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DESCRIPCION
Método para tratar y conservar carne

Esta invenciéon se refiere a mejoras en métodos y relativas a métodos de tratamiento de la carne cruda y de
alimentos que contienen carne cruda. En particular, se refiere a métodos para preservar la estabilidad del color de la
carne cruda.

Los consumidores de productos alimentarios, especialmente alimentos crudos, estan naturalmente influenciados por
el aspecto visual del alimento que se presenta en el punto de venta. Esto es particularmente cierto en el caso de
alimentos envasados, en los cuales las sefiales olfativas y de textura a menudo no estan disponibles. En el caso de
la carne cruda (p. €j., en bruto), el color de la carne es un factor clave que influye en la decision de compra del
consumidor; un color de la carne rojo purpura o rojo brillante se asocia generalmente con la frescura. Para la carne
sin envasar, en particular la carne que contiene acidos grasos poliinsaturados (p. €j., acidos grasos omega-3, tales
como el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA)), la ranciedad es un factor adicional que
influye en la eleccion del consumidor. La ranciedad aparece debido a la descomposicion de las grasas y aceites en
un producto alimentario, generalmente por oxidacidn y/o por acciéon microbiana, e imparte al alimento un olor y sabor
caracteristicos y desagradables. La ranciedad es un problema particular que afecta al pescado azul (p. €j., el
salmon), al cerdo y a las aves de corral (p. €j., pollo y pavo).

El mantenimiento del color de la carne en la carne cruda y en la carne procesada depende de una serie de factores.
Estos incluyen la eleccion de las condiciones de crecimiento del animal (p. ej., la nutricion, el medio ambiente, la
manipulacion, etc.) y las condiciones del sacrificio, asi como las condiciones de procesado y post-procesado (p. €j.,
tiempo de envejecimiento y temperatura, aditivos quimicos, condiciones de envasado, condiciones de presentacion,
condiciones de coccidn, etc.). Son de particular importancia aquellos factores que se aplican a la carne procesada,
especialmente la carne cruda procesada, tales como el ambiente en que se conserva la carne (p. €j., el nivel de
oxigeno) y también la inclusion de algun agente estabilizante del color.

El color de la carne cruda fresca proviene principalmente de la mlogloblna fresente en el tejido muscular. En
ausencia de oxigeno, la mioglobina existe en un estado reducido (Fe“*) desoxigenado, conocido como
"desoximioglobina", que tiene un color rojo purpura oscuro. Por exposicion aI OX|geno la desoximioglobina reac0|ona
facilmente para formar el complejo "oximioglobina". La oximioglobina es también una forma reducida (Fe ") de la
mioglobina y tiene un color rojo brillante que es tipico de la carne recién sacrificada. Sin embargo, con eI tiempo, la
OX|m|ogIob|na (y también la desoximioglobina) se oxida lentamente hasta una forma mas estable (Fe ) que es la
"metamioglobina”. La oxidacion normalmente esta mediada por enzimas de la carne y por bacterias colonizantes y
da como resultado el color marrén apagado asociado con el deterioro en la calidad de la carne.

En el tejido muscular que tiene enzimas activas que median en la reduccion de la metamioglobina, es posible la
reduccion de la metamioglobina a desoximioglobina, pero sélo si estan disponibles los cofactores necesarios. Estos
cofactores se agotan normalmente después del sacrificio y por lo tanto la carne que contiene metamioglobina en
general no recuperard su color rojo.

Se han investigado algunos compuestos para adicion a la carne en un intento de reemplazar a los cofactores
reductores necesarios para convertir la metamioglobina en las formas Fe?", pero con un éxito limitado. Debido a las
complejidades de las rutas bioquimicas que existen en la célula, en particular los efectos de retroalimentacion que
tienen diversos compuestos sobre la actividad de las enzimas en las rutas y la disponibilidad de sustratos en la
célula, no es posible predecir con exactitud el efecto que tendra cualquier compuesto dado.

Los efectos de los agentes quimicos dependen tipicamente de las condiciones en las que se conserva la carne,
especialmente los niveles de oxigeno presentes. Para la carne conservada en condiciones de bajo oxigeno (p. €j.,
menos de aproximadamente 1 % de Oz), es deseable la reduccion de la metamioglobina a desoximioglobina para
mantener el color rojo purpura oscuro de la carne fresca. Sin embargo, para la carne conservada en condiciones de
alto oxigeno (p. ej., mas de aproximadamente 50 % de O), se puede mantener en alguna medida la estabilidad del
color debido a los altos niveles de oximioglobina. En condiciones ricas en oxigeno, sin embargo, se observa una
decoloracion por el aumento de la accion microbiana. La dureza de la carne también aumenta bajo condiciones de
alto oxigeno por la reticulacion de las proteinas en el musculo. En cada caso, se pueden utilizar agentes quimicos
que tienen capacidades anti-oxidantes y reductoras de la metamioglobina para mantener el color y/o la estabilidad
oxidativa de la carne, pero las propiedades requeridas tipicamente varian en gran medida en diferentes condiciones.
En general tampoco es posible predecir los efectos de los productos quimicos que se sabe que tienen actividad
antioxidante y reductora, en las diferentes condiciones.

Se conocen varios agentes quimicos que mejoran la estabilidad del color en la carne, incluyendo el lactato (p. ej.,
sales con sodio, potasio y calcio) y el acido ascorbico. El lactato fue investigado originalmente como un aditivo para
reducir la presencia de Clostridium botulinum en la carne, pero también puede tener un efecto positivo sobre la
estabilidad del color. El acido ascérbico puede tener efectos positivos, pero se sabe que disminuye la estabilidad del
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color en ciertas condiciones (Kropf, DH., Proceedings of the 56" American Meat Science Association Reciprocal
Meat Conference, 2003, pp. 73-75).

Existe una necesidad considerable de desarrollar agentes estabilizadores del color, seguros, que se puedan utilizar
para mejorar el aspecto, la vida util y la posibilidad de venta de la carne cruda y de los productos alimentarios que
contienen carne cruda. La presente invencion aborda esta necesidad.

Los presentes inventores han descubierto que se pueden utilizar combinaciones de compuestos que contienen acido
carboxilico, especificamente succinato, glutamato, citrato (o isocitrato o aconitato), malato y, en menor medida,
piruvato, para lograr una estabilizacion significativa y de larga duracién del color en las carnes crudas. En algunos
casos, dichas combinaciones proporcionan beneficios que van mas alla de los efectos de los compuestos de forma
individual, esto es, ciertas combinaciones trabajan en sinergia para producir de manera sorprendente buenos niveles
de estabilizacién del color.

Las composiciones descritas en la presente memoria no sélo son seguras (y generalmente aprobadas) para uso en
los alimentos, sino que se pueden fabricar facilmente y a bajo coste. Ciertas combinaciones de los compuestos
pueden mejorar también la estabilidad de almacenamiento de los productos carnicos que contienen acidos grasos
poliinsaturados, tales como el salmon y las aves de corral, reduciendo de este modo la aparicion y la extension de la
ranciedad.

La invencion proporciona un método de envasado de un producto alimentario que comprende (p. €j., que consiste
esencialmente en) carne cruda, comprendiendo el método poner en contacto dicho producto o la carne cruda a ser
utilizada en el mismo con una composiciéon que comprende (i) succinato y glutamato y/o malato; o (ii) glutamato,
malato y, opcionalmente, citrato; y envasar dicho producto. Este envasado se puede llevar a cabo en una atmoésfera
modificada.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método de envasado de un producto alimentario que comprende (p. €j.,
que consiste esencialmente en) carne cruda, comprendiendo el método poner en contacto dicho producto o la carne
cruda a ser utilizada en el mismo con una composicion que comprende (p. €j., que consiste esencialmente en)
glutamato, malato y, opcionalmente, citrato, y envasar dicho producto en una atmésfera de alto oxigeno.

Los componentes de la composicion para uso en la invencion son todos compuestos que comprenden al menos un
grupo de acido carboxilico o un derivado del mismo (p. ej. una sal). Estos compuestos se pueden denominar
también en esta memoria "componentes activos".

Por "succinato" se entiende acido succinico, esto es, HOOC(CH2),COOH, en su forma total o parcialmente
protonada asi como en su forma totalmente desprotonada, o una sal de acido succinico con uno 0 mas contraiones
fisiolédgicamente aceptables. Los términos "glutamato”, "malato”, "citrato", "isocitrato", "aconitato" y "piruvato" se
deben interpretar de forma equivalente, esto es, pueden estar en formas totalmente protonadas, parcialmente
protonadas o desprotonadas o en la forma de una sal con uno o mas contraiones fisioldgicamente aceptables.
Cuando se proporcionan en la forma de una sal, los contraiones adecuados que pueden estar presentes incluyen
iones de metales del grupo |, tales como sodio y potasio; metales del grupo Il tales como magnesio y calcio; y
metales de transicion tales como hierro, cobre y zinc. Como se puede apreciar, los contraiones deben ser
adecuados para su uso en un producto alimentario, esto es, fisiolégicamente aceptables. Otros contraiones
adecuados incluyen contraiones no metalicos tales como el ion amonio (NH4"). Cualquier referencia en esta memoria
a "sales" incluye sales mixtas y sales parciales tales como succinato de sodio y potasio, dihidrogenocitrato de sodio
y similares. A pH fisiologico, se debe entender que los compuestos mencionados anteriormente existen en general
principalmente en una forma parcialmente disociada, esto es, anidnica.

Los componentes activos preferidos para uso en la invencidon son compuestos que generalmente estan aprobados
para uso alimentario (p. ej., generalmente considerados como seguros "GRAS"), especialmente aquellos
compuestos que estan aprobados para uso alimentario en la Union Europea (clasificados por los nimeros "E") y/o
aprobados por la US Food and Drug Administration (FDA). Los ejemplos de tales compuestos incluyen acido
succinico (E363), acido glutamico (E620), glutamato monosddico (E621), glutamato monopotasico (E622),
diglutamato calcico (E623), glutamato amoénico (E624), glutamato magnésico (E625), acido citrico (E330), citrato
monosoédico, disodico y/o trisédico (E331), citrato monopotasico, dipotasico y/o ftripotasico (E332), citrato
monocdlcico dicalcico y/o tricalcico (E333), citrato magnésico (E345), citrato triamdnico (E380), citrato férrico
amonico (E381), acido malico (E296), malato amoénico (e349), malato sddico y/o hidrogenomalato sédico (E350),
malato potasico (E351), y malato calcico y/o hidrogenomalato calcico (E352).

Los componentes activos especialmente preferidos son aquellos que son esencialmente incoloros y/o altamente
solubles en solucién acuosa. Los componentes particularmente preferidos se seleccionan de acido succinico, acido
glutamico, glutamato monosédico, acido citrico, citrato trisédico, acido isocitrico, isocitrato trisédico, acido aconitico,
acido malico, malato sdédico, acido piravico, piruvato sédico y piruvato calcico. Se prefieren también las formas
acidas de los componentes activos (esto es, que tienen uno o mas protones como el contraion).
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En una realizacién preferida, uno o mas (p. ej. todos) de los componentes activos estan presentes tanto en sus
formas acidas como también en la forma de una sal de la correspondiente base conjugada. Por ejemplo, se puede
afiadir succinato a la composicion en las formas de acido succinico y succinato sodico en una relacion elegida para
mantener o proporcionar un pH particular, por ejemplo en el caso de una composicion liquida o cuando se aplica una
composicion sdlida a la carne. Las sales especialmente preferidas de los componentes activos son como se
enumeran en la presente memoria.

Los compuestos que tienen uno o mas estereocentros se pueden proporcionar como mezclas racémicas o como
isébmeros parcial o totalmente purificados, por ejemplo, enantimeros o diastereoisomeros. Preferiblemente, los
compuestos 6pticamente activos se proporcionan en la configuracion natural, esto es, en la configuracion en que se
encuentran naturalmente en el tejido muscular de la carne, o como una mezcla racémica de isémeros. Los
compuestos que contienen dobles enlaces asimétricos pueden estar en configuracion cis y/o trans, pero estan
preferiblemente en la configuracion natural. Las formas isémeras preferidas de los compuestos mencionados antes
incluyen L-glutamato, D-isocitrato, cis-aconitato y L-malato, asi como las sales de los mismos.

Por "ambiente de bajo oxigeno" se entiende un ambiente gaseoso que contiene menos de aproximadamente 2 % en
moles de oxigeno molecular, especialmente menos de aproximadamente 1, 0,5, 0,25, 0,15, 0,1, 0,05 0 0,01 % en
moles de oxigeno. Cuando la carne es carne de vaca o de cordero, un ambiente de bajo oxigeno tiene
preferiblemente menos de 0,15 % en moles de oxigeno molecular. Cuando la carne es de cerdo, un ambiente de
bajo oxigeno tiene preferiblemente menos de 1 % en moles de oxigeno molecular. El término "ambiente de bajo
oxigeno" se destina también a cubrir un ambiente no gaseoso, p. ej., un liquido, ambiente en el que el oxigeno
disuelto esta a un nivel de menos de 10 g/m3, especialmente menos de 50 1 g/m3.

Por "ambiente de alto oxigeno" se entiende un ambiente gaseoso que contiene mas de aproximadamente 2 % en
moles, preferiblemente mas de aproximadamente 5 % en moles de oxigeno molecular, especialmente mas de
aproximadamente 25, 50, 60, 65, 70, 72, 74 o 75 % en moles de oxigeno. Tipicamente, los ambientes de alto
oxigeno contienen hasta aproximadamente 80 % en moles de oxigeno, por ejemplo, alrededor de 75 % en moles de
oxigeno.

Cuando estan presentes otros gases en el ambiente en el que se envasa la carne, éstos consisten tipicamente en
uno o mas gases utilizados convencionalmente en el envasado de productos alimentarios, especialmente un gas
atmosférico seleccionado de nitrégeno, didxido de carbono, y un gas noble (p. €j., helio, nedn o argén). Se pueden
utilizar el mondéxido de carbono y/o el 6xido nitroso pero son menos preferidos debido a problemas de toxicidad.
Gases adicionales preferidos son dioxido de carbono y nitrégeno, especialmente nitrégeno.

Por "animal joven" se entiende un animal que esta en una edad en la que normalmente podria ser sacrificado en
primer lugar para carne, por ejemplo, cordero, ternera, cochinillo o similares. El intervalo de edad real de un "animal
joven" variara dependiendo del tipo de animal. Las edades tipicas de animales jévenes deben estar por debajo de
aproximadamente 4 a 6 meses para el ganado vacuno (terneras) o por debajo de aproximadamente 18 meses para
el ganado vacuno (vacas), por debajo de aproximadamente 5 meses para los cerdos y por debajo de
aproximadamente 3 meses para las ovejas. Cualquier otro animal se puede considerar como un "animal viejo", por
ejemplo, ganado vacuno, ovejas, cerdos o similares. Un ejemplo de animales "viejos" seria el ganado vacuno mayor
de aproximadamente 3 afios.

En una realizacion, la composiciéon para uso en la invencién comprende succinato y glutamato y/o malato. Esta
combinacién es especialmente preferida para el tratamiento de la carne que se va a conservar en un ambiente de
bajo oxigeno.

Una composicién preferida comprende succinato, glutamato y al menos uno de citrato, isocitrato y aconitato. Otra
composicion preferida comprende succinato, malato y al menos uno de citrato, isocitrato y aconitato. Una
composicion especialmente preferida comprende succinato, glutamato, malato y al menos uno de citrato, isocitrato y
aconitato, en particular preferiblemente succinato, glutamato, malato y citrato.

