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RESUMEN

Experimento 1

Uno de los manejos mas importantes y de mayor impacto en la engorda del pollo al final
de su ciclo productivo, es el proceso de carga y transporte estos manejos antemortem,
generan estrés, reducen su bienestar y afectan la calidad de las canales. El objetivo del
estudio fue determinar el efecto de un modulador alostatico (MA) en la reduccion de la
carga alostatica causada por manejo antemortem mediante la evaluacion de la apariencia y
la calidad microbiolédgica de la canal. Como MA se administrdé una combinacion de 50 mg
de 4cido ascorbico, 62.5 mg de 4cido acetilsalicilico y 251 pEq de Na’, K y CI por L de
agua, 2 dias antes del envio a rastro. El experimento se realiz6 bajo un arreglo factorial 2 x
2 x 2 (estirpes comerciales L1 y L2; programas de ayuno 10 h y 16 h; con y sin la adicién
del MA); un total de 600 pollos de un dia de edad y criados hasta el dia 49, fueron
asignados aleatoriamente a cada uno de los 8 tratamientos con 3 réplicas de 25 pollos cada
uno. La apariencia de la canal se determind por la presencia de lesiones causadas por
manejo antemortem y la calidad microbiologica de éstas, mediante conteo de UFC/mL para
coliformes y mesofilos totales. Los resultados mostraron asociacion entre la frecuencia de
lesiones y el MA (P = 0.015) con una disminucion de lesiones por el uso del MA. Juntos,
16 h de ayuno y MA redujeron conteo de coliformes (0.5 log;p UFC/mL; P = 0.003) y
mesofilos totales (0.25 log;o UFC/mL; P = 0.004) en canales sin lavar. En el presente
trabajo se demostré que el uso del MA es un medio efectivo para reducir el estrés
antemortem en los pollos de engorda, asi como para mejorar su bienestar y la calidad de las

canales permitiendo ofrecer al consumidor un producto mejor en apariencia y calidad.
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Experimento 2

El objetivo de este estudio fue seleccionar biomarcadores fisiologicos del estrés en pollos
de engorda para evaluar el efecto de la carga alostatica por manejo antemortem
suplementando un modulador alostatico (MA), asi como determinar si la adicion del MA
modifica las caracteristicas funcionales de la carne de pollo. Seiscientos pollitos de un dia
de edad fueron alojados en 4 tratamientos con 6 réplicas de 25 aves cada uno, bajo un
arreglo factorial 2 x 2 (estirpes comerciales L1 y L2; con y sin la adicién del MA). Antes de
su envio a procesamiento a los 49 dias de edad, fueron sometidos a 10 horas de ayuno. El
MA (combinacion de 50 mg de 4c. ascorbico, 62.5 mg de 4c. acetilsalicilico y 251 pEq de
Na", K" y CI” por L de agua) fue adicionado 2 dias antes de ser transportados. El uso del
MA redujo significativamente (P = 0.001) la pérdida por goteo en pechugas hasta por 72
horas de refrigeracion, mostrando mayor efecto a las 24h en ambas estirpes; condicion que
repercuti6 al final del periodo de evaluacion en el porcentaje total de pérdida por goteo (P =
0.001). En lo referente a los biomarcadores fisiologicos, solo la relacién
Heterofilos:Linfocitos (P = 0.04) y Corticosterona (P = 0.051) en plasma mostraron
cambios importantes asociados al consumo del MA, su efecto sobre estos dos
biomarcadores indicaron su accidon como una nueva alternativa para reducir la carga

alostatica por estrés antemortem favoreciendo el bienestar de las aves.

