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Efecto antioxidante de la miel de abeja sobre la carne de conejo

almacenada en refrigeracion
Antioxidant effect of bee honey on rabbit meat stored under
refrigeration
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RESUMEN

La oxidacién de lipidos deteriora los alimentos,
por lo que se usan antioxidantes sintéticos pa-
ra disminuirla, sin embargo, estos compuestos
en exceso poseen efectos carcinogénicos. Algu-
nas 1g)lantas como el orégano, asi como la miel
de abeja, contienen antioxidantes naturales que
no danan la salud. Hasta el momento no se han
encontrado registros del uso de la miel de abe-
ja para disminuir la oxidacion lipidica en carne
de conejos. El objetivo de este estudio fue eva-
luar el efecto de fa miel de abeja como antioxi-
dante en la carne cruda de lomo de conejo al-
macenada en refrigeracion a 4 °C. Se evaluo la
actividad antioxidante (AA) de tres tipos de miel:
oscura, ambar y clara, para mezclarla con la car-
ne de conejo. Se selecciond la miel oscura por
su mayor efecto antioxidante. Se prepararon 64
muestras de 100 g de carne cruda, 32 se mez-
claron con 2 g de miel oscura y las otras 32 se
dejaron sin miel (control). Las muestras se al-
macenaron a 4 °C y se evaluo la AA y la con-
centracion de malondialdehido (MDA) a los O d,
3d 6dy9dde almacenamiento. La AA dis-
minuyo y la concentracion de MDA aumentd
(P < 0.05) con el tiempo de refrigeracion (cam-
bios que indican deterioro de la carne). A los
3 dy 6 d, las muestras de carne cruda con miel
exhibieron mayor AA (P < 0.05), y a los 6 d, me-
nores valores de MDA (P < 0.05) comparadas
con las muestras control (indicando que no hu-
bo deterioro de la carne). La miel oscura de abe-
ja contiene altas concentraciones de antioxi-
dantes naturales que protegen a la carne cruda
molida de lomo de conejo contra el daflo oxida-
tivo que puede presentarse durante la refrige-
racfipn, por lo que se recomienda su uso para es-
te 1in.

PALABRAS CLAVE: oxidacién de lipidos, refrige-
racion, lomo de conejo.

ABSTRACT
Lipid oxidation deteriorates foods; therefore,
synthetic antioxidants are used to decrease it.
However, excess synthetic antioxidants have car-
cinogenic effects. Some plants such as oregano,
as well as bee honey, contain natural antioxi-
dants which are not harmful to health. No re-
ports were found on the use of bee honey to
decrease lipid oxidation in rabbit meat. The ob-
jective of this study was to assess the effect of
ee honey as antioxidant on raw rabbit loin, re-
frigerated at 4 °C. The antioxidant activity (AA)
of three types of honey was evaluated: dark, am-
ber and clear, to be mixed with rabbit meat.
Dark honey was selected for its higher antioxi-
dant effect. 64 samples of 100 g of raw meat
were ﬁrepared, 32 samﬁles were mixed with 2 g
dark honey and the other 32 were left without
honey (control{. The samples were stored at 4 °C
and AA as well as malondialdehyde (MDA) con-
centrations were evaluated at O d, 3 d, 6 d and
9 d of storage. The AA decreased, and the MDA
concentration increased (P < 0.05) with refrige-
ration time (changes that indicate meat spoilage).
After 3 d and 6 d, the raw meat samples wit
honey showed higher AA (P < 0.05) and after
6 d, they showed lower MDA values (P < 0.05)
compared to the control samples (these changes
indicate no spoilage of meat). Dark bee honey
contains high concentrations of natural anti-
oxidants that protect ground raw rabbit loin
against oxidative damage that can occur durin
refrigeration, therefore, its use is recommende
for this purpose.