Otra composicidon preferida comprende succinato, glutamato, malato y opcionalmente citrato, siendo esta
combinacién especialmente preferida para uso en ambientes de bajo oxigeno. Sin embargo, otra composicion
preferida comprende glutamato, malato y opcionalmente citrato (especialmente una que comprende glutamato,
malato y citrato), siendo esta combinacion especialmente preferida para su uso en ambientes de alto oxigeno.

En una realizacién preferida de la invencién, la composiciéon esta esencialmente libre de piruvato, especialmente
cuando la carne tratada se va a conservar en un ambiente de bajo oxigeno.

La cantidad ideal de succinato y de los otros componentes activos presentes en la composicion puede depender de
una serie de diferentes factores, por ejemplo, la naturaleza de la carne a tratar, la edad del animal en el momento del
sacrificio, el tiempo entre el sacrificio y el tratamiento y asi sucesivamente. Los valores enumerados mas adelante se
refieren a composiciones que son particularmente adecuadas para aplicacion a la carne poco después del sacrificio,
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por ejemplo, hasta aproximadamente 8 dias post mortem, especialmente de 2 a 6 dias, en particular
aproximadamente 4 dias, post mortem.

En una realizacion, los valores enumerados mas adelante se refieren a la cantidad total de componentes activos de
cada tipo presentes en la composiciéon. Por ejemplo, "alrededor de 55 % en peso" de succinato significa
preferiblemente que alrededor de 55 % en peso del total de los componentes activos en la composicion consiste en
succinatos, por ejemplo, combinaciones de acido succinico y/o sales del mismo.

La cantidad de succinato presente en la composicion varia tipicamente de 25-95 % en peso del total de los
componentes activos presentes en la composicion, especialmente de 30-75 % o 40-60 %, por ejemplo, alrededor de
55 %, en peso. Las composiciones preferidas comprenden aproximadamente 35-40 % en peso de succinato
(especialmente cuando la composicion comprende citrato) o aproximadamente 50 % en peso de succinato
(especialmente cuando la composicion esta libre de citrato). Las composiciones que tienen estos niveles preferidos
de succinato son especialmente adecuadas para su uso a bajas concentraciones de oxigeno. La cantidad real o
relativa de succinato que se requiere en la composicion puede aumentar cuando aumenta la edad de la carne (post
mortem). Por ejemplo, la carne que no esta recién sacrificada se puede tratar con una composicién que comprende
40-80 % de succinato (en peso del total de los componentes activos presentes en la composicion), preferiblemente
50-65 % de succinato. El tratamiento con composiciones que tienen mayores niveles de succinato se puede realizar
normalmente después de que la carne haya sido envejecida o madurada, por ejemplo después de un periodo de
alrededor de 4, 6 u 8 dias post mortem, por ejemplo, entre 10 y 28 dias post mortem para la carne de vaca. Cuando
la carne se va a conservar en altas concentraciones de oxigeno, los niveles de succinato pueden ser inferiores a los
indicados anteriormente, normalmente hasta el 30 % en peso, por ejemplo, alrededor de 5-15 % en peso. En una
realizacién, las composiciones estan esencialmente libres de succinato. Por ejemplo, éstas pueden comprender
menos de 5 %, por ejemplo menos de 2 %, preferiblemente menos de 1 % en peso de succinato.

El glutamato esta normalmente presente en una cantidad de 0-75 %, por ejemplo de 0-50 % en peso del total de los
componentes activos presentes en la composicion, especialmente de 10-30 %, por ejemplo aproximadamente 20 %,
en peso. Para el tratamiento de la carne a ser conservada en condiciones de bajo oxigeno, los niveles de glutamato
son preferiblemente alrededor de 15-30 % en peso, especialmente aproximadamente 18 % o aproximadamente 25
% en peso. Para el tratamiento de la carne a ser conservada en condiciones de alto oxigeno, los niveles de
glutamato son preferiblemente alrededor de 25-75 % en peso, especialmente aproximadamente 40-70 %, por
ejemplo aproximadamente 50 %, en peso.

El malato esta normalmente presente en una cantidad de 0-75 %, por ejemplo 0-40 % en peso del total de los
componentes activos presentes en la composicion, especialmente de 5-25 %, por ejemplo aproximadamente 10 %,
en peso. Para el tratamiento de la carne a ser conservada en condiciones de bajo oxigeno, los niveles de malato son
preferiblemente alrededor de 15-30 % en peso, especialmente aproximadamente 18 % o aproximadamente 25 % en
peso. Para el tratamiento de la carne a ser conservada en condiciones de alto oxigeno, los niveles de malato son
preferiblemente alrededor de 30-60 % en peso, especialmente aproximadamente 40 % o aproximadamente 50 % en
peso.

Cuando el glutamato y el malato estan ambos presentes, se pueden considerar en combinacidn como un unico
"componente” de la composicion. La cantidad total de glutamato y malato juntos comprende preferiblemente hasta el
80 % en peso del total de los componentes activos presentes en la composicion, especialmente 15-55 % en peso,
por ejemplo aproximadamente 30 % en peso. La relaciéon de glutamato a malato puede variar entre 1:0 a 0:1,
especialmente entre 3:1 a 1:3, por ejemplo entre 3:1 a 1:1, especialmente aproximadamente 2:1 o aproximadamente
1:1.

El citrato, isocitrato y/o aconitato estan tipicamente presentes en una cantidad total de 0-50 % en peso del total de
los componentes activos presentes en la composicion, especialmente de 10-30 %, por ejemplo aproximadamente 15
%, en peso. La cantidad de citrato en las composiciones de la invencion es preferiblemente de hasta 30 % en peso,
por ejemplo aproximadamente 25 % en peso.

El piruvato esta tipicamente presente en una cantidad de 0-75 % en peso del total de los componentes activos
presentes en la composicion, especialmente una cantidad de menos de 10 %, 5 %, 2 %, 1 % o0 0,5 % en peso,
cuando la composicién es para uso en el tratamiento de la carne que se va a conservar en un ambiente de bajo
oxigeno y una cantidad entre 25 % y 60 %, por ejemplo aproximadamente 40 %, en peso, cuando la carne se va a
conservar en un ambiente de alto oxigeno. En una realizacion alternativa, cuando la carne se va a conservar en un
ambiente de alto oxigeno, la composicién puede comprender poco o nada de piruvato, por ejemplo, menos de 5 %, 2
%, 1 % 0 0,5 % en peso de piruvato.

La cantidad total de la composicién afiadida a la carne cruda, o al producto alimentario que comprende carne cruda,
estara generalmente en el intervalo de 2-40 g/kg (basado en el peso total de los componentes activos de la
composicion por kg de carne o de producto alimentario que contiene carne), esto es, en el intervalo de 0,2-4 % en
peso. Preferiblemente, la composicion se afade en una cantidad de 5-30 g/kg (0,5-3 % en peso), especialmente de
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10-20 g/kg (1-2 % en peso). Se prefiere en particular una cantidad de aproximadamente 7,5, 10, 15 o 20 g/kg (0,75,
1, 1,5 0 2 % en peso), especialmente aproximadamente 20 g/kg (2 % en peso).

En oftra realizacion, cualquiera de los valores en % en peso enumerados en la presente memoria en relacion a la
cantidad de cualquier agente activo en la composicion, o la relacion de todos los agentes activos, se pueden elegir
también determinando la cantidad deseada de componente activo en una base molar (esto es, % en moles del
agente o agentes activos en la composicion). Como se apreciara, estos valores no seran necesariamente idénticos
debido a diferencias en los pesos moleculares de los diferentes componentes activos. Cuando se hace referencia en
esta memoria a una cantidad de 25-95 % en peso de succinato, por ejemplo, esta puede ser reemplazada por 25-95
% en moles de succinato en la composicion. Como un ejemplo adicional, en lugar de alrededor de 55 % en peso de
succinato, se puede utilizar alrededor de 55 % en moles de succinato, por ejemplo, una cantidad de succinato de
alrededor de 55 milimoles por kg de carne (donde 100 % en moles indica 0,1 moles por kg de carne).

En términos de las cantidades molares de los componentes activos que se pueden afiadir a la carne o al producto
que contiene carne, 100 % en moles de cada componente representa tipicamente un valor en el intervalo de hasta
0,2 moles por kg de carne o de producto alimentario que contiene carne, especialmente hasta 0,15 o 0,1 moles por
kg, por ejemplo aproximadamente 0,1 moles por kg. En otra realizacion, el 100 % en moles de cada componente
representa tipicamente un valor de al menos 0,005 moles por kg, por ejemplo al menos 0,01 o 0,02 moles por kg.
Cuando la carne o producto que contiene carne va a ser envasada en condiciones de bajo oxigeno, el 100 % en
moles de cada componente representa preferiblemente un valor de 0,01 a 0,1 moles por kg, por ejemplo, alrededor
de 0,05 o 0,075 moles por kg. Cuando la carne o producto que contiene carne va a ser envasada en condiciones de
alto oxigeno, el 100 % en moles de cada componente representa preferiblemente un valor de 0,05 a 0,2 moles por
kg, por ejemplo, alrededor de 0,1 0 0,15 moles por kg.

Cuando la composicion se mezcla con un producto que contiene carne, por ejemplo, carne picada, o se pulveriza
directamente sobre el producto, por ejemplo, un corte de carne cruda, comprendera tipicamente la masa (o
proporcion molar) de los componentes individuales citados anteriormente. Alternativamente, cuando se pone en
contacto la composicion con el producto que contiene carne mediante inmersién o remojo, las cantidades de cada
componente en la composicion de tratamiento seran tipicamente mucho mayores que las enumeradas
anteriormente. Sin embargo, cada componente estara presente en general en la misma proporcién que se define en
esta memoria y el procedimiento de tratamiento se optimiza para proporcionar el producto con las masas
mencionadas antes de cada componente después del tratamiento. Esto se puede determinar, por ejemplo, llevando
a cabo el procedimiento sobre una serie de productos de ensayo en diferentes condiciones (concentraciones,
tiempos, temperaturas, etc.) y analizando los productos tratados para determinar la cantidad de componentes
cogidos, utilizando equipo estandar.

Las cantidades absolutas de cada componente en la composicion dependeran de la cantidad de composicion
requerida, por ejemplo, dependiendo de la cantidad a tratar de producto que contiene carne. Sin embargo, como la
composicion comprendera tipicamente los componentes activos enumerados anteriormente (especialmente cuando
la composicidon es una composicion sélida), la cantidad de cada componente en peso de la composicion se puede
calcular utilizando los porcentajes en peso enumerados anteriormente. En el caso de que se incluyan en la
composicion uno o mas diluyentes, vehiculos u otros agentes inertes (esto es, un agente que no tiene ningun efecto
significativo sobre la estabilidad del color y/o sobre la ranciedad de un producto de carne tratado), la cantidad de
cada componente en peso sera modificada proporcionalmente.

Preferiblemente, los componentes activos de la composicion estaran presentes en las siguientes proporciones en
peso (o en proporcién molar):

- cuando la composicion comprende (p. €j., consiste esencialmente en) succinato y glutamato, estos estan presentes
preferiblemente en una relacion de 9:1 a 1:1 de succinato:glutamato, preferiblemente de 8:2 a 7:3, p. €],
aproximadamente 11:4.

- cuando la composicion comprende (p. €j., consiste esencialmente en) succinato y malato, estos estan presentes
preferiblemente en una relacion de 19:1 a 6:4 de succinato:malato, preferiblemente de 9:1 a 8:2, p. €j.,
aproximadamente 11:2.

- cuando la composicidon comprende (p. ej., consiste esencialmente en) succinato, glutamato y malato, estos estan
presentes preferiblemente en una relacion de 17:2:1 a 5:3:2 de succinato:glutamato:malato, por ejemplo
aproximadamente 11:4:2. Una composicion preferida, especialmente para uso con la carne a ser conservada en
condiciones de bajo oxigeno, tiene una relacion de aproximadamente 2:1:1 de succinato:glutamato:malato. La
relaciéon de succinato a (glutamato + malato) esta preferiblemente entre 4:1 y 1:1, por ejemplo aproximadamente 2:1.
Una composicion preferida, especialmente para uso con la carne a ser conservada en condiciones de bajo oxigeno,
tiene una relacién de succinato a (glutamato + malato) de aproximadamente 1:1.
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- cuando la composicién comprende (p. €j., consiste esencialmente en) succinato, glutamato y malato con uno o mas
de citrato, isocitrato y aconitato, estos estan presentes preferiblemente en una relacion de aproximadamente
11:4:2:3 de succinato:glutamato:malato:(citrato, isocitrato y/o aconitato total). Una composicidon preferida,
especialmente para uso con la carne a ser conservada en condiciones de bajo oxigeno, tiene una relacion de
aproximadamente 6:3:3:4 de succinato:glutamato:malato:(citrato, isocitrato y/o aconitato total). La relacion de
succinato a (glutamato + malato) a (citrato, isocitrato y/o aconitato total) es preferiblemente de aproximadamente
4:2:1, especialmente preferiblemente de aproximadamente 3:3:2, cuando la composicién es para uso con la carne a
ser conservada en condiciones de bajo oxigeno.

- cuando la composicion comprende (p. €j., consiste esencialmente en) glutamato, malato y citrato, estos estan
presentes preferiblemente en una relacion de 3:1:0 a 1:3:1 de glutamato:malato:citrato. La relaciéon de (glutamato +
malato) a citrato esta preferiblemente entre 1:0 a 3:1.

En una realizacién preferida, al menos uno de los componentes activos esta presente en la forma del acido y
también como una sal de la base conjugada de dicho acido. Preferiblemente, la relaciéon de acido a base conjugada
es de tal modo que proporciona a la composicion el pH deseado como se describe aqui. En una realizacion
preferida, la relacion molar de un acido a su base conjugada para uno o mas de los componentes activos que
comprenden dichas formas esta en el intervalo de 9:1 a 1:9, por ejemplo de 17:3 a 1:1, especialmente alrededor de
4:1. En una realizaciéon especialmente preferida, la composicion comprende acido succinico y succinato de sodio en
una relacién molar de aproximadamente 4:1.

Las composiciones para uso en los métodos de la invencién normalmente estaran en forma liquida o sélida.
Alternativamente, la composicion puede estar en la forma de un coloide, por ejemplo, una emulsién, o un gel. Una
composicion liquida se proporciona generalmente como una solucion de los componentes activos en un liquido de
grado alimentario, por ejemplo como una solucién acuosa en agua, en aceite y/o en salmuera, o como una solucién
alcohdlica. Para las soluciones preparadas en salmuera, la soluciéon puede comprender la sal (p. €j. cloruro de sodio)
a una concentracion entre 0,1 y 2 M, especialmente aproximadamente 1 M. Para los presentes fines, el cloruro de
sodio no se considera como un componente activo, aunque puede tener algunos efectos sobre la conservacion y/o
sobre la estabilidad del color de un producto carnico tratado. Las composiciones se afiaden tipicamente a la carne
de manera que se mantenga el pH de la carne alrededor o por debajo de aproximadamente 5,8. Las soluciones
acuosas pueden ser alcalinas o acidas, pero son tipicamente ligeramente acidas, por ejemplo, con un pH de 5 a 7,
especialmente un pH de aproximadamente 6, tal como 5,8. La alcalinidad se puede alcanzar, por ejemplo, utilizando
cualquier alcali de grado alimentario, por ejemplo hidroxido de sodio o bicarbonato de sodio. Una composicion sélida
normalmente se proporcionara como un polvo, por ejemplo como un polvo secado por pulverizacion, preparado de
una manera convencional. Los geles y emulsiones, se pueden preparar utilizando aditivos convencionales, por
ejemplo hidrocoloides de grado alimentario tales como la goma de xantano, goma arabiga y carboximetilcelulosa.

