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Resumo Os subprodutos de elaboraciéon do vifio contefien
valiosos compostos bioactivos, entre os que destacan os
polifenois. Os efectos beneficiosos destes compostos
atriblense, entre outras, & sua actividade antioxidante. Por
esta razon, estudase o efecto potencial dunha dieta
enriquecida en polifenois nas caracteristicas da carne de
tenreiros alimentados con bagazo de uva como
complemento ou suplemento na sua alimentacion.
Proponse unha extracciéon rapida de seis polifenois
individuais de carne crua de tenreiro, previamente
identificados e seleccionados como marcadores no bagazo.
O procedemento baséase na extraccion simultanea
automatizada mediante liquidos presurizados (PLE)
seguida de cromatografia liquida de alta eficacia con
deteccion UV-Vis cun sistema de diodos (HPLC-DAD) para
a identificacion dos polifenois e a analise cuantitativo. Nos
extractos obtidos determinanse o indice de polifenois totais
(IPT) e a actividade antioxidante (AA). Debido a
complexidade da mostra, os resultados mais sobresaintes
deste traballo son os relacionados coa avaliacion da
actividade antioxidante dos extractos. Tras a
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correspondente andlise estatistica do conxunto de datos
obtidos, pode observarse que resulta mellor incluir unha
combinacién de bagazo na dieta dos animais dada a
mellora observada nos indices antioxidantes medidos, e en
consecuencia, tamén nas propiedades da carne e na sua
conservacion.

Palabras clave Residuos vitivinicolas Compostos
polifendlicos - Extraccion con Liquidos Presurizados (PLE) -
Indices espectrofotométricos - Matriz complexa.

Antioxidant Activity in Grape-marc-fed Calf Meat

Abstract Winemaking byproducts contain polyphenols
among other valuable bioactive compounds. The beneficial
effects of these composts are attributed, among other
things, to their antioxidant activity. For this reason, this work
studies the potential effect of a diet enriched in polyphenols
in the characteristics of calf meat fed with grape bagasse as
a supplement to its diet. We propose a rapid extraction of six
individual polyphenols of raw calf meat, previously identified
and selected as markers in the bagasse. The procedure is
based on automated simultaneous extraction using
pressurized liquids (PLE) followed by high efficiency liquid
chromatography with UV-Vis detection with a diode system
(HPLC-DAD) for the identification of polyphenols and
quantitative analysis. In the obtained extracts, the total
polyphenol index (TP) and the antioxidant activity (AA) are
determined. Due to the complexity of the sample, the most
outstanding results of this work are those related to the
evaluation of the antioxidant activity of the extracts. After the
corresponding statistical analysis of the data obtained, it can
be observed that it is better to include a combination of
grape bagasse in the diet of the animals given the
improvement observed in the measured antioxidant indexes,
and consequently, also in the properties of the meat and in
its conservatione.

Key words Winery byproducts - Polyphenolic compounds -
Pressurized Liquid Extraction (PLE) - Spectrophotometric
indexes - Complex matrix.
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Introducion

A carne e o0s produtos carnicos son consumidos
habitualmente por unha grande parte da poboacién. Estase
dirixindo a atencion a alimentacion do animal, dado que dela
dependen o seu benestar e a sla saude, asi como a
composicion e calidade nutritiva dos produtos derivados
deles e, en consecuencia, tamén a saude da poboacion. A
alimentacién dos animais require pois un control da sua
composicion e calidade. Contémplase a opcion de agregar
antioxidantes na manutencién animal, para conseguir asi
mellorar a calidade nutritiva e minimizar os procesos de
oxidacién na carne; para que presente, deste xeito, unhas
caracteristicas sensoriais adecuadas, sexa segura,
adaptada para o consumidor e tefla unha vida util
prolongada. Hai duas categorias de antioxidantes en
funcion da sua orixe: naturais (como &acido ascorbico,
carotenos ou polifenois) e sintéticos, sendo os primeiros
moito mais aceptados polo consumidor (Toner, 2004;
Pokorny, 2007).