Experimento 3
En este estudio se utilizaron 400 pollitos divididos en 4 tratamientos con 4 réplicas de 25
aves cada uno, bajo un arreglo factorial 2 x 2 (estirpes comerciales L1 y L2; con y sin la

adicion del MA). El MA [combinacion de 50 mg de ac. ascorbico, 62.5 mg de éc.
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acetilsalicilico y 251 uEq de Na', K" y CI” por L de solucién]) fue adicionado 2 dias antes
del envio a rastro a los 49 dias de edad. A partir de muestras de pechuga y pierna se
determino la actividad oxidativa y su vida de anaquel. La estabilidad lipidica se evalud
mediante la determinacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) y la
capacidad antioxidante endégena por el método quimico ABTS" [4cido 2,2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)], para evaluar la vida de anaquel se realizaron conteos de la
poblacion de coliformes y mesoéfilos totales. Las muestras se almacenaron en refrigeracion
durante 15 dias, empacadas en charolas de unicel y cubiertas con pelicula permeable al
oxigeno. La estabilidad lipidica y la actividad antioxidante en las muestras de pechuga y
pierna no reportaron diferencia (P > 0.05) entre tratamientos pero si por dias de
almacenamiento (P = 0.001). La mayor concentraciéon de malonaldehido/kg de carne y la
mayor actividad antioxidante se observo al dia 5 en pechuga y al dia 1 en pierna. Los
resultados del conteo de coliformes en pechuga mostraron reduccion (P = 0.001) por el uso
del MA, no asi en pierna. Mientras que en los mesoéfilos totales se observo un efecto de
interaccion MA*L*DA (P = 0.003) en pechuga y reduccion de mesofilos en pierna por el
MA (P = 0.001) solo hasta el dia 1. El MA no modificé la oxidacion lipidica, ni la
capacidad antioxidante, mostrando solo un efecto significativo en la carga microbiana de
ambas muestras; sin embargo, ésta no debe ser la unica alternativa para el control

microbiologico de la carne de pollo.

Palabras clave: Bienestar, transporte, calidad de canal, pollo de engorda, estrés, alostasis,

modulador alostatico, calidad de carne.



ABSTRACT

Experiment 1

One of the most important management with greater impact on broilers at the end of its
production cycle, is the process of loading and transporting, these antemortem
management, generate stress, reduced welfare and affect the quality of the carcasses. The
aim of the study was to determine the effect of an allostatic modulator (AM) on the
allostatic load caused by antemortem management stress in broilers. For that purpose, we
evaluated the appearance and microbiological quality of the carcass. A combination of 50
mg of ascorbic acid, 62.5 mg of acetylsalicylic acid and 251 pEq of Na’, K" and CI" was
administered to the chicks per L of water, 2 days before sending them to the processing
plant. Six hundred chicks were housed and divided in 8 treatments with 3 replicates of 25
broilers each, under a factorial arrangement 2 x 2 x 2 (commercial lines L1 and L2; feed
withdrawal programs of 10 h and 16 h; with and without the addition of AM). The
carcasses appearance was determined by the presence of bruises and the microbiological
quality by counting CFU/mL for total coliforms and mesophilic counts. The results showed
association between the frequency of bruises and AM (P = 0.015) with a reduction of
bruises in AM groups. Together, 16 h of feed withdrawal and AM reduced coliform counts
(0.5 logjp CFU/mL; P = 0.003) and total mesophilic (0.25 log;o CFU/mL; P = 0.004) in
unwashed carcasses. The antemortem broiler management increases the possibility of
damage, reducing their welfare and carcass quality; however, in the present study was
demonstrated that the use of AM improves these aspects and offers to consumers a better

product in appearance and quality.
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Experiment 2

The aim of this study was to select physiological stress biomarkers in broilers to evaluate
the effect of antemortem management allostatic load using an allostatic modulator (AM),
and to determine if the AM modifies the functional characteristics of broiler meat. Six
hundred chicks were housed in 4 treatments with 6 replicates of 25 birds each, under a 2 x 2
factorial arrangement (commercial lines L1 and L2; with and without the addition of AM).
Before sending them to processing plant, broilers were subjected to 10 hours of feed
withdrawal, adding the AM (combination of 50 mg of ascorbic acid, 62.5 mg of
acetylsalicylic acid, and 251 uEq of Na", K" and CI per L of water) for the last 2 days. The
use of AM reduced (P = 0.001) drip loss in breasts stored in refrigeration up to 72 h,
showing the greatest effect at 24h in both strains; the total percentage of drip loss was
reduced by AM (P = 0.001) at the end of the evaluation. Regarding physiological
biomarkers only the Heterophil:Lymphocyte ratios (P = 0.04) and Corticosterone (P =
0.051) plasma levels showed significant changes associated to the AM consumption.
Results showed the AM to be a new alternative for reducing antemortem management

allostatic load and favored the broiler welfare.