Los métodos de la invencion se pueden aplicar a cualquier producto que contenga carne cruda, por ejemplo, cortes
de carne cruda, carne picada, embutidos y similares. El origen de la carne puede ser uno o mas animales que
normalmente proporcionan la carne destinada al consumo humano o animal (p. €j., alimentos para mascotas).
Preferiblemente, la carne se destinara al consumo humano. Los animales adecuados para el abastecimiento de
carne incluyen los animales de granja (p. €j., ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras, etc.), aves de corral (p. €j.,
pollos, pavos, etc.), pescado (p. €j., los peces pelagicos tales como el salmén, la trucha, la caballa, las sardinas, el
atan, el arenque, etc.) y animales salvajes (p. €j., ciervos, avestruces, cocodrilos, etc.). La carne a tratar es
preferiblemente una carne roja, por ejemplo, carne que contiene una cantidad visualmente observable de mioglobina
en la superficie. Se puede utilizar la carne de animales jovenes y viejos, como se definen en la presente memoria.
Los métodos descritos aqui también son particularmente adecuados para el tratamiento de pescado graso, por
ejemplo, peces que son particularmente propensos a la ranciedad durante el almacenamiento, especialmente el
salmon, la caballa y el atun.

La carne puede estar en piezas unitarias, en trozos o en dados o picada como es tradicional en la industria
alimentaria. Cuando el producto que contiene carne comprende otros ingredientes, éstos pueden ser cualquier
producto alimentario adecuado, por ejemplo, masa de reposteria, arroz, pasta, salsas, verduras, etc.

El tratamiento de la carne o del producto que contiene carne se puede realizar utilizando métodos conocidos de
aplicacion. Por ejemplo, el tratamiento de un producto que contiene carne con una composicién liquida se puede
hacer por mezcla, pulverizacién, inmersion, recubrimiento, etc. El tratamiento con una composicién sélida se hara
tipicamente por mezcla, espolvoreo, etc. La carne se puede tratar con una composicion utilizando métodos de
recubrimiento conocidos para proporcionar el llamado "envasado activo", por ejemplo, una pelicula delgada de un
gel hidrocoloidal o similar que comprende los componentes activos para controlar el acceso de humedad o de
oxigeno. Cuando la composicidén se queda sobre la superficie de la carne después del tratamiento, ésta se puede
mantener o lavar antes del envasado.

La carne o el producto que contiene carne se envasa, por ejemplo, en una atmoésfera modificada. Los métodos para
el envasado en atmosfera modificada (MAP) de productos alimentarios, por ejemplo, productos que contienen carne,
7
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son bien conocidos e incluyen el envasado en recipientes hechos de metal y/o de materiales plasticos, el envasado
en papel de aluminio, en bandejas selladas con papel de aluminio, en lamina de plastico, etc. Cuando el producto
que contiene carne consiste esencialmente en carne, el envasado incluye preferiblemente una almohadilla
absorbente de humedad.

El envasado de los productos utilizando MAP (atmésfera modificada) se hara tipicamente en condiciones de bajo
oxigeno o de alto oxigeno como se define en esta memoria. En este caso, normalmente el envase se cerrara
herméticamente para evitar el escape de la atmdsfera modificada. Alternativamente, cuando el producto que
contiene carne se envasa en condiciones esencialmente atmosféricas, al menos una parte del envase sera
tipicamente permeable a los gases.

Una vez envasado, el producto que contiene carne normalmente se almacenara durante un periodo de tiempo, por
ejemplo antes y/o durante el transporte y en el punto de venta. Las condiciones adecuadas para el almacenamiento
(p. €j., temperatura) se pueden determinar facilmente. El periodo de tiempo de almacenamiento sera tipicamente del
orden de 1-15 dias, por ejemplo de 3 a 12 dias, especialmente alrededor de 6, 7 u 8 dias. Se prefiere el
almacenamiento durante un periodo de tiempo de al menos 3 dias, por ejemplo de al menos 5, 6, 8, 10 o 12 dias,
por ejemplo, antes de que se elimine la atmésfera modificada o se sustituya con otra atmoésfera. Los productos
carnicos envasados en atmosfera de bajo oxigeno se almacenan preferiblemente durante un periodo de al menos 6
dias, especialmente de al menos 10 dias, por ejemplo, alrededor de 13 dias. Los productos carnicos envasados en
atmadsfera de alto oxigeno se almacenan preferiblemente durante un periodo de hasta 6 dias, por ejemplo, alrededor
de 4 dias.

Los efectos de las composiciones definidas en esta memoria sobre el color de productos que contienen carne se
pueden determinar segun métodos conocidos. Por ejemplo, se puede evaluar el cambio de color con el tiempo
utilizando la reflectancia en el infrarrojo cercano (NIR), por ejemplo, a longitudes de onda entre 400 y 2500 nm,
utilizando un equipo convencional. Los cambios de color se pueden describir convenientemente utilizando los
parametros del sistema "CIELAB", donde L* representa la claridad (L* = O indica negro y L* = 100 indica blanco
difuso), a* representa la posicion entre rojo/magenta y verde (los valores negativos de a* indican verde mientras que
los valores positivos indican magenta) y b* representa la posicion entre amarillo y azul (los valores negativos de b*
indican azul y los valores positivos indican amarillo). Un valor bajo de b* (mas azul) es indicativo de un color
favorable en la carne cruda, como también lo es un valor alto de a* (mas rojo)

Las combinaciones de componentes activos descritas en esta memoria son nuevas en si mismas y por lo tanto
forman un aspecto adicional de la invencion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona asi una composicion que comprende (p. €j., que consiste
esencialmente en) succinato y glutamato y/o malato, en donde el succinato esta presente en una cantidad de 25 a
95 % en peso del total de los componentes activos. Dicha composicién puede ser proporcionada de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones especificas descritas en esta memoria en relacién con los métodos de la invencién.

La invencion se extiende ademas a una composicion que comprende (p. €j., que consiste esencialmente en)
glutamato, malato y, opcionalmente citrato, en donde el malato esta presente en una cantidad de 5 a 25 % en peso
del total de los componentes activos. Dicha composicidon se puede proporcionar de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones especificas descritas en esta memoria en relacion con los métodos de la invencion. En particular, esta
composicion puede estar esencialmente libre de piruvato y/o de succinato.

Las composiciones segun la invencion se proporcionan tipicamente en forma de un polvo (p. ej., un granulado) que
se puede dispersar o disolver en una solucidon acuosa o alcohdlica en el punto de uso. Alternativamente, las
composiciones se pueden proporcionar en forma lista para el uso, por ejemplo en la forma de un liquido.

Una composicion particularmente preferida segun la invencién comprende succinato, glutamato, citrato y malato en
una relacion de aproximadamente 11:4:3:2. Las composiciones preferidas no comprenden piruvato.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de una composiciéon como se define en la presente memoria en un
método de la invencion.

La invencion se describira ahora ademas con referencia a los siguientes ejemplos y figuras no limitantes en las que:

La Figura 1 presenta una superficie de respuesta calculada para el efecto de la variaciéon de las concentraciones de
succinato, piruvato y glutamato+malato (como una unica variable) sobre los valores de a* de la carne tratada
después de 6 dias de almacenamiento. Las curvas muestran el cambio en los valores de a*, siendo las curvas hacia
el extremo derecho los valores mas bajos y siendo las del extremo izquierdo los valores mas altos. El rectangulo en
negrita muestra la region del grafico que contiene el valor maximo de a*.
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La Figura 2 presenta la varianza en porcentaje calculada a lo largo del tiempo por la mezcla de los componentes
(succinato, glutamato, malato y citrato) para las muestras en concentracion de bajo oxigeno. El grafico indica la
contribuciéon que hacen los componentes a los cambios en los valores de L*, a* y b* en dias diferentes.

La Figura 3 presenta la varianza en porcentaje calculada a lo largo del tiempo por la mezcla de los componentes
(succinato, glutamato, malato y citrato) para las muestras en concentracion de alto oxigeno. El grafico indica la
contribuciéon que hacen los componentes a los cambios en los valores de L*, a* y b* en dias diferentes.

La Figura 4 presenta la varianza en porcentaje calculada a lo largo del tiempo por la concentracion de citrato para
las muestras en concentracion de alto oxigeno. El grafico indica la contribucion que hace la concentracion de citrato
a los cambios en los valores de L*, a* y b* en dias diferentes.

La Figura 5 presenta un disefio experimental que es un disefio factorial 2% en la edad y el tipo de grasa. En cada
punto se afiadioé un disefio de mezcla centroide simplex de 8 puntos (7 puntos experimentales y 1 réplica, véase el
triangulo) y, posteriormente, un disefio 2* ilustrado por dos cubos. Las flechas indican que un punto experimental se
describe por el siguiente disefio. Cada esquina del disefio 22 se midié en un dia. Para mas detalles véase el Ejemplo
5 (Materiales y métodos).

La Figura 6 presenta la media de los valores de L*, a*, b* (156 muestras) en funcién del tiempo para el envasado
con bajo oxigeno (A) y con alto oxigeno (B). El negro, gris oscuro y gris representan L*, a* y b*, respectivamente,
donde a* y b* asociados al eje de ordenadas estan en el lado izquierdo y L* asociado al eje de ordenadas en el lado
derecho de cada figura. Las barras de error son desviaciones estandar.

La Figura 7 presenta un modelo ajustado de las medidas de color a* y b* como una respuesta al tratamiento con
diferentes aditivos; cada esquina representa una salmuera con un aditivo, a* esta representado en Ay B, y b* esta
representado en C y D. Se midieron las muestras el dia 3 de envasado. Las muestras envasadas con bajo oxigeno
se sitian en Ay C, y las muestras con alto oxigeno se situan en B y D. Los cédigos de color son un gradiente de rojo
a azul, donde el rojo es la respuesta mas alta (indicada en cada caso por una flecha) y el azul es la respuesta mas
baja para ambas variables. Las lineas y los colores representan una transicion suave del valor mas bajo al mas alto;
los valores maximo y minimo; el max-min es diferente para cada panel: A) 5,0-9,5; B) 11,4-13-3; C) 1,2-3-7; D) 4,2-
4.9. Los datos no estan normalizados.

La Figura 8 presenta una distribuciéon porcentual de DMb, OMb y MMb en funcion del tiempo para el envasado con
bajo oxigeno (A) y con alto oxigeno (B). El negro, gris oscuro y gris representan DMb, MMb y OMb, respectivamente.
El eje de ordenadas muestra la cantidad relativa de cada estado de mioglobina en el dia respectivo y las barras de
error son desviaciones estandar. Las barras de error son demasiado pequefas para ser visibles.

La Figura 9 presenta el modelo apropiado (significa ajustado) de medidas de mioglobina no normalizadas como una
respuesta al tratamiento con diferentes aditivos; cada esquina representa salmuera con un Unico aditivo. La DMb se
representa en Ay B, la OMb se representa en C y D, y la MMb se representa en E y F. Se midieron las muestras el
dia 3 del experimento. Las muestras envasadas con bajo oxigeno se sitian en A, C y E, y las muestras envasadas
con alto oxigeno se situan en B, D y F. Los cddigos de color son un gradiente de rojo a azul, donde el rojo es la
respuesta mas alta (marcada en cada caso con una flecha) y el azul es la respuesta mas baja para los tres estados.
Las lineas representan una transiciéon suave del valor mas bajo al mas alto; los valores maximo y minimo: para A, C,
E el intervalo es de 0,03 a 1,03; -0,06 a 0,84; y -0,02 a 0,99 respectivamente; para B, D y F el intervalo es de -0,1 a -
0,06; 0,79 a 0,94; y 0,08 a 0,16 respectivamente. Los datos no estan normalizados.

Ejemplo 1 - Tratamiento de la carne con diferentes componentes
Productos quimicos y otros materiales

Los siguientes compuestos se obtuvieron de Alfa Aesar GmbH & Co KG (Karlsmhe, Alemania): succinato de sodio
hexahidrato, acido succinico y acido pirtvico. Los siguientes productos quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim, Alemania): piruvato de sodio, acido glutamico, acido malico y sal disédica del acido DL-
malico. El hidrogenoglutamato de sodio monohidrato fue adquirido de VWR International BVBA (Lovaina, Bélgica). El
acido citrico monohidrato y el citrato trisddico se adquirieron de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Todos los
productos quimicos eran de calidad analitica.

La lamina de plastico para envasado era BIAXER 65 XX HFPAFM (permeable al oxigeno a 5y 7 ml) y se adquirié de
Wipak, Nastola, Finlandia. Las muestras se envasaron en cajas de HDPE negras convencionales.

Se utilizaron grasa de vaca y grasa de cerdo (alto grado de insaturacion) con el musculo semimembranoso crudo de
ganado vacuno joven y viejo. Se separo la carne de vaca de la pata trasera, se peso, se cortd, se mezcl6 con grasa
(14 % en peso), y se afnadieron a la carne picada los diferentes compuestos de ensayo. Se envasaron las mezclas
en cajas y se sellaron con laminas de plastico. El envasado se hizo con MAP (atmésfera modificada) para producir
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una atmdsfera de bajo oxigeno (60 % de CO2 y 40 % de N2) y también con una atmosfera de alto oxigeno (75 % de
oxigeno y 25 % de COz). Se conservaron las muestras en la oscuridad a 4 °C de 0 a 8 dias para la atmosfera de alto
oxigeno y de 0 a 13 dias para las muestras de MAP. Se utilizé una Cheers Packaging Machine (Promens) para el
envasado de las muestras. Las muestras de referencia por triplicado con s6lo 40 ml de agua destilada mezcladas y
envasadas como se ha descrito anteriormente, se evaluaron los dias 6 y 8 para la atmdsfera de alto oxigeno y los
dias 6, 8, 10 y 13 para el ambiente de MAP.

Se utilizé la grasa de vaca y de cerdo y la carne de animales jovenes y viejos (de aproximadamente 1 afio y 4 afios,
respectivamente) para investigar el sistema debido a que (1) la grasa de cerdo es tipicamente mas oxidativa que la
grasa de vaca y (2) los animales mas viejos normalmente tienen mas pigmento de color en la carne.

Preparacion de las muestras del compuesto de ensayo

Se prepararon las muestras de los compuestos de ensayo con succinato, glutamato, malato, piruvato y citrato en
diferentes combinaciones, como productos quimicos individuales o como mezclas. Se afiadi6é el acido y la base
conjugada de cada componente activo en la relacion apropiada para proporcionar las soluciones (salmueras) con un
pH de 5,8. Como quedara claro por la descripcion anterior, el "succinato" utilizado en este experimento era una
combinacién de acido succinico y succinato soédico. El "glutamato", "malato”, etc. se utilizaron de manera
equivalente.

Se cortaron la carne y la grasa en trozos pequefios y se trituraron (agujeros de 3 mm). Se afiadieron 40 g de
salmuera a 360 g de carne picada y se envasaron en el envase de plastico.