{(EYWORDS: lipid oxidation, refrigeration, rabbit
oin.
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INTRODUCCION

La oxidacion de lipidos deteriora los alimen-
tos carnicos, cuyo color y olor se alteran cuan-
do se almacenan, causando una disminucion
en la preferencia del consumidor (Alasnier y
col,, 2000; Carvalho y col, 2017). Ademas, el
proceso oxidativo produce radicales libres a
partir de acidos grasos poliinsaturados y fi-
nalmente malondialdehido (MDA), una molé-
cula que puede causar problemas de salud en
humanos (Tao, 2015). En una revisiéon hecha
por Kumar y col. (2015) se muestra que para
disminuir la oxidacién de las grasas sobre la
carne, en estudios experimentales se usan an-
tioxidantes sintéticos como butilhidroxianisol
(BHA) y butilhdroxitolueno (BHT), sustancias
que retardan o previenen la oxidacidn, la for-
macion de radicales libres y el MDA (Galano,
2015). Sin embargo, el uso de antioxidantes
sintéticos esta restringido debido a su efecto
carcinogénico (Nobuyuki y Masao, 1989; Shas-
ha y col, 2014; Xiang y col., 2019). Por esta
razén, muchos consumidores evitan produc-
tos alimenticios que contengan antioxidantes
sintéticos (Soltani y col.,, 2016; Carvalho y col,,
2017). Los antioxidantes naturales como toco-
feroles, acido ascorbico, acidos fenolicos y fla-
vonoides de algunas plantas como orégano, ro-
mero y salvia (Velasco y Williams, 2011; Ghor-
bani y Esmaeilizadeh, 2017; Gutiérrez-Grijalva
y col., 2018; Nieto y col, 2018) disminuyen la
oxidacidon de la carne (Sampaio y col, 2012) y
no dafian la salud.

Se ha reportado que los antioxidantes natura-
les reducen la concentracion de MDA en la
carne de pollo (Sampaio y col, 2012) y en el
plasma humano (Nagyova y col., 2004). La miel
de abeja tiene abundantes flavonoides y aci-
dos fendlicos (Pichichero y col., 2009; Ciancio-
si y col, 2018) y se ha usado como un antio-
xidante natural para disminuir la oxidacion de
la carne de pavos, pollos y bovinos (Antony y
col., 2006; Avila-Ramos y col., 2013; Rabaa y
col.,, 2013). Sin embargo, la miel de abeja no se
ha usado como antioxidante en carne de conejo.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la miel de abeja como antioxidante en car-
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ne cruda de lomo de conejo almacenada en re-
frigeracion.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio y origen geografico
de las mieles

Este estudio se realizd en la estacidén expe-
rimental del Colegio de Postgraduados, cam-
pus Montecillo, estado de México, localizada
a 19°29° N, 98°53° W y 2 250 msnm. La miel
provino de Ecatzingo y Amecameca, estado
de México (mieles oscura y clara, respectiva-
mente), y de Jiutepec, estado de Morelos (miel
ambar). Estas poblaciones se conocen por su
alta calidad y gran diversidad de mieles de
abeja en la region central de México.

Actividad antioxidante de las mieles

La actividad antioxidante (AA) se evalud por
medio de la capacidad captadora de radica-
les del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de
acuerdo con el método de Brand-Williams y
col. (1995). Para ello, se mezclaron 2 ¢ de miel
con 10 cm® de metanol (Sigma Aldrich) y se
dejo reposar en bafio de agua a 30 °C duran-
te 30 min (Bafio con agitacién, Thermo Fisher
Scientific, modelo 2870, Walthman, MA, USA).
La mezcla se agitd usando un equipo vortex
(Genie 2, Scientific Industries, modelo G560,
NY, USA) y se filtro a través de papel filtro
Whatman No. 4. Posteriormente, a 1 cm?® del
filtrado y a 1 cm?® de agua destilada se les
agregaron por separado 3 cm?® de solucion de
DPPH (0.042 g de DPPH, Sigma Aldrich, mas
100 ecm® de metanol), y cada solucién se agi-
t6 durante 10 s. Estas dos soluciones se deno-
minan DPPH con filtrado y DPPH con agua,
respectivamente. Las soluciones se dejaron
en la oscuridad a temperatura ambiente por
20 min y se centrifugaron a 2 000 rpm duran-
te 10 min (Centrifuga Clinica serie 428-7181
Damon/IEC, Needham, MA, USA). Finalmente,
se midio la absorbancia a 515 nm contra un
blanco de metanol (Espectrofotémetro Ther-
mo Fisher Scientific, Modelo Genesis 10S VIS,
Madison WI, USA). Todos los reactivos usados
fueron grado analitico o grado HPLC (por sus
siglas en inglés: High Pressure Liquid Chro-
matographic). La actividad antioxidante (AA)
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se calculd como porcentaje de inhibicion de
la absorbancia del DPPH usando la siguiente
ecuacion:

AA = (absorbancia del DPPH con agua - absor-
bancia del DPPH con filtrado) x 100/(absor-
bancia del DPPH con agua)

La miel de abeja con la mayor actividad antio-
xidante se empled para adicionarla a las mues-
tras de carne cruda molida de conejo.

Procesamiento de la carne

Para obtener la carne de conejo, a fin de ela-
borar las muestras se obtuvieron aleatoria-
mente 8 conejos de un lote de 80 (un conejo
por jaula de 30 cm de ancho x 60 cm de lar-
go x 40 cm de alto), los que se engordaron
con una dieta comercial de 30 d a 69 d de
edad. Consumieron alimento y agua ad libitum
en comederos de tolva y en bebederos au-
tomaticos. Al final del periodo de engorda,
los 8 conejos se sacrificaron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-033-SAG/Z0O0O-
2014) e inmediatamente las canales se iden-
tificaron y almacenaron a 4 °C durante 24 h.
Posteriormente, el musculo longissimus dorsi
(lomo) se removié de cada canal, se empaco
al vacio, y por razones de mercado, se alma-
cend a - 20 °C. Después de 10 meses de alma-
cenamiento, la carne se descongel6 a tempe-
ratura ambiente y se molido usando malla de
318 mm (Torrey M-12-FS, Monterrey, Méxi-
co). Posteriormente, se prepararon las mues-
tras de carne de conejo adicionando y homo-
genizando 0 g de miel/100 g de carne molida
(control) o 2 g de miel/100 g de carne molida;
para cada tratamiento se obtuvieron 32 répli-
cas (32 muestras de carne con miel y 32 sin
miel provenientes de 8 canales diferentes). Fi-
nalmente, las muestras se envasaron en bolsas
negras de polietileno dentro de un contene-
dor de polipropileno y se almacenaron a 4 °C
durante 0 d, 3 d, 6 d y 9 d. Toda manipula-
cidén se realizd con la limpieza y desinfeccion
apropiadas. Las temperaturas de - 20 °C para
10 meses y de 4 °C para 0 d a 9 d de almace-
namiento concuerdan con lo recomendado por
Agustini y col. (2001) y James y James (2014).

Actividad antioxidante y concentracion de
malondialdehido de la carne

La AA se midid, como en el caso de las mie-
les, de acuerdo con el método de Brand-Wi-
lliams y col. (1995). Se usaron 5 g de mues-
tra de carne cruda provenientes de cada una
de las muestras de carne molida para el dia
correspondiente de almacenamiento, mezclan-
do y homogenizando con 5 cm® de metanol.