Por outra banda, a sociedade cada vez amosa maior
preocupacion pola reciclaxe e aproveitamento dos residuos
de orixe natural, co obxectivo de maximizar o rendemento
econdmico (a sua eliminacion implica un custe adicional,
Devesa Rey et al. 2011) e minimizar o impacto
medioambiental. Inténtase asi recuperar e reciclar estes
subprodutos buscandolle novas aplicaciéons. Os residuos
vexetais da industria agroalimentaria  contefien
considerables cantidades de sustancias potencialmente
interesantes e, ao mesmo tempo, débese compensar o
custo da sua recuperacion. Con este propdsito, estanse
desenvolvendo procesos que pretenden converter estes
residuos en biocombustibles, ingredientes en alimentos, asi
como fontes para a extraccion de produtos quimicos de alto
valor engadido (Fontana et al. 2013; Teixeira et al. 2014). No
caso concreto do proceso de elaboracion de vifio, xéranse
subprodutos e residuos ricos en polifenois e a sua
extraccion € un exemplo desta reutilizacion a que se fai
referencia. Asi, enténdese por bagazo de uva a materia
residual despois de ser extraido o seu xugo, constituido por
pel, pebidas e os cabos dos acios. Como a concentracion
polifendlica da uva se distrible entre a polpa (10%), a pel
(28-35%) e as pebidas (60-70%) (Nerantzis & Tataridis,
2006), é evidente que unha gran parte dos polifenois
quedan no bagazo despois da prensada, sendo este unha
fonte relevante deste grupo de compostos. Estes polifenois,
metabolitos secundarios biosintetizados no reino vexetal,
son compostos bioactivos naturais (Gharras, 2009; Quideau
et al. 2011) e presentan actividade antioxidante (Garcia
Bacallao et al. 2001; Gonzalez-Centeno et al. 2013;
Alvarez-Casas et al. 2014) entre outras caracteristicas
beneficiosas para a saude, por isto poden ser utilizados
para diversos fins na industria farmacéutica, cosmética e
alimentaria.

No tocante ao sector alimentario, os polifenois son
utilizados como antioxidantes naturais como suplemento
para a alimentacion animal, tanto para mellorar a saude dos
animais como para protexer os produtos de orixe animal
fronte ao deterioro, como axentes antimicrobianos nos
alimentos e como ingredientes funcionais en diversos

alimentos e suplementos dietéticos para a alimentacion
humana (Gharras, 2009).

Asi pois, este traballo céntrase na avaliacion da actividade
antioxidante dos extractos obtidos de carne de tenreiro -
matriz moi complexa-, tras a inclusién de bagazo seco, unha
recofiecida fonte de polifenois, na dieta dos animais. Outros
autores empregaron técnicas de extraccion en carne para
esteroides (Seo et al. 2005) ou sulfonamidas (Gentili et al.
2004) pero non hai antecedentes da aplicacion de técnicas
de extraccion de compostos polifendlicos en este tipo de
mostras. E por isto que se decide desenvolver unha nova
metodoloxia analitica que permita a extraccion e posterior
caracterizacion de polifenois en mostras de carne.

Asi, a técnica de extraccion seleccionada foi a extraccion
con liquidos presurizados (PLE) introducida la primeira vez
por Richter et al. (1996). O seu fundamento é o uso de
disolventes a temperaturas elevadas (50-200°C) e altas
presions (1500-2000 psi), para extraer rapida e eficazmente
analitos de matrices soélidas ou semisdlidas. Na PLE, o
efecto principal da aplicacion de elevadas presions é
precisamente poder traballar con disolventes en fase liquida
a temperaturas por enriba do seu punto de ebulicion
(Ramos, 2012), que xogan un papel fundamental na mellora
da extraccion: incrementando a capacidade de solubilizar,
aumentando as velocidades de difusién... A natureza do
disolvente tamén inflie na eficacia xa que debe favorecer a
solubilidade dos analitos. Entre as vantaxes desta técnica,
atopanse a reducion do tempo de extraccion e o baixo
consumo de disolventes organicos (Shi et al. 2005;
Mendiola et al. 2007) polo que é recofiecida coma unha
técnica de extraccion verde. Presenta boas condicions de
recuperacion e precision, ademais da posibilidade de
automatizacion. A pesar destas vantaxes, unha das
limitacions é o elevado custo da instrumentacion
(Giergielewicz-Mozajska et al. 2001). As suas principais
areas de aplicacién céntranse no analise medioambiental e
na extraccion de compofientes nutricionais e bioactivos en
alimentos (Sun et al. 2012).