Disefio del experimento

Se incluyeron varias variables en el disefio del experimento, utilizando un disefio factorial 2% Se variaron la
composicion de acidos grasos (cerdo/vaca), la edad del ganado vacuno y la concentracion de O, asi como las
concentraciones de citrato, piruvato, succinato, malato y glutamato. El malato y el glutamato se consideraron juntos
en el disefio y en el analisis, pero su relacion se vario en los experimentos desde malato puro hasta glutamato puro.

Se realizaron cuatro experimentos con 39 muestras y dos muestras de referencia durante cada ensayo, esto es, un
total de 156 muestras y 8 muestras "ciegas".

Analisis del color

Los cambios de color en las muestras se midieron con un analizador FOSS NIRSystems™ 6500 y un medidor
Konica Minolta Chroma meter CR 410 (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japon). Se midié el color utilizando los
parametros L*, a* y b* los dias 0, 1, 3, 6 y 8 para las muestras conservadas en 75 % de oxigeno. Se midieron los
cambios de color de las muestras envasadas en MAP (atmdsfera modificada) a los 0, 1, 3, 6, 8, 10 y 13 dias de
tiempo de almacenamiento.

Resultados

Los resultados de los experimentos llevados a cabo sobre las diferentes muestras de carne y de grasa se presentan
a continuacion en las Tablas 1 a 8. Los valores dados para la cantidad de los agentes activos en las Tablas 1 a 8
corresponden a la proporcion molar del agente dado dentro de la mezcla de salmuera/carne, donde un valor de 1
corresponde a 0,1 moles de agente activo por kg de carne, un valor de 0,5 corresponde a 0,05 mol/kg, etc. Cada
tabla presenta los resultados para un tipo de muestra diferente, esto es, musculo de vaca joven con grasa de vaca
en un ambiente de bajo oxigeno (Tabla 1). Se presentan los valores de b*, que se considera que son los mas
representativos de los cambios de color en la carne a analizar. Todos los resultados corresponden a medidas
realizadas el dia 6 de almacenamiento.

Tabla 1 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca joven mezclado con grasa de vaca en
atmosfera de bajo oxigeno (MAP)

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacion estandar
0,00 1,00 0,00 0,00 1,07 0,15

0,25 0,78 0,00 0,22 1,23 0,14

0,00 0,50 0,00 0,50 1,27 0,14

0,25 1,00 0,00 0,00 1,32 0,19

0,25 0,50 0,00 0,50 1,37 0,14

0,00 0,00 0,00 1,00 1,75 0,19

0,00 0,50 0,50 0,00 1,88 0,14

0,25 0,50 0,50 0,00 2,08 0,14
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0,25 0,33 0,33 0,33 2,28 0,09
0,00 0,33 0,33 0,33 2,34 0,09
0,25 0,00 0,00 1,00 2,34 0,19
0,00 0,00 0,00 0,00 2,63 0,10
0,25 0,00 0,50 0,50 3,58 0,14
0,00 0,00 0,50 0,50 3,87 0,14
0,25 0,00 1,00 0,00 4,00 0,19
0,00 0,00 1,00 0,00 4,24 0,19
0,00 0,00 0,86 0,14 4,31 0,15

Tabla 2 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca joven mezclado con grasa de cerdo
en atmosfera de bajo oxigeno (MAP)

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,00 0,92 0,08 0,00 1,32 0,16
0,00 1,00 0,00 0,00 1,34 0,18
0,00 0,50 0,00 0,50 1,44 0,14
0,25 0,26 0,00 0,74 1,60 0,14
0,25 0,50 0,00 0,50 1,71 0,14
0,25 0,00 0,00 1,00 1,73 0,19
0,00 0,00 0,00 1,00 1,83 0,19
0,00 0,50 0,50 0,00 1,86 0,14
0,00 0,00 0,00 0,00 2,14 0,31
0,25 0,33 0,33 0,33 2,15 0,09
0,25 0,50 0,50 0,00 2,19 0,14
0,00 0,33 0,33 0,33 2,35 0,09
0,25 1,00 0,00 0,00 2,59 0,19
0,25 0,00 0,50 0,50 2,75 0,14
0,25 0,00 1,00 0,00 2,94 0,19
0,25 0,00 0,86 0,14 2,97 0,15
0,00 0,00 0,50 0,50 3,75 0,14
0,00 0,00 1,00 0,00 3,93 0,14
0,00 0,00 0,80 0,20 4,07 0,12

5 Tabla 3 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca vieja mezclado con grasa de vaca en
atmésfera de bajo oxigeno (MAP)

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,25 0,60 0,00 0,40 0,81 0,14
0,25 0,50 0,00 0,50 0,83 0,14
0,25 1,00 0,00 0,00 1,10 0,19
0,00 0,32 0,00 0,68 1,21 0,13
0,00 0,50 0,00 0,50 1,23 0,14
0,00 0,00 0,00 1,00 1,27 0,14
0,00 0,50 0,50 0,00 1,47 0,14
0,00 1,00 0,00 0,00 1,48 0,18
0,25 0,00 0,00 1,00 1,48 0,19
0,25 0,50 0,50 0,00 1,77 0,14
0,25 0,33 0,33 0,33 1,78 0,09
0,00 0,00 0,00 0,00 1,82 0,02
0,00 0,33 0,33 0,33 1,90 0,09
0,25 0,00 0,50 0,50 2,95 0,14
0,00 0,00 1,00 0,00 3,00 0,19
0,00 0,00 0,50 0,50 3,01 0,14
0,00 0,00 0,74 0,26 3,23 0,14
0,25 0,00 1,00 0,00 3,60 0,19
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Tabla 4 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el misculo de vaca vieja mezclado con grasa de cerdo en
atmadsfera de bajo oxigeno (MAP)

5

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacion estandar
0,00 0,94 0,06 0,00 0,97 0,13
0,00 1,00 0,00 0,00 0,98 0,15
0,25 0,32 0,00 0,68 1,02 0,14
0,00 0,50 0,00 0,50 1,06 0,13
0,25 0,50 0,00 0,50 1,07 0,14
0,25 0,00 0,00 1,00 1,21 0,19
0,00 0,00 0,00 1,00 1,44 0,14
0,00 0,50 0,50 0,00 1,56 0,13
0,25 1,00 0,00 0,00 1,85 0,19
0,25 0,33 0,33 0,33 2,00 0,09
0,00 0,33 0,33 0,33 2,01 0,09
0,25 0,50 0,50 0,00 2,23 0,14
0,25 0,00 0,50 0,50 2,90 0,14
0,00 0,00 0,00 0,00 3,12 0,18
0,00 0,00 0,50 0,50 3,43 0,13
0,00 0,00 1,00 0,00 3,67 0,14
0,25 0,00 1,00 0,00 3,77 0,19
0,00 0,00 0,82 0,18 3,79 0,12

Tabla 5 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca joven mezclado con grasa de vaca en
atmadsfera de alto oxigeno

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,25 0,64 0,00 0,36 3,74 0,25
0,25 0,50 0,00 0,50 3,77 0,25
0,25 1,00 0,00 0,00 3,96 0,33
0,00 0,98 0,02 0,00 4,01 0,32
0,00 1,00 0,00 0,00 4,01 0,33
0,25 0,33 0,33 0,33 4,07 0,16
0,25 0,50 0,50 0,00 4,20 0,25
0,00 0,50 0,00 0,50 4,27 0,25
0,00 0,50 0,50 0,00 4,32 0,25
0,00 0,33 0,33 0,33 4,34 0,16
0,25 0,00 0,00 1,00 4,44 0,33
0,25 0,00 0,50 0,50 4,45 0,25
0,00 0,00 0,00 1,00 4,62 0,26
0,00 0,00 0,50 0,50 4,66 0,24
0,25 0,00 1,00 0,00 4,71 0,33
0,00 0,00 0,00 0,00 4,95 0,33
0,00 0,00 1,00 0,00 5,32 0,26

Tabla 6 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca joven mezclado con grasa de cerdo
en atmoésfera de alto oxigeno

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,25 0,60 0,00 0,40 4,45 0,25

0,25 0,50 0,00 0,50 4,47 0,25

0,25 0,33 0,33 0,33 4,49 0,16

0,00 0,62 0,38 0,00 4,50 0,23

0,00 0,50 0,50 0,00 4,51 0,24

0,25 0,50 0,50 0,00 4,53 0,25

0,00 0,33 0,33 0,33 4,57 0,16

0,25 0,00 1,00 0,00 4,58 0,33

0,00 0,00 0,50 0,50 4,66 0,24
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0,25 0,00 0,50 0,50 4,69 0,25
0,00 1,00 0,00 0,00 4,70 0,26
0,25 1,00 0,00 0,00 4,73 0,33
0,00 0,50 0,00 0,50 4,77 0,24
0,00 0,00 0,00 1,00 4,92 0,26
0,00 0,00 1,00 0,00 5,02 0,33
0,25 0,00 0,00 1,00 5,05 0,33
0,00 0,00 0,00 0,00 5,42 0,08

Tabla 7 - Efecto sobre b* de los diferentes compuestos en el musculo de vaca vieja mezclado con grasa de vaca en
atmadsfera de alto oxigeno

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,00 0,54 0,46 0,00 3,17 0,24
0,00 0,50 0,50 0,00 3,17 0,24
0,25 0,00 1,00 0,00 3,31 0,33
0,00 1,00 0,00 0,00 3,45 0,26
0,25 0,50 0,50 0,00 3,46 0,25
0,25 0,33 0,33 0,33 3,47 0,15
0,00 0,33 0,33 0,33 3,51 0,16
0,25 0,50 0,00 0,50 3,58 0,25
0,00 0,00 1,00 0,00 3,58 0,26
0,25 0,00 0,50 0,50 3,61 0,25
0,00 0,00 0,50 0,50 3,69 0,24
0,25 1,00 0,00 0,00 3,87 0,33
0,00 0,50 0,00 0,50 3,90 0,24
0,25 0,00 0,00 1,00 4,15 0,33
0,00 0,00 0,00 1,00 4,43 0,33
0,00 0,00 0,00 0,00 4,75 0,22

Tabla 8 - Efecto sobre b* de diferentes compuestos en el musculo de vaca vieja mezclado con grasa de cerdo en
atmadsfera de alto oxigeno

Citrato Succinato Piruvato Glutamato/malato b* Desviacién estandar
0,00 0,62 0,38 0,00 3,56 0,25
0,00 0,50 0,50 0,00 3,58 0,25
0,00 0,33 0,33 0,33 3,76 0,16
0,00 1,00 0,00 0,00 3,77 0,33
0,25 0,54 0,00 0,46 3,80 0,25
0,25 0,50 0,00 0,50 3,81 0,25
0,25 0,33 0,33 0,33 3,82 0,15
0,25 0,00 1,00 0,00 3,90 0,33
0,00 0,00 0,50 0,50 3,90 0,25
0,25 0,50 0,50 0,00 3,91 0,25
0,25 0,00 0,50 0,50 3,97 0,25
0,00 0,50 0,00 0,50 4,02 0,25
0,00 0,00 1,00 0,00 4,08 0,33
0,25 1,00 0,00 0,00 4,18 0,33
0,25 0,00 0,00 1,00 4,29 0,33
0,00 0,00 0,00 1,00 4,35 0,33
0,00 0,00 0,00 0,00 4,41 0,15

Los datos anteriores muestran el efecto de los diferentes compuestos sobre la coloraciéon de la carne después del
almacenamiento. Los valores mas bajos de b* son indicativos de una mejor estabilidad del color y de un menor
grado de oxidacién de la carne. Las muestras conservadas en atmdsfera modificada (MAP) tienen valores globales
de b* mas bajos porque la oxidacidon que tiene lugar es predominantemente por oxidacién quimica mediante
compuestos aparte del oxigeno y mediante procesos anaerobicos, por ejemplo, mediados por bacterias. Por
contraste, las muestras conservadas en ambiente de alto oxigeno se oxidan en mucho mayor grado, como se indica
por el aumento global del valor de b*.
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Los resultados anteriores indican los efectos sorprendentes y significativos de las mezclas de compuestos sobre la
estabilidad del color de las muestras.

Ejemplo 2 - Analisis estadistico de los resultados
Andlisis y métodos estadisticos

Se analizaron los datos del experimento descrito en el Ejemplo 1 utilizando un modelo ANOVA con todos los efectos,
efecto principal y efectos de segundo orden y de érdenes mas altos segun el método descrito en Langsrud, 9. ("50-
50 Multivariate Analysis of Variance for Collinear Responses" The Statistician (2002) 51, pp. 305-317). Se realizo6 el
analisis como un experimento que era factorial en la concentracién de oxigeno, en la edad (dos grupos), en la
composicion de acidos grasos (grado de insaturacion, esto es, dos niveles), y en la mezcla de componentes
(piruvato, glutamato/malato y succinato, citrato - en dos niveles - y una mezcla de glutamato/malato). El disefio de
mezcla fue fraccional.

Superficie de respuesta

Los datos relativos a la variacion de las cantidades de determinados compuestos de ensayo y a los efectos sobre los
parametros de color (en este caso, a*) se analizaron como se ha descrito anteriormente. Se considera que un valor
bajo de a* indica carne de color marréon y un valor alto de a* indica carne roja.

Los datos relativos a la superficie de respuesta que se muestran en la Figura 1 se generaron a partir de la siguiente
tabla:

Tabla 9 - El efecto sobre a* de la variacion de las cantidades relativas de succinato, piruvato y (glutamato + malato)

Succinato Piruvato Glutamato/malato a* Desviacidon estandar
1,00 0,00 0,00 9,81 0,22
0,00 1,00 0,00 5,76 0,20
0,00 0,00 1,00 9,14 0,21
0,50 0,50 0,00 8,89 0,19
0,50 0,00 0,50 10,18 0,23
0,00 0,50 0,50 5,88 0,23
0,33 0,33 0,33 8,34 0,11

La superficie de respuesta que se muestra en la Figura 1 ilustra el cambio de a* cuando las cantidades relativas de
succinato, piruvato y glutamato+malato se variaron en el ambiente bajo en oxigeno (a concentracion cero de citrato).
El rectangulo sobre la figura muestra la parte en la que el valor de a* es el mas alto, esto es, a baja concentracion de
piruvato, alta concentraciéon de succinato y concentracion intermedia de glutamato + malato.

Estos datos indican que el succinato solo no es la mejor composicion para tratar la carne para la estabilidad del
color. Mas bien, una mezcla con componentes que tienen una relacion particular da los resultados 6ptimos.

El efecto de los aditivos sobre el grado de varianza

Se realizé un andlisis adicional para determinar el efecto porcentual sobre la varianza de los tres parametros de
color para los diferentes aditivos a lo largo del tiempo. Las figuras 2 y 3 presentan el efecto de la mezcla de los
componentes activos (incluyendo citrato) sobre la varianza. La Figura 2 presenta los resultados para las muestras en
MAP (bajo nivel de oxigeno) y la Figura 3 presenta los resultados en atmosfera de alto oxigeno. La Figura 4
presenta el efecto del citrato solo sobre la varianza en el ambiente de alto oxigeno.

