01a 1.45 £ 0.02a 1.36 £ 0.01a
2 1.59 + 0.02cd 1.48 +0.01b 1.45+0.02ab 1.54 £0.01bc
4 1.73 £ 0.03ef 1.52 £ 0.02bc 1.51+£0.01bc 1.57 +0.02cd
7 1.98 £ Oh 1.64 £ 0.03de 1.74 £ 0.01f 1.82 £ 0.01fg
9 2.38 £0.12] 1.5 +0.02¢g 2.02 £ 0.03h 2.14 +0.02i

1Los valores representan la media + desviacion estandar de tres réplicas. Las literales diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05). La formulacién de las hamburguesas
es indicada en la Tabla 3.
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Al establecer la tendencia en cuanto al valor mas alto de p-anisidina la final
del almacenamiento se observo lo siguiente: control sin antioxidante ni pigmentos >
PCT10.1% >PPT10.10 % >PCT1 0.05 % > PPT1 0.05 % > a-tocoferol. La mayor
capacidad para retardar la oxidacion observada en los extractos de pulpo al
compararse con los de calamar, se correlacionan con la mayor capacidad para
atrapar radicales libres detectadas en dichos extractos. Para dar una mayor
informacion sobre el proceso de la oxidacidn, se establecio el valor de oxidaciéon
total (TOTOX), el cual se determiné adapatando la Ecuacion 7 desarrollada por
Chew y col. (2016).

TOTOX = P-AV+2 PV (7

donde P-AV es el valor de p-anisidina 'y PV el decremento del valor de peroxidos.

La tendencia en el valor TOTOX fue similar al valor de p-anisidina, un
incremento conforme transcurre el tiempo de almacenamiento. Al final de
almacenamiento los valores mas altos se obtuvieron en los tratamientos sin
antioxidantes ni pigmentos. El orden del nivel de prevencién de la oxidacion fue
PPT1 0.05 % > PPT1 0.10 % > PCT1 0.10 % > a-tocoferol > PCT1 0.05 %.

El comportamiento observado en cuanto a la prevencion de la oxidacion en
los extractos de calamar es similar a lo reportado por Chan-Higuera y col. (2019a),
a mayor concentracion de extracto mayor el efecto protector que se detectd. Sin
embargo, cuando se trabajé con los extractos obtenidos de la piel de pulpo esa
tendencia no se aprecid. Partiendo de los estudios de RMN1H, se sugiere que
existen diferentes concentraciones de compuestos quimicos entre los extractos de
pulpo y calamar, a reserva de realizar mas estudios. Aun asi, partiendo de esto y de
gue la disminucién en la induccion a la oxidacion depende de varios factores como
son la concentracion, el tipo de antioxidante y el periodo de almacenamiento que se
apliqgue (Mielnik y col. 2003), se infiere que al trabajar con bajas concentraciones de
PPT1 se obtiene una mayor eficacia en tiempos cortos de almacenamiento (Lai y
col., 1991).

En futuros estudios se podria trabajar en almacenamiento mas prolongados,

como la congelacion, para determinar si a mayores concentracion de PPT1 se
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podria prevenir mas la oxidacién, tal como lo observaron Mielnik y col. (2003),
quienes evaluaron diferentes concentraciones de antioxidantes en carne de pavo

almacenada en congelacion.
Anélisis Sensorial

La evolucién de la calidad sensorial de las hamburguesas de pollo se muestra en
las Tablas 14 y 15. Al inicio del almacenamiento, la calidad de las hamburguesas
obtuvo la maxima calificaciéon de calidad (calificacion E). La calidad excelente
descrita para las hamburguesas de pollo se perdié progresivamente durante el
almacenamiento refrigerado en todas las muestras. Después de 9 dias de
almacenamiento las muestras conteniendo a-tocoferol y los extractos PPT1 0.05 %
y PCT1 0.05 % mostraron una calidad buena ya que los panelistas las calificaron
como A. La adicién de PPT1 0.10 % en las hamburguesas mantuvo la calidad
sensorial considerada como buena hasta el dia 7 de almacenamiento. Mientras que
aquellas hamburguesas que fueron adicionadas con PCT1 0.10 % mostraron un
comportamiento similar al control. La alta aceptacion sensorial y la vida util
prolongada de las hamburguesas formuladas con extractos PPT1 0.05 % y PCT1
0.05 % coinciden con los resultados mencionados anteriormente, con aquellos en
relacion al contenido microbioldgico y estudio de oxidacién lipidica; sin embargo, se
esperaba que superara la puntuacion de las hamburguesas formuladas con o-
tocoferol, ya que, los extractos demostraron tener mejor inhibicion microbiana y
capacidad TOTOX. Katiyoy col. (2020) mencionan que es dificil clasificar la calidad
del pollo por su apariencia, en este caso, el principal descriptor para detectar un
descenso de calidad es el olor. El incremento en la pérdida de calidad al final del
almacenamiento observado en este trabajo es similar al detectado en carne molida
de pollo (Jimenez-Martin y col., 2016). Otros estudios han descrito que la adicion de
extractos pigmentados de la piel de calamar, retardan la pérdida de calidad en
productos como pescados almacenados en hielo (Ezquerra-Brauer y col., 2016,
2017) y paté de atun (Chan-Higuera y col., 2019a). En este ultimo trabajo, al igual
gue en la presente investigacion, los mejores resultados en cuanto a la calidad