Este traballo propén, en definitiva, a obtencién de extractos
rapidos mediante PLE de carne crua de tenreiros
alimentados con bagazo, para avaliar en termos
comparativos o indice de polifenois totais (IPT), a actividade
antioxidante (AA) e os seis polifenolis individuais
seleccionados como marcadores fronte a carne dun grupo
de tenreiros control sen aporte de bagazo na sua
alimentacion.

Materiais e métodos

Reactivos

O material empregado como fase dispersante na
preparacion de mostra para PLE foi area (200-300 pm,
Scharlau). Os disolventes de extraccion utilizados foron
metanol grado HPLC (Panreac) e auga ultra pura producida
no laboratorio cun sistema Milli-Q; o eluinte e a fase mobil
acidificaronse con acido acético e férmico (98%),



respectivamente, subministrados por Merck. O reactivo
Folin & Ciocalteau (FC) obtivose de Sigma. Outros produtos
quimicos usados na determinacion dos indices
espectrofotométricos  foron DPPH  (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, Sigma) e carbonato sodico (NayCOg,
Panreac). Empregaronse estandares polifendlicos puros
para construir as curvas de calibrado: Acido Galico
monohidratado  99%  (CAS  5895-86-8), Acido
Protocatéquico >97% (CAS 99-50-3), Catequina > 98%
(CAS 225937-10-0), Epicatequina >90% (CAS 490-46-0),
Kaempferol >90% (CAS 520-18-3) e Quercetina > 95%
(CAS 117-39-5), todos foron adquiridos en Sigma-Aldrich.

Toma de mostras

As mostras de carne provefien do Centro Tecnoldxico da
Carne (CTC), fundacién galega que pretende dinamizar e
mellorar a capacidade competitiva do sector agroalimentario
de Galicia, coa que se colabora neste proxecto e onde se
leva a cabo a cria e alimentacion dos tenreiros segundo un
desefio experimental adecuado, asi como a recoleccion das
mostras pertinentes. A dieta dos tenreiros inclie unha base
de penso bovino a que se lle engaden herba seca e/ou
bagazo como suplementos. Na Taboa 1 amdsase a
caracterizacion da alimentacion segundo a sua composicion
analitica, sendo os datos achegados polo CTC, posto que a
determinaciéon se realizou nun laboratorio externo, a
excepcion dos dous derradeiros indices. As mostras
recibense envasadas ao baleiro de maneira individualizada.
Analizaronse 20 mostras de carne diferentes, pertencendo
a catro grupos claramente diferenciados segundo os
complementos subministrados a dieta dos animais: 1. Todo
bagazo (codificada como 100 %); 2. Todo herba seca (0 %);
3. 1/3 bagazo e 2/3 herba seca (33 %); e 4. 2/3 bagazo e 1/3
herba seca (66 %). Asi, analizanse 5 mostras de cada un
dos tratamentos, sendo as do grupo 2 as mostras de
control, dado que eses tenreiros non consumiron bagazo.
Gardanse a -20°C ata o momento no que van ser
empregadas para o seu analise, minimizando asi posibles
degradacions tanto da carne como dos compostos que
poidan conter.

Determinouse tamén a humidade das mostras de carne
baseandose na perda de auga polo efecto do quecemento
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nunha estufa durante 24 h a unha temperatura entre 100 e
105 °C ata alcanzar peso constante.