Experiment 3

This study was developed with 400 one day old broilers, divided into 4 treatments with 4
replicates of 25 birds each, under a 2 x 2 factorial arrangement (commercial lines L1 and
L2; with and without the addition of AM [a combination 50 mg of ascorbic acid, 62.5 mg
of acetylsalicylic acid, and 251 pEq of Na", K” and CI” per L]). The AM was administered

2 days before sending chicks to the processing plant at 49 days old, to evaluate oxidative
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activity and shelf life in breast and leg samples. Lipid stability was determined by
measuring the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and endogenous antioxidant
capacity by the chemical method ABTS" [acid 2,2-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)]; as well as the total coliforms and mesophilic counts. The samples were
stored under refrigeration for 15 days, packed in trays and covered with oxygen-permeable
film. Lipid stability and antioxidant activity in samples of breast and leg showed not
differences (P > 0.05) between treatments, only for storage days (P = 0.001). The highest
concentration of malonaldehyde/kg of meat and the highest antioxidant activity were
observed in breast and legs at day 5 and dayl respectively. The coliform population showed
a reduction only in breast samples (P = 0.001) treated with the AM. While, total mesophilic
counts showed interaction with DA*AM*L (P = 0.003) in breast, and a reduction effect in
leg with the use of the AM (P = 0.001) until day 1. AM did not modified neither lipid
oxidation nor antioxidant capacity, but showed a reduction effect on the CFU/mL in both
samples; however, this should not be the only alternative for microbiological control of

broiler chicken meat.

Key words: Welfare, live haul, carcass quality, broilers, stress, allostasis, allostatic

modulator, meat quality.
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DETERMINACION DEL BIENESTAR EN POLLOS MEDIANTE
BIOMARCADORES FISIOLOGICOS, CARACTERIZACION DE LA CARNE Y
UN MODULADOR ALOSTATICO COMO ALTERNATIVA EN LA REDUCCION

DEL ESTRES ANTEMORTEM

1. ANTECEDENTES

El incremento de la poblaciéon mundial ha traido consigo la necesidad de producir mas
alimentos, de tal forma que los actuales sistemas de produccion avicola, se han enfocado en
hacerlo en el menor tiempo posible; para lograr ésto, paulatinamente el hombre ha
modificado el medio ambiente de las aves. El incremento de la densidad de poblacion y la
reduccién de los ciclos productivos son claros ejemplos de estas modificaciones; sin
embargo, aun cuando los avicultores se esfuerzan en proporcionar bienestar a los animales,
¢ésto no siempre sucede y en ocasiones las aves son expuestas a diversas situaciones que las
alteran durante su manejo de rutina (Estevez, 2007; Skrbié et al., 2005; Jayalakshmi et al.,

2009).

Actualmente el bienestar animal tiene una gran importancia para los consumidores en
Europa y Norte América, y particularmente se enfoca en el transporte de los animales
vivos; de acuerdo con Broom (1986) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2007) el bienestar animal se define como el estado en que el animal tiene satisfechas sus
necesidades fisioldgicas, de salud y de comportamiento frente a cambios en su ambiente,
generalmente impuestos por el ser humano; en ocasiones esto se puede lograr con poco

esfuerzo y gasto de energia. Cuando €sto no se cumple se considera que el animal se



somete a estrés. Por muchos afos, el estrés ha sido reconocido como la respuesta
inespecifica frente a cualquier estimulo que tiende a alterar la relacion huésped-agente-
medio ambiente mejor conocida como homeostasis; y ésta se define como un conjunto de
fendmenos fisiologicos que intentan mantener el equilibrio interno y ayudan al organismo a

restaurar su estado normal cuando éste ha sido alterado (Seyle and Fortier, 1950).