El MDA se midié por duplicado de acuerdo
a la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en in-
glés: thiobarbituric acid reactive substances),
con algunas modificaciones (Shin y col., 2011).
Se agregaron 50 cm?® de agua grado HPLC y
0.2 cm?® de solucion con 7.2 g/100 cm?® de bu-
tilhidroxitolueno (BHT) (0.72 ¢ BHT + 10 cm?®
de metanol) a 10 g de muestras de carne cru-
da. La mezcla se homogenizdé usando una li-
cuadora convencional (Sunbeam-Oster, mode-
lo 465-42, 0462-13, Fort Lauderdale, FL) y se
dejo reposar en la oscuridad a temperatura
ambiente por 15 min. Después, 1 cm?® de esta
mezcla se dejo reaccionar con 2 cm® de una
solucion 2 M de TBA/TCA o acido tiobarbi-
turico/acido tricloroacético (0.1154 g de TBA
+ 40 cm?®de una solucion con 15 g de TCA/
100 cm?® = 15 cm?® de TCA aforados a 100 cm?
con agua grado HPLC). Los tubos de ensayo
se mezclaron con vortex (GENIE2, Scientific
Industries, modelo G560, NY, USA) y se in-
cubaron en baflo de agua a 50 °C durante
10 min. Inmediatamente después, los tubos se
enfriaron y se centrifugaron a 2 000 rpm du-
rante 10 min (Centrifuga Clinica serie 428-
7181 Damon/IEC, Needham, MA, USA) y fi-
nalmente, la absorbancia del sobrenadante se
midié a 530 nm (Espectrofotometro Thermo
Fisher Scientific, Modelo Genesis 10S VIS,
Madison WI, USA). Con base en una curva es-
tandar de metoxipropano, el cual se convierte
a malondialdehido cuando reacciona con la
solucion de TBA/TCA, los datos se expresa-
ron como mg de MDA por kg de carne fresca.

Debido a que la formaciéon de MDA es direc-
tamente proporcional a la oxidacién de lipi-
dos (Velasco y Williams, 2011; El-Gogary y
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col., 2018), una menor concentracion de MDA
indica una mayor estabilidad oxidativa.

Analisis estadistico

Los datos de actividad antioxidante de los ti-
pos de miel fueron analizados usando un di-
seio completamente al azar, con tres trata-
mientos: miel oscura, ambar y clara, y una
muestra de miel se considerd la unidad expe-
rimental que se corrid con 8 repeticiones. Se
usé el Paquete estadistico para ciencias so-
ciales (SPSS, por sus siglas en inglés: Sta-
tistical Package for the Social Sciences) (SPSS,
2011) version 8.0, bajo el procedimiento del
modelo general lineal.

Los datos de las muestras de carne se analiza-
ron bajo un disefio completamente al azar de
8 tratamientos: O g de miel/100 g de carne a
0d,3d,6dy9dy2gdemiel/100 g de carne
a0d 3d 6dy9ddealmacenamiento a 4 °C.

Una muestra de carne fue la unidad experi-
mental (32 unidades experimentales con 2 g de
miel y 32 con 0 g de miel). En cada muestra
de carne se evaluaron AA y MDA por dupli-
cado en el laboratorio, cuyo promedio se asig-
nd a cada unidad experimental.

Todas las comparaciones de medias se realiza-
ron empleando la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS

Actividad antioxidante en mieles

La miel oscura mostro la mas alta AA, como
porcentaje de inhibicién de la absorbancia del
DPPH, en comparacion con las mieles clara y
ambar (Figura 1).

Actividad antioxidante de la carne

Tanto en la carne control como en aquella con
2 ¢ de miel (Figura 2), al avanzar los dias de
almacenamiento refrigerado disminuyd la AA.

80 -
a

~ 70 -
X
9 60 -
c
©
S 50
X
o
€ 40 -
©
® 30 -
S
2
5 20 - 25
<

10 -

0 =l T - 1
Oscura Ambar Clara
Miel

M Figura 1. Actividad antioxidante como porcentaje de inhibicion de la absorbancia del radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) en tres muestras de miel: obscura, ambar y clara.
aby ] etras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).
Las barras negras se refieren al error estandar de la media.
Figure 1. Antioxidant activity as inhibition percentage of the DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl) absorbance in three samples of honey: dark, amber and clear.
aband cDijfferent letters indicate significant differences (Tukey, P < 0.05).