Procedementos analiticos

Extraccion de polifenois: A extraccion realizouse mediante a
técnica de extracciéon con liquidos presurizados (PLE) cun
equipo da marca BUCHI Speed-Extractor E-916 que
permite a extraccion simultanea e automatizada de grupos
de seis mostras. A mostra de carne e o dispersante (area)
nunha relacion 1:3, méense nun morteiro de vidro para
favorecer a rotura dos tecidos e a posterior extraccion dos
compostos fendlicos. Esta mestura depositase na celda de
extraccién sobre 1 g de area e cébrese tamén con area para
completar o volume morto da celda. Introducense as celdas
(10 mL) no sistema de PLE e extrdense cun determinado
porcentaxe de disolvente organico (metanol) en auga,
concretamente, metanol:auga (80:20 v/v) acidificado ao 1%
con acido acético. As condiciéns da extraccion foron 105 °C,
100 bar de presién e un total de dous ciclos. Os eluatos
obtidos enrasaronse a 50 mL cunha mestura dos
disolventes empregados na mesma proporcion, filtranse
con filtros de 0,22 uym e almacénanse a -20°C ata a
realizacion das determinacién analiticas. Realizase a
extraccién por duplicado de cada unha das mostras.

Analise cromatogréfica: Os extractos analizaronse por
HPLC nun sistema Jasco equipado cunha columna
Phenomenex Kinetex C18 (4,6 x 150 mm; 5 ym; 100 A) e
detector de rede de diodos (DAD) con inxector automatico.
O volume de inxeccién foi de 5uL sendo constituintes da
fase mobil (A) 0,1 % acido férmico en auga e (B) 0,1 %
acido formico en metanol. O gradiente programado
comezou en 5% B, cambiou a 20% B aos 10 min, a 50% B
aos 20 min, a 100% B aos 25 min e finalmente regresando
a 5% B aos 35 min, onde se mantén 5 min mais. O tempo
de andlise foi de 40 min a un fluxo de 1 mL.min-" e a unha
temperatura constante de 50°C. A identificacion dos
diferentes polifenois levouse a cabo a diferentes lonxitudes
de onda no rango comprendido entre 200 e 600 nm, as que
absorben eses compostos en funciéon da sua estrutura. A
partir da biblioteca de espectros UV e cunha seleccion de
patrons comerciais, compararanse o0s espectros e 0s
tempos de retencion de ditos patrons cos picos
cromatograficos obtidos na inxeccion dos extractos.

ALIMENTOS incluidos na dieta dos tenreiros

DETERMINACIONS PENSO SUPLEMENTOS
Herba seca Bagazo de uva

Amidon (%) 37,90 - -

Cinzas brutas (%) 5,51 6,50 7,89
Fibra bruta (%) 4,70 33,40 17,45
Graxa bruta (%) 4,73 - 4,89
Humidade (%) 12,40 3,64 9,68
Materia organica (%) - 93,7 82,45
Materia seca (%) - 89,05 -

Proteina bruta (%) 13,08 6,20 12,86
IPT (mg galico/ g extracto seco) - - 17,07
AA (mM Trolox/g extracto seco) - - 3,26

Taboa 1.- Caracterizacion dos alimentos incluidos na dieta dos tenreiros segundo a composicién analitica dos mesmos
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COMPOSTO Recta de calibrado R? Mostra 1 Mostra 2
ppm % ppm %

Acido Galico y = 12677x - 36877 0,9993 20,91 73,44 20,57 72,23
Acido Protocatéquico y =9490,2x - 26067 0,9993 21,29 74,75 21,29 74,75
y =3153x - 11184 0,9992 22,48 72,06 21,88 70,14
y = 3392,9x - 12054 0,9992 22,46 72,00 21,95 70,36
Quercetina y = 6726,2x - 34082 0,9991 20,10 74,10 19,94 73,53
Kaempferol y = 9698,2x - 39547 0,9992 21,31 74,83 21,46 75,35

Taboa 2.- Ecuacions das rectas de calibrado e recuperacions para os seis compostos estudados

Cuantificaciéon: As curvas de calibrado dos polifenois
seleccionados realizanse nun rango de concentraciéon de
10-100 mg.L-" (ppm), obténdose as ecuacions reflexadas na
Taboa 2. A linearidade instrumental resultou satisfactoria no
rango de concentracién estudado, con coeficientes de
correlacion que van dende 0,9991 ata 0,9993.