Los resultados mostrados en la Figura 2 indican que los aditivos tienen efectos dominantes hasta 6 dias después del
tratamiento. A partir de entonces, las bacterias comienzan a tener cierta influencia, que culmina en los resultados
observados a los 13 dias, cuando se reduce la influencia de los aditivos. Los resultados mostrados en la Figura 3
indican que los efectos mas significativos con alto oxigeno se deben a las bacterias aerobias que estropean los
alimentos (la carne es de color rojo desde el principio en la atmdsfera de alto oxigeno y la funcién prevista de los
aditivos es mantener la carne con un color rojo o purpura y evitar que se desarrolle un color marrén). La Figura 4
muestra que el efecto a largo plazo del citrato es particularmente pronunciado en el ambiente de alto oxigeno.

Ejemplo 3 - Preparacion de composiciones

Una composicion liquida para aplicaciéon a la carne en una atmdsfera de bajo oxigeno se prepara mezclando 1,5
partes de succinato, 0,5 partes de malato; 1 parte de glutamato y 0,5 partes de citrato con agua y agitando hasta que
se disuelva. El pH se ajusta a 5,8 utilizando HCI 1 M o NaOH.
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Una composicion sélida para aplicacion a la carne en una atmoésfera de alto oxigeno se prepara mezclando 5 partes
de succinato, 2 partes de citrato, 1 parte de glutamato y 0,5 partes de piruvato con agua y agitando hasta que se
disuelva. El pH se ajusta a 5,8 utilizando HCI 1 M o NaOH y después se separa el disolvente por atomizacién en un
gas caliente utilizando un equipo convencional de secado por pulverizacion. La composicién sélida es un polvo que
fluye libremente.

Ejemplo 4 - Tratamiento de la carne con agentes activos

Se realiza un experimento en el que se preparan salmueras y se mezclan con la carne segun el método del Ejemplo
1, excepto que las cantidades de agente activo (citrato, succinato, glutamato, malato y piruvato) se mezclan en
porcentaje en peso utilizando los valores que se muestran en las tablas 1 a 8. Por lo tanto, un valor de 1 en las
tablas 1 a 8 corresponde a 1 % de agente activo en la mezcla de salmuera/carne, esto es, para 4 g de agente activo
en los 40 g de salmuera utilizados, un valor de 0,5 corresponde a 2 g de agente activo, etc.

Se espera que los resultados del tratamiento de la carne con las composiciones anteriores sean sustancialmente
similares a los indicados en la Tabla 9, demostrando por ejemplo, que los resultados dptimos para el tratamiento de
la carne a ser conservada en condiciones de bajo oxigeno se obtienen a baja concentracién de piruvato, alta
concentracion de succinato y concentraciones intermedias de glutamato + malato.

Ejemplo 5 - Deteccién de color en la carne tratada
Objetivo

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto sobre el color de la carne de vaca triturada después de tratamiento
con succinato, glutamato, malato, piruvato y citrato en presencia o ausencia de oxigeno. Se midié el color como los
valores de L*, a*, b* y se determinaron los estados de mioglobina.

Materiales y métodos

Los siguientes productos quimicos fueron adquiridos de Alfa Aesar GmbH & Co KG (Karlsruhe, Alemania): sales de
sodio de succinato hexahidrato, acido succinico y acido piravico. Los siguientes productos quimicos se adquirieron
de Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania): sales de sodio de piruvato, acido glutamico, acido malico y
sales disddicas del acido DL-malico. Las sales de sodio de hidrogenoglutamato monohidrato fueron adquiridas de
VWR International BVBA (Lovaina, Bélgica). Las sales de sodio de acido citrico monohidrato y el citrato trisddico se
adquirieron de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Todos los productos quimicos eran de calidad analitica.

Se recogieron tejido de musculo semimembranoso (M.S.) de vaca y tejido de grasa de vaca cuatro dias post mortem
(Fatland A/S, Oslo, Noruega). El dia de envasado se define como el dia cero, sin embargo, los tejidos llevaban 4
dias post mortem el dia de envasado. Se corté de cada musculo un trozo de carne del extremo proximal con el fin de
medir el consumo de oxigeno, el pH y el color de la superficie. Los tejidos grasos de cerdos alimentados con colza 'y
vitamina E para mejorar el contenido en acidos grasos poliinsaturados eran de HKScan (Ruokatalo, Finlandia). El
tejido graso se transportd envasado al vacio y congelado. Se tomaron muestras de tejido graso picado para el
analisis de acidos grasos.

Los musculos de vaca se cortaron en trozos de aproximadamente 10 x 5 cm y se mezclaron con el 14 % p/p de
grasa utilizando los tejidos grasos. Los tejidos de grasa de vaca y de grasa de cerdo se trituraron dos veces, con
carne de vaca cruda procedente de cuatro vacas jovenes (16-19 meses) o de cuatro vacas viejas (46-81 meses). La
carne tenia un pH de 5,65 y se tritur6 con un molino Seydelmann ME-130 (Seydelmann, Stuttgart, Alemania) a
través de una placa con agujeros de 3 mm. La carne triturada se amasé manualmente con soluciones (todas a pH
5,8) con diferentes ingredientes de TCA (acidos tricarboxilicos) e ingredientes glucoliticos (véase méas adelante).

El experimento fue disefiado utilizando cuatro combinaciones de materias primas: carne de vaca joven y grasa
bovina (experimento 1); carne de vaca joven y grasa de cerdo (experimento 2); carne de vaca vieja y grasa bovina
(experimento 3); carne de vaca vieja y grasa de cerdo (experimento 4).

Se prepararon soluciones utilizando succinato, piruvato, glutamato, malato y citrato en diferentes combinaciones,
como productos quimicos puros a base de sodio o a base de acido o como mezclas de 2, 3, 4 y 5 productos
quimicos de diferentes concentraciones. Para mantener el pH a 5,8 se prepararon las soluciones mezclando la
forma acida y la correspondiente sal de sodio de estos productos quimicos.

Se afiadieron 40 g de soluciones 0,1 M o 0,05 M a la mezcla triturada de carne de vaca y grasa (360 g) hasta un
peso total de 400 g. Se agitd la solucién de forma rapida y apropiada con la carne picada y posteriormente se
envaso el sistema amasado. La concentracion diluida final era de 0,1 o de 0,05 mol/kg. Se prepararon también dos
muestras de referencia con 40 ml de agua destilada afiadida a 360 gramos de carne de vaca triturada, cada uno de
los cuatro dias de produccion, esto es, en total se prepararon 8 muestras de referencia. Se envasaron las muestras
en atmosfera de bajo oxigeno o de alto oxigeno.
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La carne de vaca triturada se envaso en bandejas de tereftalato de polietileno amorfo (APET) negro que se sellaron
en la parte superior con peliculas de alcohol etilenvinilico (EVOH). Las bandejas y las peliculas (Wipak Multipet y
Wipak Biaxer, ambos Wipak, Nastola, Finlandia) tenian velocidades de transmisién de oxigenode 7y 5 cm®/m?%/24 h
a 23 °C en una humedad relativa del 50 %. Se llevo a cabo el envasado antes de 1 hora después de la trituracion.
Se almacenaron las muestras en la oscuridad a 4 °C durante 8 dias en una atmédsfera de alto oxigeno (75 % de
oxigeno y 25 % de CO,) y durante 13 dias en una atmésfera de bajo oxigeno (60 % de CO,y 40 % de Np). Estas
mezclas de gases de grado alimentario fueron suministrados por AGA (Oslo, Noruega).

Se utilizé una maquina de sellado de bandejas para el envasado (Promens 511VG, Kristiansand, Noruega). Las
medidas de los contenidos de CO; y O, se realizaron con un CheckMate 9900 (PBI Dansensor, Ringsted,
Dinamarca) insertando una aguja a través de septos de goma autoadhesivos y autosellantes (Toray TO 125, Toray
Engineering, Osaka, Japén). Las medidas de gas se realizaron los dias 0 (dia de envasado) y 13 para los envases
con bajo contenido en oxigeno y los dias 0, 1, 3, 6 y 8 para los envases con alto contenido en oxigeno. La relaciéon
de gas a carne era de aproximadamente 2:1.

La composicion de acidos grasos de los tejidos grasos seleccionados se determiné como ésteres metilicos, se
analiz6é por GC-MS (7890A GC, Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Se llevé a cabo la transesterificacion de los
lipidos a ésteres metilicos de acidos grasos (FAME), como esta descrita por Devle et al. (J Sep Sci (2009) 32(21):
3738-3745), con modificaciones menores. En resumen, se disolvieron 0,01 g de grasa en 2,0 ml de hexano y se
afnadieron 1,5 mL de solucién de metanolato de sodio a 3,33 mg/ml, se pusieron en un agitador durante 30 min,
antes de dejar sedimentar las muestras durante 10 min. Se transfirieron doscientos pL de la capa superior a un
nuevo vial. Se realiz6 el andlisis de acidos grasos por autoinyeccion de 1 uL de cada muestra en una relacion de
division de 80/1, modo de caudal constante, velocidad de 20,4 cm/segundo. Se recogieron los datos como
porcentajes de area. Se tomaron dos replicados.

Para identificar los ésteres metilicos de acidos grasos FAME, se compararon sus tiempos de retencion con los de
una mezcla conocida de ésteres metilicos de acidos grasos estandar de 37 componentes, y se compararon los
espectros de masas con los espectros disponibles en la base de datos del NIST (Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia).

Las medidas de las tasas de consumo de oxigeno se llevaron a cabo a pH 7,1 sobre las fibras musculares
permeabilizadas. Se separaron las fibras de la carne y tenian 3-5 mm de longitud. Las medidas de la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) se realizaron el dia 0 (esto es, cuatro dias post mortem) y el Ultimo dia del experimento.
Los productos quimicos se afiadieron siempre en el siguiente orden y las concentraciones finales fueron malato 4,0
mM, piruvato 5,0 mM, glutamato 10,0 mM, ADP 1,25 mM, octanoilcarnitina 0,50 mM, succinato 5,0 mM, carbonil-
cianuro-p-trifluorometoxi-fenilhidrazona (FCCP) 0,5-1,5 uM, rotenona 2,5 pM, acido malénico 5,0 mM y antimicina A
2,5 uM. Se llevdé a cabo respirometria de alta resolucion con instrumentos Oroboros Oxygraph-2K (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) como se describe por Gnaiger {Respir Physiol. (2001) 128(3): 277-97). El consumo
de oxigeno de fondo después de la inhibiciéon con antimicina A (Gnaiger, E. (2008) "Polarographic oxygen sensors,
the oxygraph, and high-resolution respirometry to assess mitochondrial function", en J. Dykens & Y. Will (Eds.), Drug-
Induced Mitochondrial Dysfunction (pp. 327-352). Innsbruck: John Wiley & Sons, Inc.) se reconocié como reacciones
secundarias del consumo de oxigeno residual (ROX).

Se realizaron cuatro medidas en cada lote. Sin embargo, fall6 una medida el dia de envasado, y se extrapold
linealmente volviendo a tiempo cero a partir de las medidas consecutivas. Se calculo la actividad del complejo |
como la suma de las respuestas provocadas por los correspondientes sustratos (glutamato, malato y piruvato). La
actividad del complejo Il se midié como la respuesta frente a succinato. La inhibicion del ETS (sistema de transporte
de electrones) se llevé a cabo en orden y empez6 con rotenona (inhibicidon del complejo 1), acido maldnico (inhibicion
del complejo I1) y antimicina A (inhibicién del complejo IlI).

El color de las muestras de carne triturada se midié con un Konica Minolta Chroma Meter CR 410 (Konica Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japoén), utilizando el tubo de vidrio de proyeccion de luz CR A 33e con una zona amplia de
iluminacion (61 mm) y el iluminador D65. Se calibré el instrumento cada dia midiendo una placa de ceramica blanca
(L* = 97,9; a* = 0,05; b* = 2). Todas las medidas de color se hicieron con 3 replicados (CIE, 1976,
"Recommendations on uniform colour spaces-colour difference equations" (Vol. Supplement No. 2 to CIE). Paris,
France: Commission Internationale de I'Eclairage).

Se hizo un barrido de las muestras a 400-100 nm, con un analizador Foss NIRSystems OptiProbe™ 6500 Analizer
(Foss NIRSystems Inc., Maryland, USA) sin abrir el envase. Se dio la vuelta al envase antes de las medidas para
que la carne cayera sobre la pelicula de envasado. Se hizo un barrido de las muestras con tres ubicaciones
aleatorias de la sonda sobre la superficie del envase con el fin de aumentar el area de barrido y reducir los errores
de medida. Se hicieron treinta y dos barridos, tanto para las referencias como para las muestras y se calculo la
media sobre cada area medida. Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C)
de acuerdo con Khatri, et al. (Meat Sci. (2012) 91(3): 223-231). Se utilizaron estos espectros para predecir los
niveles de OMb, MMb y DMb. Se realizé la calibracion utilizando carne triturada con un 10 % p/p de agua afadida.
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Se midi6 el color de las muestras envasadas con alto nivel de O, después de 0, 1, 3, 6 y 8 dias de almacenamiento
desde el dia de envasado, mientras que las muestras con bajo nivel de O, se midieron los dias 0 a 13 de
almacenamiento utilizando Minolta y medidas de reflectancia.

Se cortaron lonchas de la carne de vaca triturada congelada y se descongelaron en tampén de fosfato de sodio 40
mM pH 6,8 con una relacién de peso a volumen (gramos a mililitros) de 1:10 y se mezclaron utilizando un
procesador de alimentos (HR 1364 600W, Philips, Paises Bajos). Después de la centrifugacion se midio el
sobrenadante (440-650 nm) con un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg,
Alemania). Se calcul6 la concentracion total de la mioglobina segiun Faustman and Phillips ("Measurement of
discoloration in fresh meat", Current protocols in food analytical chemistry: John Wiley & Sons, Inc., 2001).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental se visualiza en la Figura 5. Un disefio 2? (factores, la edad del animal y el tipo de tejido graso)
se dividio en 4 dias experimentales (Figura 5, y Tablas 10 y 11). En cada esquina de este disefio 2? se afadio un
disefio de mezcla de red simple de 3 componentes (succinato, piruvato y adiciones de glutamato-malato; 0, 50 y 100
%) con 2 experimentos centrales adicionales como se muestra en la Figura 5. Cada uno de estos ocho puntos
experimentales tenia 4 factores (relacién glutamato-malato, niveles totales de mezcla afiadida, concentraciones de
citrato, concentraciones de oxigeno) en 2 niveles, esto es, un disefio 2* Se debe observar a continuacion que a
pesar de ser el oxigeno una variable del disefio cuando se planifico el experimento, la naturaleza de los datos hizo
necesario que se dividieran las observaciones en niveles bajos y altos de oxigeno para el modelado.

Tabla 10 - El disefio de mezcla centroide simplex de 8 puntos (Figura 5) con los respectivos productos quimicos y
mezcla en cada punto experimental

Punto experimental Succinato Piruvato Glutamato-malato
(porcentaje) (porcentaje) (porcentaje)

1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 0 50 50

5 50 0 50

6 50 50 0

7 33 33 33

8 33 33 33

Tabla 11 - El disefio 2° con los respectivos productos quimicos y niveles

Efecto Nivel 1 Nivel 2
Mezcla de componentes (mol/kg) | 0,05 0,1
Citrato (mol/kg) 0 0,025
Nivel de glutamato-malato 25:75 75:25
Tipo de grasa Cerdo Vaca
Edad Joven Vieja
Oxigeno % v/v) ~0 75

Los ocho puntos experimentales del disefio de mezcla, después de fraccionamiento del disefio (véase mas
adelante), fueron considerados entonces las esquinas de un cubo. Para hacer esto, el disefio de mezcla de 8 puntos
se registr6 como un experimento 2° mediante la introduccion de las tres variables ficticias de la mezcla como
variables de disefio factorial.