sensorial se observaron a las concentraciones menores de los pigmentos evaluados
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Tabla 14. Evaluacion sensorial de hamburguesa de pollo con extractos de piel
pulpo almacenada a 4 °C1
Dia Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa

sin antioxidante con con PPT1 con PPT1
antioxidante 0.05 0.10
0 E E E E
2 E E E E
4 A E A A
7 B A A A
9 C A A B

1Categorias de frescura: Excelente (E), Buena (A), Regular (B), Mala (C), Inaceptable (D). La
formulacién de las hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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Tabla 15. Evaluacion sensorial de hamburguesa de pollo con extractos de piel de
calamar almacenada a 4°C1

Dia Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sin antioxidante con antioxidante con PPT1 con PPT1
0.05 0.10

0 E E E E

2 E E E E

4 A E A A

7 B A A B

9 C B B C

1Categorias de frescura: Excelente (E), Buena (A), Regular (B), Mala (C), Inaceptable (D). La
formulacién de las hamburguesas es indicada en la Tabla 3.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio, se puede establecer que los pigmentos
obtenidos de pulpo y calamar gigante poseen actividad antioxidante vy
antimutagénica in vitro. El disolvente de extraccion ejercié un impacto importante en
la extraccion de compuestos antioxidantes de las muestras. EI metanol acidificado
es el solvente de eleccidn, ya que produjo el mayor contenido de compuestos
antioxidantes extraibles. Los pigmentos de pulpo poseen una notable actividad
antioxidante. El presente estudio confirmé que los principales compuestos extraidos
en los pigmentos de piel de pulpo y calamar son omatinas, especificamente
xanthomatina y dihydroxantomatina, asi como quinurenina. La mayor actividad
antioxidante en los pigmentos de la piel del pulpo, probablemente se debe a la
presencia de compuestos amino aromaticos, mientras que la mayor propiedad
antimutagénica en los pigmentos de la piel del calamar podria deberse a la
quinurenina.

Este estudio ademas demostro que los pigmentos de la piel de pulpo y de
calamar pueden ser empleados en la formulacion de hamburguesas de pollo para
retardar su deterioro. Cuando los extractos se usan a concentraciones de 0.05 %
(p/p), dichos extractos retardan la oxidacion lipidica y el desarrollo de
microorganismos al menos por 9 dias. Los pigmentos de calamar a concentracion
0.05 % (p/p) tienen un mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de
Enterobacteriaceae y hongos filamentosos y levaduras. Los pigmentos de pulpo
notable retardan las reacciones de degradacion de lipidos en sus primeras etapas,
sin embargo, no es de manera efectiva durante la etapa de terminacién. La pérdida
de calidad sensorial también confirmd que, concentraciones al 0.05 % de ambos
extractos promueven una vida Util prolongada en comparacion con la hamburguesa
sin antioxidante, manteniendo una calidad buena hasta 9 dias de almacenamiento
refrigerado.

Los extractos de pigmentos de la piel del pulpo y calamar actian de manera
diferente frente la oxidacion de lipidos y el desarrollo de microorganismos, aunque
contienen compuestos similares, sus concentraciones son diferentes, de ahi que su

comportamiento sea diferente.
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RECOMENDACIONES

Establecer el potencial efecto téxico de los extractos obtenidos de la piel de
pulpo

Determinar el grado de aceptacion de las hamburguesas de pollo conteniendo
los extractos pigmentados a nivel del consumidor con la finalidad de establecer
la posible influencia en otros atributos como el sabor.

Realizar otras evaluaciones fisicas a las hamburguesas de pollo durante el
almacenamiento, como son la variacion de color empleando métodos
instrumentales.

Determinar la vida de anaquel de un producto carnico almacenado en
congelacién, en almacenamiento en congelacion.

Identificar los compuestos acomparfiantes de los pigmentos omocromos en los

extractos pigmentados.
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