Medidas espectrofotométricas

Indice de Polifenois Totais (IPT): A determinacién de
polifenois totais levouse a cabo por triplicado a cada unha
das mostras, mediante o0 procedemento descrito
anteriormente por Singleton & Rossi (1965). Mesturaronse 5
mL de disolucién acuosa de extracto (dilucion 1:10), 100 pL
do reactivo FC e 1 mL dunha solucién acuosa de carbonato
de sodio (20% Na,CO;). Despois de axitar en vortex, a
mestura de reaccion mantivose 30 min na escuridade a
temperatura ambiente, tempo suficiente para a reducién do
reactivo FC polos compostos polifendlicos en condiciéns
alcalinas, o que resulta no desenrolo dunha cor azul. A
medida realizase a 760 nm (Espectrofotometro Shimazdu
UVmini-1240) contra un branco preparado con auga Milli-Q
e cuantificase a partir dunha curva de calibrado preparada
con disolucions estandar de acido gélico en concentraciéns
que varian de 3 a 20 mg.L-* (R2 = 0.9947). Os resultados
son expresados como mg de acido gélico equivalentes no
extracto liquido (mg.L-' GAE) asi como mg de acido galico
por g de mostra seca. A medida espectrofotométrica de
cada mostra realizase por triplicado.

Actividade Antioxidante (AA): A actividade antioxidante dos
extractos determinouse co DPPH fronte a Trolox®,
mediante o método de Brand-Williams et al. (1995).
Mestaranse 0,1 mL do extracto e engadenselle 3,9 mL da
disolucion metandlica de DPPH (0,1 mM). Despois de axitar
en vortex vigorosamente, a mestura de reaccién mantense
na escuridade durante 30 min a temperatura ambiente,
tempo durante o cal mingua a intensidade da cor da
disolucion. A medida realizase a 515 nm contra un branco
de MeOH 100% (medida de absorbancia maxima) e
cuantificase mediante unha regresion lineal (R? = 0,9985)
despois de representar a absorbancia a 515 nm de nove
disolucions cofiecidas de Trolox (0,1-1 mM). Por diferenza
da absorbancia maxima (en ausencia de compostos
antioxidantes) e a absorbancia en presenza destes, obtense
o valor que nos relaciona a perda de cor da disolucion

debido a presenza de compostos antioxidantes, isto é, unha
medida da capacidade antioxidante da disolucion.
Exprésase a AA dos extractos en mM Trolox/g de carne
(peso seco). Realizase a medida espectrofotométrica de
cada mostra por triplicado.

Anélise estatistica: A analise dos 120 datos obtidos
efectiase co software Statgraphics. Realizase unha analise
da varianza (ANOVA) para determinar se existen diferenzas
significativas entre os grupos de datos en funcién dos catro
diferentes réximes dietéticos dos animais. Tratase dun
ANOVA simple dun factor sendo a variable dependente a
medida espectrofotométrica (AA ou IPT) e o factor o % de
bagazo incluido na dieta. Polo tanto, Iévanse a cabo dous
ANOVA simples, un para AA e outro para IPT, sendo o
numero de observaciéns 120 para cada un deles € 4 o
ndamero de niveis (os diferentes tratamentos mencionados
con anterioridade).

Resultados e discusion

Experimentos preliminares

Inicialmente, aplicanse distintas técnicas de extraccion
(MSPD e PLE) as mostras do bagazo tinto seco que se
inclie na alimentacién dos tenreiros, co fin de caracterizar
os polifenois presentes, para posteriormente centrar os
estudos en carne nestes compostos identificados e
seleccionados. Probanse diferentes ratio mostra
/dispersante, natureza e porcentaxe de disolvente organico
e acidificacion ou non do eluinte. Tamén se hidrolizan os
extractos anteriores, para conseguir asi a liberacion de
certos compostos, coma antocianinas, que poidan estar
presentes conxugados con glicidos.