El disefio fue considerado como un disefio 2° (512 muestras). Con el fin de aumentar la viabilidad del disefio, se
construy6 la fraccién un cuarto del disefio 2° con 128 experimentos (32 cada dia, 4 dias en total) utilizando la teoria
de factorial fraccionado para disefios de dos niveles. El disefio real fue elegido entre los disefios estandar
considerando tres aspectos; 1) un patron de confusidén 6ptimo para las variables ficticias de la mezcla, 2) buenos
disefios individuales cada dia, 3) modelos alternativos basados en las variables originales deberian comportarse
bien segun los criterios clasicos de disefio 6ptimo (D-optimalidad). Para optimizar la confusién los puntos de mezcla
fueron diferentes para cada fraccion de un cuarto. Las 128 muestras representaron un disefio equilibrado. Sin
embargo, se afadieron 7 muestras adicionales cada dia. Se distribuyeron manualmente cuatro replicados (esquinas
y centro) de una manera que redujo al minimo el desequilibrio causado por la adicion de dichos replicados.
Finalmente, se prepararon 3 muestras en la esquina que consistian en trozos menudos con adiciones de soluciones
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de glutamato puro, malato puro o citrato puro. Ademas se produjeron 2 muestras solamente con agua afiadida
después cada dia.

El analisis estadistico se realizé de acuerdo con el método descrito por Langsrud et al. (J Appl Statist. (2007) 34:
1275-1296) e implementado en el software MANOVA 50-50 (http://wwwdJangsrud.com/stat/program.htm). Este
programa maneja disefios de mezcla como variables categéricas generalizadas (ANOVA generalizada). Cuando se
utiliza este método siempre se pueden formular modelos equivalentes que utilizan las variables individuales de
mezcla como variables de regresion ordinaria (un grado de libertad). Después tiene que ser omitida una variable
arbitraria de mezcla (variable de holgura). Los resultados importantes del analisis son resultados significativos
(valores p), varianzas explicadas (basadas en las sumas de cuadrados) y valores de la media ajustada (o
predicciones de la media). Los valores de la media ajustada se pueden calcular sobre la region total de la mezcla y
el resultado se puede presentar como superficies.

El analisis se bas6é en un modelo (las respuestas fueron: a*, b*, estados de mioglobina) que incluia los términos
dados en la Tabla 12. Cuando la "mezcla" era el efecto lineal del disefio de mezcla de 3 componentes en las
variables succinato, piruvato y glutamato-malato, "mezcla" era el efecto cuadratico del disefio de mezcla de 3
componentes, "mezcla x edad" era el término de interaccion de segundo orden entre el disefio de mezcla de 3
componentes y la edad y asi sucesivamente (Tabla 12). Se eligié6 este modelo relativamente complicado para
asegurar que el modelo era util para todas las variables de respuesta. Puesto que habia tantos como 40 grados de
libertad para el error y puesto que el andlisis se basaba en un enfoque jerarquico no fue necesaria una reduccion
adicional del modelo.

Tabla 12 - Los términos del modelo utilizado para analizar el disefio descrito en la Figura 5. Se construyeron dos
modelos separados para nivel alto y bajo de oxigeno

Términos de primer orden Términos de segundo orden Términos de tercer orden
Efecto DF Efecto DF Efecto DF
Tipo de grasa 1 Mezcla de 2 Mezcla de 2
componentes x tipo de componentes x edad x tipo de
grasa grasa
Edad 1 Mezcla de 2 Mezcla de 2
componentes x edad componentes x tipo de grasa x
citrato
Citrato 1 Mezcla de 2 Edad x tipo de grasa x citrato 2
componentes x citrato
Mezcla total de 1 Edad x tipo de grasa 1 Mezcla total de componentes x 1
componentes relacién malato/glutamato
Relacion 1 Edad x citrato 1 Mezcla de 2
malato/glutamato componentes x edad x tipo de
grasa
Mezcla de 2 Tipo de grasa x citrato 1 Mezcla de componentes x 3
componentes Mezcla de componentes*citrato
Mezcla de componentes x 3
Mezcla de componentes

DF: grados de libertad
Resultados - Composicién de acidos grasos del tejido graso

El musculo semimembranoso de los animales viejos (46-81 meses), tenia nominalmente 29 % mas de mioglobina
que el de los animales jovenes (16-19 meses). La diferencia, sin embargo, no era estadisticamente significativa
puesto que los dos musculos del grupo joven diferian profundamente. La composicion de acidos grasos del tejido
graso de vaca y de cerdo era diferente (Tabla 13). El tejido graso porcino contenia 10 veces mas acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), ademas de mas acidos grasos monoinsaturados (MUFA) que el tejido graso de vaca, que a
Su vez era mas rico en acidos grasos saturados (SFA) (Tabla 13).

Tabla 13 - Composiciones de &cidos grasos en la grasa de cerdo y de vaca

SFA % MUFA % PUFA %

Grasa de cerdo | 26,6 £ 0,2 50,0+ 0,0 22,0+0,1
(@
Grasa de vaca | 48,6 + 3,1 428 +1,8 20+04
2)
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* No se identificaron los acidos grasos restantes.

SFA,; acidos grasos saturados,

MUFA; acidos grasos monoinsaturados,

PUFA,; acidos grasos poliinsaturados.

Resultados - Tasa de consumo de oxigeno (OCR) de los musculos utilizados

Como se muestra en la Tabla 14 los sustratos mitocondriales que estimularon el complejo I, fueron glutamato,
malato y piruvato. La oxidacién del succinato llevé a la estimulacion del complejo || mediante la produccién de
FADH,. La B-oxidacion de octanoilcarnitina produjo equivalentes reductores que estimularon ambos complejos | y Il
El complejo | fue posteriormente inactivado por la rotenona, y el complejo Il por el acido maldnico. La inhibicién
completa del consumo de oxigeno por el ETS se alcanzoé utilizando antimicina A para inactivar el complejo I,
permaneciendo el ROX como la unica reaccion de consumo de oxigeno en este punto. Para todos los sistemas
musculares, la respiracion mitocondrial (medida como tasa de consumo de oxigeno) en la presencia de succinato
(complejo 1) tuvo mayor actividad que la respiracion en presencia de glutamato-malato (complejo |, Tabla 14). Para
los animales jovenes la respuesta a la B-oxidacion (octanoilcarnitina) fue el 60-67 % de la respuesta de complejo I
mientras que la respuesta a la 3-oxidacion para los animales viejos fue solamente el 10-21 % de la respuesta de
complejo Il (Tabla 14). Estas diferencias fueron significativas (p<0,003). La materia prima muscular mostré la
actividad dominante esperada del complejo Il. La reduccién nominal media (promedio de ambas edades) para la
actividad del complejo | fue de 48 % a lo largo de 13 dias de almacenamiento en frio. La reduccién nominal media
(promedio de ambas edades) en la B-oxidacién fue del 58 % durante los mismos 13 dias. El valor nominal medio
para la respiracion en el complejo Il y | fue mayor para los animales jévenes que para los viejos. Se obtuvieron
grandes errores estandar (Tabla 14) puesto que los dos musculos de los animales jovenes eran bastante diferentes.
Sin embargo, las cuatro muestras de musculos presentaron la reduccion esperada en OCR con el tiempo y el mayor
consumo de oxigeno en el complejo Il.

Tabla 14 — Media de consumo de oxigeno del tejido permeabilizado procedente de musculo semimembranoso de
animales jovenes y viejos antes de ser triturado y mezclado con grasa. Se hicieron cuatro medidas el dia de
envasado (dia 0) y 13 dias mas tarde

OCR (pmol de Oy/segundo)/mg de proteina) — media + error estandar
Animal | Dias Complejo I2 B-oxidante Complejo Il I inhibido® Il inhibido® ROX®
(sin ac:oplar)b
Joven | O 9,0+5.2 13,8 +4,8 20,9 + 6,1 19,2+5,7 28+14 11,3+ 2,6
13 70+27 8,0+3,3 13,5+5,3 11,2+ 3,8 0,3+0,1 43+1.2
Viejo 0 6,2+1,0 35+04 16,7+ 3,5 152+4,7 0,5+0,6 10,3+0,2
13 0,9+05 09+05 86+1,6 8,6 +0,9 -0,7+0,1 10,3 +1,1

®La respuesta del Complejo | fue después de estimulacion por el glutamato-malato y el piruvato.

®La respuesta del Complejo Il estuvo en secuencia después del complejo | y fue iniciada por el succinato y
desacoplada por la FCCP. El ADP estuvo presente después de la estimulacion del Complejo .

°l inhibido: complejo | inhibido por la rotenona,

9l inhibido: complejo Il inhibido por el &cido malénico,

°ROX: reaccion secundaria de consumo de oxigeno después de la inhibicion completa del ETS con antimicina A.
Resultados —Cambio medio en L* a* y b* con el tiempo

La rojez general (a*) en la carne de vaca triturada fue lo que mas cambié durante los experimentos y el envasado
con alto oxigeno produjo mas rojez que el envasado con bajo oxigeno (Figura 6A y B). Sin embargo, los valores de
a* en alto oxigeno fueron inestables y disminuyeron de manera constante desde el principio (Figura 6B), mientras
que la rojez en el envasado con bajo oxigeno tuvo un aumento desde el dia 1 hasta el dia 6 y se estabiliz6 en una
meseta (Figura 6A). Ademas, la carne de vaca triturada era la mas amarilla (b*) cuando se envasé con nivel alto de
oxigeno en comparacién con el nivel bajo de oxigeno (Figura 6A y B). Se produjo oscurecimiento de la superficie
debido a la oxidacion de la mioglobina y se produjo mas rapidamente en el envasado con alto oxigeno que con bajo
oxigeno (Figura 6A y B).
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La figura 6 muestra un punto de interrupcién sobre L* el dia 6 y el dia 3 para el envasado con alto y bajo oxigeno,
respectivamente. En estos puntos de interrupcion se detectd un olor debido al crecimiento bacteriano (no se
muestra), que se produce mas pronto en el envasado con alto oxigeno que con bajo oxigeno. Ademas, segun las
medidas de concentracion de oxigeno hubo una fuerte caida el dia 6 en los envases con alto oxigeno lo que apoya
la idea del crecimiento bacteriano (no se muestran los resultados).

Resultados - Cambios en a* y b* promovidos por la mezcla

La mezcla variable de disefio que contiene succinato, piruvato y/o glutamato-malato, tuvo la mayor influencia sobre
la variable de color a* (varianza explicada = 54,1 % en bajo oxigeno) el dia 3. La superficie de respuesta a diferentes
combinaciones de succinato, piruvato y glutamato-malato se puede ver en cada esquina respectiva en la Figura 7.
Como los valores de L* no cambiaron mucho y tuvieron poca influencia en el color (Fig. 6), los cambios de a* y b*
fueron el centro de atencion cuando se envasaron con nivel bajo de oxigeno (Fig. 7A y C) y con nivel alto de oxigeno
(Fig. 7B y D). El piruvato no mejord la rojez (a*) en ninguna condicion de envasado (Fig. 7A y B). Por otra parte,
parecio incluso que el piruvato disminuia los valores de a* y aumentaba los valores de b* en los envases con bajo
oxigeno (Fig. 7A y C). La superficie de respuesta en el envasado con bajo oxigeno el dia 3 muestra que el succinato
con glutamato-malato tiene los valores mas altos de a* mientras que el piruvato tuvo un efecto negativo sobre a*
(Fig. 7A). El piruvato promovié un aumento de la amarillez (aumentando b*) y tuvo el efecto contrario al succinato
(Fig. 7C). Fue evidente que el oxigeno alto lleva a valores altos tanto de a* como de b* para glutamato-malato (Fig.
7B y D). La direccion de a* cambié cuando la carne fue envasada con alto oxigeno y revelé un desplazamiento
gradual desde los valores altos de a* con glutamato-malato y piruvato el dia 0 hasta el glutamato-malato y succinato
el dia 8 (no se muestran resultados). En el envasado con alto oxigeno los valores altos de b* se localizaron en gran
medida en la esquina de glutamato-malato durante todo el experimento (Fig. 7D).

La concentracién real de la mezcla quimica (cualquier composicion) no fue significativa para el mantenimiento del
color (p> 0,05). Sin embargo, el glutamato lleva a valores de a* nominalmente mas altos y el malato a valores de b*
nominalmente mas altos cuando se envaso la carne con bajo oxigeno (no se muestra).

Resultados —Cambio medio en los estados de mioglobina con el tiempo

El cambio en el promedio de distribucion porcentual de los diferentes estados de la mioglobina con el tiempo en la
atmdsfera de bajo y alto oxigeno se muestra en la Figura 8A y B, respectivamente. La prevalencia de la OMb
(oximioglobina) y MMb (metamioglobina) disminuyd con el tiempo en el envasado con bajo oxigeno; la OMb quedo
casi agotada el dia 6 (Fig. 8A). Hubo un pico de MMb el dia 1 (de acuerdo con a*, Fig. 7A), lo que indica que la
mioglobina se convirti6 de OMb a MMb a DMb (desoximioglobina). Hubo pocos cambios después del dia 6, lo que
indica que el oxigeno en los envases se agoté rapidamente dentro de los primeros 5-6 dias (Fig. 8A). La prevalencia
de DMb tenia la tendencia opuesta a MMb y OMb y aumentd desde el principio hasta el dia 10 cuando se estabilizd
(Fig. 8A). Por otro lado, en un ambiente de alto oxigeno casi no hubo acumulacion de DMb (< 2 %, Fig. 8B). La OMb
era alta, pero disminuy6 a lo largo del tiempo experimental con un aumento concomitante de la MMb (Fig. 8B), lo
que indica una rotacion directa desde la mioglobina ferrosa con oxigeno unido hasta la mioglobina férrica o que una
transicion a través de la DMb no fue limitante de la tasa. Mas importante aun, se observd que la prevalencia de la
MMb aumenté junto con una disminucién de la OMb cuando se envasd con alto oxigeno (Fig. 8B), pero el contenido
de la MMb no aumento en los envases con bajo oxigeno (Fig. 8A).

Resultados - Cambios en DMb, OMb y MMb promovidos por la mezcla

La combinacién de succinato y glutamato-malato fue responsable en gran parte de la acumulacion de DMb en el
envasado con bajo oxigeno (Fig. 9A). La superficie de respuesta a DMb, OMb y MMb no cambié la pendiente a lo
largo del tiempo experimental de 13 dias (no se muestra) con bajo nivel de oxigeno. Por otra parte, el piruvato
aumento la formacion de OMb y de MMb (Fig. 9C y E). Bajo condiciones de alto oxigeno, la generacién de DMb fue
fuertemente apoyada por el succinato mas una concentraciéon mas pequefia de piruvato (Fig. 9B). El glutamato-
malato favorecié la formacién de OMb, mientras que el piruvato favorecié la MMb en condiciones de alto oxigeno
(Fig. 9D y F). La capacidad del glutamato-malato de mantener la OMb cambi6 poco con el tiempo (no se muestran
resultados). El dia 3 (y los dias posteriores) el piruvato fue un desestabilizador del color en condiciones de alto
oxigeno (Fig. 9F).