No obstante, cuando el desgaste en un individuo sometido a estrés es constante, prolongado
o cuando implica un sobre esfuerzo se le denomina Alostasis (McEwen, 2000); este
concepto es definido como un proceso de adaptacion para mantener activamente el
equilibrio a través de multiples cambios en los mecanismos fisioldgicos; los cuales al ser
constantes generan un cimulo de efectos fisioldgicos, condicion que se conoce como carga
alostatica y su respuesta involucra tanto a la predisposicion genética, como a la conducta y
el medio ambiente que rodea al individuo (Korte et al., 2005; Stewart, 2006; Herring and
Gawlik, 2007; Romero et al., 2009). La evaluacion de la carga alostatica puede llevarse a
cabo mediante multiples biomarcadores fisioldgicos relacionados con la actividad
metabolica, cardiovascular, inflamatoria, actividad del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) y sistema nervioso simpdatico (SNS) (Minton, 1994; McEwen, 2008; Korte et al.,

2005)

Condiciones medioambientales y de manejo rutinario realizadas en las aves como son:
sistemas de alojamiento (Kun et al., 2009), cambios de temperatura (Borges et al., 2003,
2004), aumento en la densidad de poblacion (Estevez, 2007; Jayalakshmi et al., 2009),

programas de ayuno (Savenije et al., 2002), captura y enjaulado (Aksit et al., 2006),



transportacion (Kannan et al., 1997; Vecerek et al., 2006.), despunte del pico (Struwe et al.,
1992), aplicacion de vacunas (Amakyme-Anim et al., 2000), etc., tienen un amplio
potencial para desencadenar estrés, alterar el bienestar animal y en consecuencia activar los
ejes HPA y medular-simpatico-adrenal. Ambos sistemas juegan un papel preponderante en
aumentar la carga alostatica y mejorar el control de la homeostasis (Grandin, 1997; Romero

et al., 2009; Rostango, 2009).

Las condiciones estresantes se han relacionado con un grado de actividad secretoria por
parte de la glandula adrenal, por lo general en la médula adrenal se activa la liberacion de
catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) con el objetivo de incrementar la frecuencia
cardiaca, la vasoconstriccion, la broncodilatacion y el metabolismo, y asi movilizar las
reservas de energia (glucogeno) utiles en una respuesta rapida o de huida; sin embargo, si
esta situacion se prolonga, el hipotdlamo secretard el factor liberador de la corticotrofina
(CRH), que activa en la hipofisis o pituitaria la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) que actuara sobre la corteza adrenal y producird
glucocorticoides, [corticosterona (CORT) y cortisol] con el fin de movilizar las reservas
corporales (grasas, proteinas) y producir glucosa via gluconeogénesis, provocando en los
pollos pérdida de peso asi como inmunosupresion. La liberacion de corticosteroides no es
un proceso autorregulado, por lo que si un agente estresante no deja de ejercer su efecto, la
carga alostatica se ird acumulando hasta desarrollar patologias e inclusive la muerte del
animal por fatiga (Minton et al., 1994; McFarlane et al., 1989a; Romero et al., 2009;
Rostango, 2009). Generalmente el incremento en la concentracion plasmadtica de

CORT/cortisol, epinefrina y norepinefrina se considera indicativo de una situacion



estresante, dicho incremento esta intimamente relacionado con un decremento en la
funcionalidad de las células del sistema inmune, lo cual es muy perjudicial para el
desarrollo de los animales (McFarlane et al., 1989b; Minton, 1994; Puvadolpirod and

Thaxton, 2000a,b,c,d; Ozaslan et al., 2004; McEwen, 2008)