A figura 1 mostra o cromatograma dun extracto de bagazo
obtido nas condicions experimentais finalmente
seleccionadas (ver seccion de Material e Métodos). Dos
compostos identificados (e confirmados adicionalmente por
LC-MS), proponse a extraccion de seis polifenois
representativos de distintas familias: acido galico e acido
protocatéquico (acidos fendlicos, mais concretamente,
benzoicos), catequina e epicatequina (flavanois),
kaempferol e quercetina (flavonois); as correspondentes
estruturas quimicas amédsanse tamén na figura 1.
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Validacion do procedemento de extraccion en mostras
de carne

O CTC proporcionou unha mostra real de carne dun animal
non alimentado con bagazo, que se utilizou como matriz
para os estudos de recuperacion dos polifenois, unha vez
confirmada a ausencia dos mesmos mediante a aplicacién
da metodoloxia proposta PLE-HPLC (Figura 2). De seguido,
aplicouse o procedemento a mostras con adicién asi coma
a un branco para realizar un estudo de recuperacion. Asi, 10
gramos de mostra de carne fortificanse con 10 mL dunha
disolucion que contén entre 200 e 300 pg.mL-' dos 6
polifenois seleccionados (o que equivale a uns 20 ug.mL-"
en extracto); tras 24 h a temperatura ambiente, para que os
compostos fenodlicos se combinen adecuadamente coa
matriz, a mostra almacénanse a -20 °C. Na analise
mediante HPLC identificanse perfectamente os seis
compostos de estudo (Figura 2). E pola sua parte,
obtéfiense porcentaxes de recuperacions que se atopan
nun rango de 71 a 75,50% (Taboa 2).

Aplicacién a mostras reais

Tras aplicar a metodoloxia analitica PLE-HPLC aos 40
extractos, comprébase a ausencia dos polifenois
marcadores en todos eles; tanto na carne de tenreiros
control (onde non se esperan) como en todas as mostras de
carne de tenreiro alimentados con bagazo en calquera
proporcion. A hipétese que se contempla é que os polifenois
engadidos na dieta se metabolizan na sua totalidade,
incrementando o potencial antoxidante da carne (como se
demostrara mais adiante) mediante a suUa conversiéon en
compostos derivados. O efecto antioxidante directo dun
composto diétetico depende da sua absorcién no tracto
gastrointestinal e deposicion nos tecidos (Vasta & Luciano,
2011). Moitos datos sobre os mecanismos intestinais

30.0 35.0 39.0

relacionados coa absorcién de polifenois nos ruminantes
permanecen descofiecidos.

Se ben é certo que as analises mostran que os polifenois
non se detectan como tales na carne, os estudos de
contido de polifenois totais ou da actividade antioxidante
denontan a presencia de derivados de polifenois (mais
concretamente, metabolitos de polifenois) en carne.
Descricions similares danse noutros traballos (Jordan et al.
2014; Ortufio et al. 2016), nos cales se atoparon metabolitos
de diversos antioxidantes en mostras de carne, mellorando
a estabilidade oxidativa desta. Cabe destacar que estes
metabolitos conservan os grupos hidroxilo necesarios para
interaccionar cos reactivos empregados nas medidas
espectrofotométricas, e que asi explican os resultados
acadados.

Asi, tras a analise estatistica dos datos obtidos nestas
medidas, pode dicirse que existe unha diferenza
estatisticamente significativa entre os valores de polifenois
totais e actividade antioxidante correspondentes aos
extractos de carne dos distintos tratamentos; cun nivel de
confianza do 95,0%. A figura 3 amosa as taboas de medias
para cada unha das analises, representando as medidas de
IPT e AA fronte a % de bagazo na dieta dos tenreiros. Nos
resultados pode observarse que a AA esta mais favorecida
polo consumo de 2/3 de bagazo (1/3 de herba seca);
mentres que o IPT esta mellorado pola inxesta de 1/3 de
bagazo (2/3 de herba seca). En calquera dos casos, resulta
mellor unha das combinacions bagazo-herba seca que
calquera dos compofientes por separado. Tamén se poderia
pensar na hipétese de que ao engadir un exceso destes
compostos (e polo tanto, un exceso da cantidade de bagazo
na dieta), os animais non consigan asimilalos no seu
metabolismo, polo que resultaria mellor unha destas
combinacions.