Resultados - El efecto de las variables del disefio factorial (2 niveles) sobre el color

La media ajustada de los efectos de la edad, la grasa animal, el citrato y el oxigeno sobre L*, a* y b* se muestran en
la Tabla 15, donde la edad (después del factor de mezcla) tuvo el mayor efecto sobre los valores de L* en las
medidas a todos los tiempos, tanto en envasado con bajo oxigeno como con alto oxigeno. Los animales jovenes
tuvieron los valores mas altos de L*, a* y b* a todos los tiempos, en ambas concentraciones de oxigeno (Tablas 15-
16). El tejido graso de cerdos produjo mayores valores de L* y a* que la grasa de vaca en casi todos los puntos de
tiempo en ambas concentraciones de oxigeno. El efecto del citrato fue pequefio pero mostré diferencias entre los
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envases con bajo y alto oxigeno. Lo mas importante fue el desarrollo de color después del dia 1, donde a* comenzo
a aumentar hasta el dia 8 y se estabilizé en el envasado con oxigeno bajo (Tabla 15).

El efecto de la edad sobre el estado de la mioglobina no fue significativo (P>0,05), excepto para el dia 1, donde los
animales jovenes tuvieron la mas alta prevalencia de MMb y los animales viejos tuvieron el maximo de DMb (Tablas
17 y 18). En el envasado con bajo oxigeno, los animales jovenes promovieron la prevalencia de MMb (Tabla 17). La
grasa porcina dio la mas alta prevalencia de DMb en todas las medidas y la grasa bovina la mas alta prevalencia de
OMb en las medidas con bajo oxigeno (Tabla 17). Ademas, la grasa bovina tuvo la mayor cantidad de MMb desde el
dia 8 al 10 en ambiente de bajo oxigeno mientras que la grasa porcina demostré estar implicada en la generacion de
MMb en ambiente de alto oxigeno los dias 6 y 8, presumiblemente debido a la oxidacion de los acidos grasos (Tabla
18).

La adicion de citrato en el envasado con bajo oxigeno aumenté la OMb y la MMb a la vez que se redujo la DMb. El
contenido de MMb estaba en su punto mas alto el dia 1 (citrato afadido; Tabla 17). Bajo condiciones de alto
oxigeno, el citrato llevé a valores nominales mas altos para OMb (y a valores nominalmente mas bajos para MMb),
pero el efecto no fue significativo (Tabla 18).

Tabla 15 — Medias ajustadas (segun el modelo de la Tabla 12) con errores estandar en los niveles alto y bajo de la
edad, la grasa y el citrato sobre el desarrollo de los valores de L*, a* y b* con el tiempo de almacenamiento en
condiciones de bajo oxigeno

Efecto Tipo Variable Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 13
Edad Joven L* 342+01 34,001 339+0,1 338+01 338%0,1 340+0,1
a* 74+0,1 8,0+0,1 8,5+0,1 8,5+0,1 8,6+0,1 84+0,2
b* 27+0,1 25+0,1 2,3+0,0 2,3+0,0 24+0,0 24+0,1
Viejo L* 33,1+0,1 32,7+0,1 328+0,1 330+01 332%0,1 329+0,1
a* 6,1+0,1 6,8+0,1 7,3+0,1 74+0,1 74 +0,1 75+0,2
b* 21+0,1 20+0,1 2,0+£0,0 1,9+0,0 1,9+0,0 1,9+0,1
Grasa Cerdo L* 34,1+01 339+0,1 339+0,1 338+01 339%0,1 33,7+0,1
a* 7,1+0,1 7,7+0,1 8,8+0,1 8,3+0,1 8,3+0,1 8,2+0,1
b* 24+01* 23+0,1* 22400 22+0,0* 22%0,0* 23+0,1
Ganado L* 33,2+0,1 328%+0,1 328+0,1 33,1+01 331%+0,1 33,1+0,1
vacuno
a* 6,4+0,1 71701 7,601 75+0,1 7,6 0,1 7,7+0,2
b* 24+0,1* 23+01* 21+00° 2100 21+£00* 20+0,1
Citrato Bajo L* 33,8+0,3 33,71#0,3 33,4+0,2* 33,5¢0,2* 33,6+0,2* 33,6+0,3*
a* 6,9+03* 7,7+0,2 8,2+0,2 8,3+0,2 8,3+0,2 8,3+0,3
b* 25+0,3 23+0,1* 22+01* 22+01* 22%0,1 2,2+0,2*
Alto L* 33,5+0,3 33,003 333+0,2* 334+0,2* 33,4+0,2* 33,24+0,3*
a* 66+03" 7,1+0.2 75+0,2 75+0,2 7,6+0,2 7,6 0,4
b* 2,3+0,2 23+0,1* 22+01* 21+01* 21%0,1 2,1+0,2*

*La diferencia entre el nivel alto y bajo de los efectos a los tiempos especificados no fue significativa (P> 0,05)

Tabla 16 — Medias ajustadas (segun el modelo de la Tabla 12) con errores estandar en los niveles alto y bajo de la
edad, la grasa y el citrato sobre el desarrollo de los valores de L*, a* y b* con el tiempo de almacenamiento en
condiciones de alto oxigeno

Efecto Tipo Variable Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
Edad Joven L* 350+0,1 34,701 34,7+0,1 346+0,1
a* 136+0,1 124+01 11,1+£0,1 10,3%0,1
b* 51+0,1 48+0,1 45+0,1 4,3+0,0
Viejo L* 338+0,1 328%+0,1 333%0,1 336+0,1

21




Grasa Cerdo
Ganado
vacuno

Citrato Bajo
Alto

*

a
b*
L*
a*
b*
L*
a*
b*
L*
a*
b*
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a
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12,4 + 0,1
0,1+£0,1
34,4+ 0,1*
13,2+ 0,1
4,7+0,1
34,4+ 0,1*

12,8 0,1
4,4+01

34,5+0,2
13,0+ 0,2*
46+0,1"
34,2+0,3
13,0+ 0,2*
45+0,1"

12,1 £ 0,1
0,1+£0,1

34,4 +0,1
12,2+ 0,1*
45+0,1*
33,1+£0,1

12,3+ 0,1*
4,4£01*
33,9+ 0,3*
12,1740,2*
45+0,1*
33,6 +0,3*
12,3+0,2*
4,4£01*

10,5+ 0,1
0,06 + 0,1
34,4 +0,1
11,0+ 0,1
43+0,1

33,7+0,1

10,6 £ 0,1
4,0x01

34,8 +0,3
10,6 £0,2
4,20+ 0,2*
33,8+0,3
11,0+ 0,3
4,1+0,2*

96+0,1
0,0+£0,0
34,4+0,1
10,0+ 0,1*
4,1+0,0
33,9+0,1

9,8+0,1*
3,8+£0,0

34,3+0,2
9,6 £0,2

4,0+0,1*
33,9+0,3
10,3+0,2
4,0+0,1*

*La diferencia entre el nivel alto y bajo de los efectos a los tiempos especificados no fue significativa (P> 0,05)

Tabla 17 — Medias ajustadas (segun el modelo de la Tabla 12) con errores estandar en los niveles alto y bajo de la
edad, la grasa y el citrato sobre el desarrollo de los porcentajes de DMb, OMb y MMb (datos normalizados) con el
tiempo de almacenamiento a baja concentracion de oxigeno. Los valores estan en % y no estan normalizados.

Efecto Tipo Modo Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 13
Edad Joven DMb 40,6 +3,2 60,2+ 3,3* 71,8£3,1* 72,1+3,2* 73,9+3,1* 70,8 +4,1*
OMb 8,3+0,4 4,740,4* 2,8+0,4* 2,740,4 3,2+0,3* 3,810,5
MMb 51,2+2,9 351+3,0© 254+29* 253+2,8* 23,0+2,8 254+3,7*
Viejo DMb 49,3+3,2 60,2+ 3,3* 68,9+3,1* 71,0+3,2* 74,5+3,1* 78,1+4,1*
OMb 6,510,4 4,410,4* 3,2+0,4* 3,610,4 2,740,3* 2,54+0,5
MMb 443+29 353+3,00 27,9+29* 254+28* 228+28* 19,4+37*
Grasa Cerdo DMb 48,9+ 3,2* 658+32 747+30 76,731 795+30 76,0+4,0*
OMb 6,0+0,4 2,640,4 1,4+0,4 1,940,4 1,60,3 1,940,5
MMb 451+2,9* 31,6+£3,00 24,0£29* 214+28 189+28 22,1+3,7*
Ganado DMb 40,7+ 3,3* 54,1+33 656+32 658+32 684+32 7209442*
vacuno
OMb 8,8+0,4 6,7+0,4 4,8+0,4 4,6+0,4 4,410,3 4,410,5
MMb 50,5+ 3,0* 39,2+ 3,1* 29,6+29* 29629 272+29 227+38"
Citrato Bajo DMb 47,6+ 3,1* 646+£32* 753+30 76,031 782+3,0 76,5+4,0*
OMb 7,0+0,4* 3,8+0,4 2,310,4 2,3+0,4 2,2+0,3 2,5+0,5*
MMb 454+ 29* 31,7+2,9* 223+28 21,7+2,8* 19,7+2,8* 21,0+3,6*
Alto DMb 42,1+ 3,3* 555+3,3* 649+31 66,6+3,1 699+30 723+4,1*
OMb 7,8+0,4* 5,5+0,4 3,7+0,4 4,1+0,4 3,8+0,3 3,80,5*
MMb 50,2+ 3,0¢ 39,1+3,17* 31,4+3,0 29,3+29* 26,3+2,9* 23,9+3,8*

*La diferencia entre los niveles alto y bajo de los efectos a los tiempos especificados no fue significativa (P> 0,05)
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Tabla 18 — Medias ajustadas (segun el modelo de la Tabla 12) con errores estandar en los niveles alto y bajo de la
edad, la grasa y el citrato sobre el desarrollo de los porcentajes de DMb, OMb y MMb (datos normalizados) con el
tiempo de almacenamiento a alta concentracion de oxigeno. Los valores estan en % y no estan normalizados.

Efecto Tipo Modo Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
Edad Joven DMb 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4 +0,3 0,2+0,2
OMb 91,3+0,3 86,6+0,6 76,2+0,7*  66,3%0,7*
MMb 8,7+0,3 13,4+ 0,6  23,4+0,6* 33,6+0,7
Viejo DMb 0,0+0,0 0,1+0,0 1,4+ 0,3 25+0,2
OMb 94,310,3 88,410,6 75,4+0,7*  69,0%0,7*
MMb 57+0,3 116+06 23,2+0,6* 285+0,7
Grasa Cerdo DMb 0,0+0,0 0,0+0,00 0803 1,3£0,2
OMb 91,0£0,3*  88,2+0,6 73,7£0,7*  66,410,7
MMb 9,0+0,3 11,8+0,6* 255+06 323+0,7
Ganado DMb 0,0+0,0 0,1 +0,0* 1,0£0,3 1,4 £0,2
vacuno
OMb 94,5+0,3*  86,8+0,6 77,840,7*  68,8+0,7
MMb 55+0,3 13,1+0,6* 212+06 29807
Citrato Bajo DMb 0,0+0,0¢ 0,1+0,0 1,3+0,3 2,0£0,2
OMb 92,3+0,3 85,7+0,6 72,8+0,7 63,1+0,7
MMb 7,7+0,3 142+06 259+06 34907
Alto DMb 0,0+0,0¢6 0,0+0,0 0,5+ 0,3 0,6+ 0,2
OMb 93,4+0,6 89,5+0,6 79,1+0,7 72,7+0,8
MMb 6,6 0,3 10,5+0,6 204+06 26,7+0,7

*La diferencia entre los niveles alto y bajo de los efectos a los tiempos especificados no fue significativa (P> 0,05)
Resultados - Mezclas que dan el maximo y el minimo en las variables de color

Las combinaciones que se encontraron que daban el maximo y el minimo en los valores de a* y b* y en los estados
de mioglobina para los dos métodos de envasado se muestran en las Tablas 19 y 20. Los valores son a partir del dia
3 y las predicciones se hicieron sobre las muestras que contienen citrato y las que no contienen citrato.

Se obtuvo el valor maximo de a* (9,7 + 0,3) en el envasado con bajo oxigeno con el 41 % de succinato y el 59 % de
glutamato-malato (sin citrato) y se obtuvo el valor maximo de b* (4,0 + 0,1) con el 78 % de piruvato y el 22 % de
glutamato-malato (Tabla 19 y Fig. 7). Las muestras del envasado con alto oxigeno tuvieron los valores mas altos de
a* y b* con citrato y glutamato-malato de 13,3 £ 0,2 y 4,9 + 0,1, respectivamente (Tabla 20 y Fig. 7B y D).

Las condiciones que dieron lugar a la cantidad relativa mas alta de DMb en el envasado con bajo oxigeno, contenian
combinaciones similares de aditivos como aquellas que produjeron los valores maximos de a*. Ademas, las
combinaciones en envasado con bajo oxigeno que se demostré que inducen valores altos de b*, también estaban
promoviendo la OMb y la MMb (Tabla 19 y Fig. 9). La prevalencia de DMb bajo atmdsfera de alto oxigeno fue
influenciada principalmente por el succinato y en menor medida por el glutamato-malato, correspondiendo a 70-80 %
y 20-30 %, respectivamente (Tabla 20). La generacion de fracciones de alta OMb se mantuvo Unicamente por el
glutamato-malato, independientemente de las concentraciones de citrato (Tablas 19 y 20). La situacion fue bastante
diferente para la acumulacion de MMb ya que se demostrd que el piruvato promovia la MMb en ausencia de citrato,
mientras que el aumento de citrato llevaba a una mayor participacion del succinato (Tablas 19 y 20). A la inversa, las
condiciones que por lo general dieron como resultado valores minimos de a*, b* o mioglobina, fueron inversas a las
que dieron los valores maximos.
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Tabla 19 - Combinaciones de sustratos que producen la respuestas maxima (max) o minima (min) con las
desviaciones estandar para a*, b* y los estados de mioglobina (no normalizados). Los resultados se muestran como
% de cada adicién de los respectivos productos quimicos (cantidades totales de 0,05 mol/kg o de 0,1 mol/kg). Las
afirmaciones se basaron en valores no ajustados (Tabla 12) del efecto del componente de la mezcla el dia 3. Se
muestran el envasado con alto nivel de oxigeno y nivel bajo y alto de citrato.

Variable Citrato Succinato Piruvato Glu-Mal Magnitud de la
variable
a* Bajo 40 0 60 9,7+0,2°
Alto** 60 0 40 9,2+0,2°
Bajo 0 80 20 48+02°
Alto 0 80 20 53+0,2°
b* Bajo 0 80 20 4,02x0,1°
Alto 0 80 20 3,5+0,1°
Bajo 70 0 30 1,2+0,1°
Alto 50 0 50 1,2+0,1°
DMb® Bajo 50 0 50 105,0 +9,0°
Alto 50 0 50 100,0 £ 9,0°
Bajo 0 70 30 -1,0+8,0°
Alto 0 80 20 6,0+7,0°
OMb® Bajo 0 80 20 9,0+1,0°
Alto 0 80 20 1,0+ 1,0°
Bajo 40 0 60 -2,0+1,0°
Alto 60 0 40 20+1,0°
MMb? Bajo 0 70 30 87,0 £8,0°
Alto 0 80 20 81,0+7,0°
Bajo 50 0 50 -8,0+9,0°
Alto 50 0 50 -3,0£0,0°
Glu-Mal = glutamato-malato. Los valores minimo y maximo de color obtenidos se designan como b y S

respectivamente. Cuando esta presente el citrato (alto) representa el 25 % de las cantidades totales por lo que los
otros aditivos se deben multiplicar por 0,75.