Black bars refer to the standard mean error.
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B Figura 2. Actividad antioxidante (AA) en muestras de carne cruda de conejo. Las muestras se
prepararon con O g de miel/100 g de carne y 2 g de miel oscura de abeja/100 g de carne, y se
mantuvieron 0d, 3d, 6d y 9d a 4°C hasta su analisis.
ab v [ etras distintas indican diferencias significativas entre los 8 tratamientos (Tukey, P < 0.05).
Las barras negras se refieren al error estandar de la media.

Figure 2. Antioxidant activity (AA) in raw rabbit meat samples. Samples were prepared with O g and
2 g of dark bee honey per 100 g meat, and they were kept for 0d, 3d, 6 d and 9d at 4°C until analyzed.
abandeDifferent letters indicate statistically significant differences among the 8 treatments (Tukey,

P <0.05).
Black bars refer to the standard mean error.

En la carne con 2 g de miel, que contenia mas
antioxidantes, la disminucion de AA fue me-
nor (P < 0.05) que en la carne control los dias
3 y 6. Sin embargo, en el dia 9 de almacena-
miento, la capacidad antioxidante de la miel
disminuy6 y las muestras con 2 g de miel mos-
traron valores similares de AA a las muestras
control (Figura 2).

Concentracion de malondialdehido de la carne
La carne control y las muestras con 2 g de
miel presentaron un incremento en la concen-
tracion de MDA al avanzar los dias de alma-
cenamiento (Figura 3). No obstante, el dia 6
se observo una menor concentracion de MDA
(P < 0.05), estimada en un 25 % menos en la
carne con 2 g de miel al compararla con la

carne control. Finalmente, la concentraciéon de
MDA de la carne control disminuyo significa-
tivamente el dia 9 de almacenamiento y pre-
sentd un valor similar al de la carne con 2 g de
miel.

DISCUSION

Actividad antioxidante en mieles

La miel contiene compuestos como o-tocofe-
rol, acido ascorbico, flavonoides y enzimas como
catalasa y peroxidasa, que actuan como anti-
oxidantes naturales y son mas abundantes en
la miel oscura (Alvarez-Suarez y col., 2014). Su
contenido y naturaleza dependen de su origen
floral (Alvarez-Suarez y col., 2014; Skrovankova
y col.,, 2019). Por ello, las mieles oscuras tienen
mayor AA que las claras (Johnston y col., 2005;
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B Figura 3. Concentracion de malondialdehido (MDA) en muestras de carne cruda de conejo. Las
muestras se prepararon con 0 g y 2 g de miel oscura de abeja, y se mantuvieron 0 d,3d,6dy

9d a 4°C hasta su andlisis.

ab v cLetras distintas indican diferencias significativas entre los 8 tratamientos (Tukey, P < 0.05).
Las barras negras se refieren al error estandar de la media.

Figure 3. Malondialdehyde (MDA) concentration in raw rabbit meat samples. Samples were prepared
with O g and 2 g of dark bee honey, and they were kept for 0 d, 3 d, 6 d and 9 d at 4 °C until analyzed.
ab and cDjfferent letters indicate statistically significant differences among the 8 treatments (Tukey,

P <0.05).

Black bars refer to the standard error of mean.

Can y col,, 2015; Sreckovi¢ y col.,, 2019). En es-
te estudio la miel oscura produjo 71.75 % de AA
(Figura 1), mientras que Dzugan y col. (2018)
reportaron 51.39 % a 85.29 % en miel oscura,
valores de AA superiores a los de las mieles
claras.

Actividad antioxidante de la carne

En ambos tratamientos (2 ¢ de miel y O g de
miel), la mayor AA en carne se presento el dia
0 (> 90 %), mientras que la menor (< 55 %) se
observo en el dia 9 de almacenamiento a 4 °C
(Figura 2). Esto se debe a un aumento de ra-
dicales libres por oxidacién lipidica, que, a su
vez, consumen los antioxidantes naturales de
la carne (Shahidi y Udaya, 2007; Kumar y col.,
2015). Se ha reportado que mientras mayor es
el tiempo de refrigeracidon, menor es la AA de
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la carne cruda de lomo de conejo. Segun Ve-
ldazquez y col. (2014), del dia O al 6 de refrige-
racion la AA de carne de conejo disminuyd de
70 % a 50 % aproximadamente. En este estu-
dio, la AA en el mismo tipo de carne con 0 g
de miel, del dia O al dia 6 de refrigeracion a
4.°C disminuyé de >90% a <70 %.