Aqui tamén se pode contemplar a opcién de analizar unha
mostra da herba seca coa que se alimentan os tenreiros,
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para examinar asi se esta contén ou non algun composto
polifendlico que poida contribuir a algin destes indices
espectrofotométricos. Debido a presenza de polifenois e
outros compostos nos vexetais, resulta I6xico que certas
herbas tefian un pequeno contido nestes compostos de
estudo e se lle atribuan propiedades antioxidantes. A herba
procede de praderias polifitas formadas por unha mestura
de raigras inglés, dactilo, Agrostis spp e trevo branco
fundamentalmente, ainda que tamén hai outras especies de
menor arraigo inicial que van invadindo as praderias
conforme tefien xa uns anos. No caso do raigras inglés

(Lolium perenne) atoparonse nos seus extractos
flavonoides glicésidos e acidos hidroxicinamicos como os
polifenois mais abundantes neles (Qawasmeh et al. 2012) e
intensidade baixas de glicosidos de Kaempferol (Lopez-
Andrés et al. 2014). Aparecen compostos fendlicos no caso
do Dactilo (Dactylis glomerata) (Hauck et al. 2014). Non se
atopa nada relevante no caso do Bentgrass (Agrostis spp.),
pero si isoflavonas, acidos fendlicos, flavonoides e
clovamidas, entre outros, no Trevo branco (Trifolium repens)
(Oleszek et al. 2007; Fooa et al. 2000).

44000 1 — Carne blanco mi 50-50 1%acetico 16—02—1?—CH10.
——  Carne-ml-_aprox200ppm 50-50_1%acetico - CH10
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Figura 3.- Valores medios dos dous indices: Actividade antioxidante
distintas mostras segundo as porcentaxes de bagazo incluidas na dieta.

(AA,esquerda) e polifenois totais (IPT, dereita) das
Represéntanse mM Trolox/g extracto seco (AA) e mg

galico/ g extracto seco (IPT) fronte a % de bagazo en ambos casos

Pola sua banda, estas determinacions espec-
trofotométricas levadas a cabo para a mostra de bagazo
incluida na dieta (os resultados amdésanse na Taboa 1),
demostran o seu contido en polifenois. Pddese explicar asi
a persistencia dos derivados destes compostos nas mostras

de carne e que contriblien aos valores achados. E
importante destacar que a incorporacion de bagazo das
dietas dos animais mellora ambos indices espec-
trofotométricos.



Proponse a continuidade desta investigacion, con dous
obxectivos claros: por unha banda caracterizar o perfil de
polifenois dos compofientes herbaceos da dieta dos
tenreiros nas mesmas condicidons experimentais que as
utilizadas para o bagazo; e, por outra banda, determinar a
presenza potencial de metabolitos en fluidos bioloxicos dos
tenreiros obxecto de estudo.

Conclusions

Mediante os estudos aqui realizados non se logrou a
deteccioén dos seis polifenois marcadores mediante técnicas
cromatograficas, o que se atrible & metabolizacion destas
sustancias tras o proceso de dixestion. Deste xeito, a
estrutura inicial das moléculas vese afectada e non é
posible a sua deteccion como tales. Sen embargo, a
metodoloxia analitica desenvolvida resultou satisfactoria
para a extraccion de polifenois en matrices naturais
complexas, tales como a carne; o que se demostra pola
obtencion de porcentaxes de recuperacion axeitadas na
validacion do procedemento proposto . Por outra banda, o
método exposto permite tamén a extraccion doutros
compostos bioactivos derivados dos polifenois, o que se
reflicte no aumento dos valores de IPT dos extractos de
carne de tenreiros alimentados con bagazo en calquera
proporcion fronte as mostras control. A inclusion de bagazo
na dieta dos animais (en combinacion coa herba seca)
provoca, en consecuencia, unha mellora nos indices
antioxidantes, que indica unha melloria nas propiedades
antioxidantes da carne que influira tamén na sua
conservacion.
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