Tabla 20 - Combinaciones de sustratos que producen la respuestas maxima (max) o minima (min) con las
desviaciones estandar para a*, b* y los estados de mioglobina (no normalizados). Los resultados se muestran como
% de cada adicién de los respectivos productos quimicos (cantidades totales de 0,05 mol/kg o de 0,1 mol/kg). Las
afirmaciones se basaron en valores no ajustados (Tabla 12) del efecto del componente de la mezcla el dia 3. Se
muestran el envasado con alto nivel de oxigeno y nivel bajo y alto de citrato.

Variable Citrato Succinato Piruvato Glu-Mal* Magnitud de la
variable

a* Bajo 0 0 100 13,4 +0,2°
Alto** 0 0 100 13,2 +0,3°
Bajo 60 40 0 11,4 £0,2°
Alto 50 50 0 11,4 +0,2°

b* Bajo 0 0 100 5,0+0,1°
Alto 0 0 100 4,8+0,2°
Bajo 60 20 20 42+0,1°
Alto 50 50 0 41+0,1°
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DMb? Bajo 80 0 20 -5,0 + 1,0°
Alto 70 30 0 6,0+ 1,0°
Bajo 0 100 0 -10,0 + 1,0°
Alto 0 0 100 -12,0+0,0°

OMb? Bajo 0 0 100 91,0 +£2,0°
Alto 0 0 100 98,0 +2,0°
Bajo 60 40 0 77,0 £2,0°
Alto 60 40 0 81,0+2,0°

MMb? Bajo 0 90 10 17,0 £1,0°
Alto 50 50 0 15,0 + 2,0°
Bajo 0 0 100 9,0+2,0°
Alto 20 0 80 7,0+2,0°

*Glu-Mal =-glutamato-malato. Los valores minimo y maximo de color obtenidos se designan como ° y ©

respectivamente. Cuando esta presente el citrato (alto) representa el 25 % de las cantidades totales por lo que los
otros aditivos se deben multiplicar por 0,75.

Resultados - El efecto de la mezcla en comparacién con la adicidon de sélo agua

En comparacién con el promedio de los cambios de b* en la Figura 6A, fue evidente que b* disminuyé mas
rapidamente con la mezcla. Se obtuvo un valor bajo de b* con el succinato y el glutamato-malato en el envasado con
bajo oxigeno. El valor mas bajo de b* en la Tabla 15 (2,3 + 0,1) fue menor que el mas bajo de b* en la Tabla 21 (3,1
+ 1,2). Por lo tanto habia una razén valida para pensar que estos ingredientes en el envasado con bajo oxigeno
reducian el sistema rapidamente y proporcionaban mas DMb. La situacion en el envasado con alto oxigeno fue
menos pronunciada. El dia 3 el sistema de alto oxigeno con agua tenia un valor de a* igual a 12,8, mientras que el
valor de a* mas alto obtenido después fue de 13,3 (Tabla 20 y 22).

En comparacion con el promedio de los cambios de DMb en la Figura 8A, fue evidente que la DMb aumenté mas
rapidamente y alcanzé un valor mas alto cuando soélo se afiadié agua. Sin embargo, si se compara con la mezcla
optima de succinato y glutamato-malato en el envasado con bajo oxigeno el dia 3, el contenido de DMb fue mucho
mas alto (Tabla 19 y 21) que en el agua.

La OMb en la muestra con agua afiadida en el envasado con alto oxigeno fue inferior a la media de la muestra con
aditivos (Figura 8B y Tabla 21). La OMb mas alta (con glutamato-malato) el dia 3 en la Tabla 20 (1,0 £ 0,0) fue
superior a la mas alta OMb en la Tabla 22 (80 + 6). Asi pues, tanto en el envasado con bajo oxigeno como con alto
oxigeno, se alcanzoé y se estabilizé el estado deseado mas pronto con aditivos.

Tabla 21 - Muestras control que indican los valores de L*, a*, b* y los estados de la mioglobina. A la carne de vaca
triturada se afadié solamente agua y se variaron el nivel de oxigeno (bajo nivel de oxigeno), la edad (jévenes y
viejos) y el tipo de grasa (grasa de vaca y de cerdo). Se tomaron dos muestras para cada combinaciéon con 3
medidas en cada muestra, lo que resultd en un total de 8 muestras control. Se presentan la media y las desviaciones
estandar (no hay datos normalizados para los porcentajes de mioglobina)

Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 13
L* 355+04 352+04 344104 34,5+0,8 345%0,5 34,3+£0,9
a* 12,0+1,3 86+24 10,1+1,3 10,3+1,2 10,3+0,7 10,4 £ 0,7
b* 46+0,8 3,1+1,2 2,4+ 0,3 24+04 2,4 +0,1 24+£0,2
DMb 25,0+17,0 65,0 + 38,0 88,0+ 19,0 67,0 +31,0 940+7,0 97,0+6,0
OMb 5,0%3,0 -1,0+£3,0 -6,0+5,0 0,046,0 -2,0+2,0 -6,046,0
MMb 67,0+ 17,0 30,0+ 7,0 10,0+10,0 22,0+220 3,0+1,0 4,0+ 2,0
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Tabla 22 - Muestras control que indican los valores de L*, a*, b* y los estados de la mioglobina. A la carne de vaca
triturada se afiadié solamente agua y se variaron el nivel de oxigeno (alto nivel de oxigeno), la edad (jévenes y
viejos) y el tipo de grasa (grasa de vaca y de cerdo). Se tomaron dos muestras para cada combinacién con 3
medidas en cada muestra, lo que resultd en un total de 8 muestras control. Se presentan la media y las desviaciones
estandar (no hay datos normalizados para los porcentajes de mioglobina)

Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 8
L* 36,4+ 1,1 36,5+1,1 36,6 + 1,1 35,7+1,6
a* 14,7 +1,1 12,8 +0,9 11,3+ 0,7 10,7 +0,9
b* 59+0,2 556+0,2 52+0,3 53+0,2
DMb -17,0£ 8,0 -4,0+£6,0 0,0+12,0 6,0+£7,0
OMb 102,0+8,0 80,0+6,0 65,0+12,0 50,0+7,0
MMb 10,0 + 10,0 13,0+ 5,0 24,0£15,0 30,0+4,0

Discusién y conclusiones

La carne de vaca triturada se envasé en atmoésfera de bajo y de alto oxigeno, con la adiciéon de una variedad de
sustratos y concentraciones para aumentar la prevalencia de la mioglobina reducida.

Los resultados dan a entender que, en condiciones de bajo oxigeno, lo mas importante sera mantener la DMb en el
valor maximo para esta atmodsfera. La mezcla de succinato y glutamato-malato fue la variable individual mas
importante que afecta a los valores de DMb y de a* (Tabla 19). A lo largo del experimento (13 dias en el envasado
con bajo oxigeno), la formacion de DMb se estabiliz6 mediante el glutamato/succinato (dias > 3 dias que no se
muestran). Las medidas de los estados de la mioglobina indican una fuerte superficie de respuesta hacia DMb
cuando se utilizé una mezcla de succinato y glutamato-malato.

En condiciones de alto oxigeno, los resultados dan a entender que lo mas importante sera mantener la OMb en el
valor maximo para esta atmosfera. La OMb maxima estuvo mediada principalmente por el glutamato-malato y el
citrato. Parece por tanto, que el complejo | mitocondrial fue el que mejor mantuvo la prevalencia de OMb. A pesar de
que la magnitud fue 0,0 para DMb, el succinato todavia fue importante y relevante para la DMb en condiciones de
alto oxigeno, similarmente a su papel en el envasado con bajo oxigeno. Esto puede sugerir que el succinato esté
actuando como un mediador entre MMb y OMb. Ademas, el gran efecto del succinato (que es el 70 % y 80 % de la
mezcla, con y sin citrato) en atmaésfera de alto oxigeno, en comparacion con la atmésfera de bajo oxigeno (que es el
50 % de la mezcla) indican que la reduccién mitocondrial de la mioglobina que se produce a través del complejo |l
fue mas fuerte en el envasado con alto oxigeno que con bajo oxigeno (Tablas 19 y 20). Estos resultados indican que
el metabolismo del succinato estaba influenciado por la concentraciéon de oxigeno y que la actividad podria llegar a
ser regulada por incremento en un ambiente de alto oxigeno. La acumulacion de MMb por lo tanto, supera la
capacidad mitocondrial de reduccidn de la mioglobina en esta atmosfera y el color de la carne se vuelve marrén. Las
adiciones de glutamato-malato desaceleraron la acumulacion de MMb.

El piruvato provocé la formacion de MMb tanto en el envasado con bajo oxigeno como con alto oxigeno. El piruvato
es un producto de la glucolisis y puede llegar a convertirse en acetil-coenzima A y atraviesa la membrana
mitocondrial en el ciclo TCA siempre que haya disponible suficiente coenzima A (CoA). Ramanthan et al. {Meat Sci.
(2010) 86 (3): 738-741) demostraron que el piruvato puede mejorar significativamente el color de la carne a pH 5,6 y
7,4. También ha sido publicado por Messer et al. {Am J Physiol Cell Physiol (2004) 286 (3): C565-572) que la
oxidacion del piruvato contribuye poco (2,1 %) a la fosforilacion oxidativa. Con el fin de que el piruvato funcione
como una fuente de electrones en el ciclo TCA, es necesario que sea aplicado junto con el malato que se condensa
a oxaloacetato (todavia requiere que esté presente suficiente CoA) para que suceda. En condiciones anaerdbicas
como en la carne, el piruvato parece que es metabolizado fuera de las mitocondrias a lactato por medio de la lactato-
deshidrogenasa. En el presente sistema, el piruvato puede, por tanto, haber contribuido a la disminucién de pH y en
consecuencia haber interferido con el sistema reductor y de ese modo generar indirectamente MMb. Ademas, se
analizé el piruvato en el presente sistema, pero no indujo el consumo de oxigeno (no se muestran resultados).

En general, las condiciones que dieron la maxima cantidad de DMb en el sistema de bajo oxigeno contenian
principalmente mezclas de succinato y glutamato-malato, mientras que las condiciones que promovian OMb y MMb
contenian piruvato y glutamato-malato. Sin embargo, el piruvato no promovié mucho tiempo la formacién de OMb en
el envasado con alto oxigeno (al menos no después del dia uno). El glutamato-malato fue el componente mas
importante para regular la OMb y el succinato para la formacion de DMb en el envasado con alto oxigeno.

Los resultados del dia 3 en ambiente de alto oxigeno sugieren el aumento de la estabilidad de la OMb con el citrato
presente. Por otra parte, la influencia del citrato en el mantenimiento de la OMb aumenté notablemente el dia 8 en el
envasado con alto oxigeno en relacion con la importancia de la mezcla.

Se ha demostrado que el succinato, glutamato, malato y citrato eliminan el oxigeno residual y reducen la mioglobina
en la carne. Para el almacenamiento con alto oxigeno de la carne triturada, se ha encontrado que el glutamato-
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malato es el que mejor conservaba la OMb y que el citrato se hacia cada vez mas importante con el tiempo de
almacenamiento. En atmdsfera de bajo oxigeno, el malato-glutamato mas succinato indujo rapidamente un estado
de DMb pura, mientras que el piruvato promovié la formacion de MMb.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de envasado de un producto alimentario que comprende carne cruda, comprendiendo el método poner
en contacto dicho producto o la carne cruda a ser utilizada en el mismo con una composicién que comprende como
componentes activos: (i) succinato y glutamato y/o malato; o (ii) glutamato, malato y, opcionalmente, citrato; y
envasar dicho producto.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas almacenar la carne durante un periodo de tiempo y en
donde dicho método es efectivo para aumentar la estabilidad del color y/o reducir la aparicion y/o la extension de la
ranciedad de la carne cruda.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en donde dicho envasado se realiza en una atmédsfera
modificada.

4. El método de la reivindicaciéon 3, en donde la atmésfera modificada es una atmésfera gaseosa de bajo oxigeno
que contiene menos de aproximadamente 1 % en moles de oxigeno molecular, o una atmosfera gaseosa de alto
oxigeno que contiene hasta aproximadamente 80 % de oxigeno molecular.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la composicion o bien comprende succinato,
glutamato y al menos uno de citrato, isocitrato y aconitato,

o bien

la composicion comprende succinato, glutamato, malato y citrato, preferiblemente succinato, glutamato, malato y
citrato en una relacion de aproximadamente 11:4:2:3 en peso.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la composicion comprende componentes
activos seleccionados de acido succinico, acido glutamico, glutamato monosaddico, acido citrico, citrato trisédico,
acido isocitrico, isocitrato trisédico, acido aconitico, acido malico, malato de sodio, acido piravico, piruvato sédico y
piruvato célcico.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la composicion comprende 30-75 % de
succinato en peso del total de los componentes activos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la composicion comprende 10-30 % de
glutamato en peso del total de los componentes activos, y/o en donde la composicién comprende 5-25 % de malato
en peso del total de los componentes activos, y/o en donde la composicién comprende 10-30 % de citrato en peso
del total de los componentes activos.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende como componentes activos (i) succinato y
glutamato y/o malato; y dicho producto se envasa en un ambiente gaseoso de bajo oxigeno que contiene menos de
2 % en moles de oxigeno molecular, preferiblemente en donde la composicion comprende 25-95 % de succinato en
peso del total de los componentes activos, 15-30 % de glutamato en peso del total de los componentes activos, y/o
15-30 % de malato en peso del total de los componentes activos;

0o

en donde la composicion comprende como componentes activos (ii) glutamato, malato y citrato; y dicho producto se
envasa en un ambiente gaseoso de alto oxigeno que contiene mas de 2 % en moles de oxigeno molecular,
preferiblemente en donde la composiciéon comprende 25-75 % de glutamato en peso del total de los componentes
activos, 25-75 % de malato en peso del total de los componentes activos, y hasta el 30 % de citrato en peso del total
de los componentes activos (por ejemplo 10-30 % de citrato en peso del total de los componentes activos).

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la composicion comprende menos de
aproximadamente 10 % de piruvato en peso del total de los componentes activos.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la carne se pone en contacto con una
cantidad de composicion que contiene entre 7,5y 20 g de dichos componentes activos por kg de carne.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la composicién comprende acido succinico
y una sal de acido succinico, por ejemplo, en una relacion de aproximadamente 4:1.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la composicién comprende acido glutamico
y una sal de acido glutamico, y/o en donde la composicion comprende acido malico y una sal de acido malico, y/o en
donde la composicion comprende acido citrico y una sal de acido citrico.
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14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la composicion es una composicion liquida
que tiene un pH entre 5 y 6, por ejemplo aproximadamente 5,8.

15. Una composicidon que comprende o bien succinato y glutamato y/o malato como componentes activos, en donde
el succinato esta presente en una cantidad de 25-95 % en peso del total de los componentes activos,

o bien

que comprende glutamato, malato y, opcionalmente, citrato como componentes activos, en donde el malato esta
presente en una cantidad de 5-25 % en peso del total de los componentes activos, preferiblemente en donde la
composicion comprende glutamato, malato y citrato como componentes activos.

16. Un método o composicidén segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde los componentes
activos se proporcionan en la forma de L-glutamato, D-isocitrato, cis-aconitato o L-malato.
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