La carne con 2 g de miel presentd valores mas
altos de AA (7315 % y 88.17 %) que la carne
control (56.16 % y 67.58 %) los dias 3 y 6 de
refrigeracion (Figura 2). Esto se atribuye a la
alta cantidad de antioxidantes que la carne ad-
quiere de la miel (Nagai y col., 2006). Los resul-
tados concuerdan con lo reportado por Antony
y col. (2006), quienes encontraron que la adi-
cion de miel a la carne de pechuga de pavos
inhibi6 la formacién de compuestos oxidantes.
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Los valores de AA los dias 3 y 6 de almace-
namiento indican que las muestras de carne
con 2 g de miel estuvieron mejor protegidas
contra la oxidacién que las del grupo control.
Sin embargo, la capacidad antioxidante de la
miel disminuyd para el dia 9 de refrigeracion.

Concentracion de malondialdehido de la car-
ne

La concentracion de MDA aumenté con el
tiempo de refrigeracion (Figura 3), debido a
que los antioxidantes presentes en la carne
pierden su capacidad antioxidante y, en con-
secuencia, se produce MDA (Shahidi y Uda-
ya, 2007). Cuando se inicia la refrigeracion a
4 °C los antioxidantes retardan la oxidacion,
posteriormente se consumen y se produce la
oxidacion de lipidos (Possamai y col, 2018) y
la formacion de MDA. Bobko y col. (2019) re-
portaron en pavos 0.63 mg/kg a 47 mg/kg de
MDA para 0 d y 14 d de almacenamiento, res-
pectivamente, valores similares a los del pre-
sente estudio.

En la carne control la concentracion de MDA
aumenté del dia 3 al dia 6 de almacenamien-
to. En el dia 9, disminuyo la concentracion de
MDA, probablemente debido a la produccion
de aminodcidos por hidrdlisis de las proteinas,
los cuales capturan al MDA, formando bases
de Schiff (Wazir y col., 2019).

En el caso de la carne con 2 g de miel, este
antioxidante natural mantuvo constante la con-
centracion de MDA desde el dia 3 al dia 9 de

almacenamiento en refrigeraciéon a 4 °C. El
dia 6 de almacenamiento la miel oscura pro-
dujo menor concentracion de MDA en la car-
ne que en la muestra control (Figura 3). Es-
to se debe a que el alto contenido de com-
puestos con actividad antioxidante de la miel
(Galano, 2015) ayuda a prevenir la oxidacion
de acidos grasos poliinsaturados y la forma-
cién de MDA en la carne (Alasnier y col., 2000;
Tao, 2015). Por tanto, con base en los valores
de MDA el dia 6 de almacenamiento, las mues-
tras de carne con 2 ¢ de miel estuvieron me-
jor protegidas contra la oxidacion que las del
grupo control.

En lomo de conejo California x Nueva Zelanda
se han reportado valores de MDA de 1.6 mg/kg
(Veldzquez y col., 2014), similares a los del tra-
tamiento con 2 g de miel del presente estudio

(Figura 3).

CONCLUSIONES

La miel oscura mostré una alta actividad an-
tioxidante, que se mantuvo durante el almace-
namiento en refrigeracion de la carne molida
de conejo que la contenia, y permitié proteger-
la contra la oxidacidon, disminuyendo el conte-
nido de malondialdehido. La adicién de 2 %
de miel oscura (peso/peso) en carne de conejo
molida permite retrasar su oxidacion y prolon-
gar su vida de almacenamiento. Se requieren
estudios adicionales para analizar el efecto so-
bre la estabilidad microbioldgica y la acepta-
cién organoléptica.
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