Simultaneamente durante los periodos de estrés, la digestion y absorcion de los nutrientes
del alimento no se realiza de una manera adecuada y debido a ésto el animal depende en
gran medida de sus reservas corporales (Puvadolpirod and Thaxton, 2000d). Ante una alta
necesidad de energia, el glucogeno muscular y hepatico son enviados a la circulacion como
glucosa; cuando estas reservas se agotan, las proteinas se desdoblan en aminoacidos
glucogénicos y cetogénicos principalmente, los cuales después de una desaminacion
también forman parte de la fuente de energia para la supervivencia del animal (Hazelwood,
1986; McFarlane et al., 1989; Khassaf et al., 2003; Nijdam et al., 2005; Romero et al.,
2009). Ante una condicion de estrés la energia corporal se enfoca en mantener las funciones
vitales de organos como el cerebro, higado, corazon, pulmoén y rifidn para no poner en
riesgo la supervivencia del animal; lo anterior deja en segundo término funciones menos
importantes para la vida como son el desarrollo muscular y la reproduccion (Herring and

Gawlik, 2007), afectando asi la productividad de las parvadas.

Estudios realizados para determinar la cantidad de estrés presente en una granja durante la
rutina de manejo han presentado resultados diversos y dificultad en su interpretacion desde
el punto de vista del bienestar animal (Moura et al., 2006). Minton (1994) menciona que los

animales en cautiverio pueden estresarse por estrés psicologico (acorralamiento, manejo o



novedad) o bien por estrés fisico (hambre, sed, fatiga, dafio o cambios extremos de
temperatura). La respuesta a estos factores es el miedo y la intensidad de la respuesta
depende en gran medida de la forma en como el animal percibe esa experiencia (Moura et
al., 2006; Romero et al., 2009). El miedo se describe como una emocién universal en el
reino animal y todos los vertebrados pueden estar condicionados a ¢l; sin embargo, la
pérdida de este condicionamiento es muy dificil debido en gran medida a que se requiere
que el animal suprima de su memoria al miedo por la via de un proceso activo de
aprendizaje (Romero et al., 2009). Un simple evento adverso puede provocar una fuerte
condicion de la respuesta al miedo. Si el miedo se asocia a factores genéticos como el
temperamento, ambos interactian de manera compleja en su respuesta a las experiencias
vividas y los animales aprenderdn a determinar como reaccionar durante un manejo o

experiencia en particular (Minton, 1994; Romero et al., 2009).

El desarrollo de grandes complejos productivos en la avicultura trae consigo la necesidad
de transportar a las aves para ubicarlas en las plantas de procesamiento y/o zonas de venta;
mismas que en ocasiones se encuentran a gran distancia de las areas de produccion. Bajo
estas condiciones en particular las aves son expuestas a una gran variedad de factores que
les generan estrés durante el transporte, entre las cuales se encuentran las demandas
térmicas, generadas por el microclima cambiante a lo largo de las diferentes zonas
geograficas durante el traslado (temperatura-humedad-ventilaciéon), movimientos (por
aceleracion y vibracion del vehiculo), asi como golpes o ruidos. Todo ésto, aunado a los
manejos que se llevan a cabo en las granjas previo al transporte como son: agrupacion,

captura, enjaulado, programas de restriccion alimenticia y retiro de agua en muchas



ocasiones por periodos prolongados; en conjunto, generan una alta carga alostatica
afectando a las aves (Kannan et al., 1997; Mitchel and Kettlewell, 1998; Zulkifli et al 2000;
Savenije et al., 2002; Vecereck et al., 2006; Whiting et al., 2007). Diversos estudios han
comprobado que las condiciones actuales del transporte de animales vivos comprometen su
bienestar, provoca mortalidad, dafios en las canales y afecta la calidad de la carne
disminuyendo con ésto la rentabilidad de las empresas (Kannan et al., 1997; Northcutt,
2001; Savenije et al., 2002; Aksit et al., 2006; Vecerek et al., 2006; Vierira et al., 2011); lo
anterior ha llevado a los paises de la Unidon Europea a legislar bajo qué condiciones se debe
realizar el transporte, con el principal objetivo de no comprometer el bienestar de los

animales (The European Committee on Animal Health and Animal Welfare, 2000).

Existen manejos donde se involucran cambios repentinos e intensos que desencadenan
temor. El término temor, ha sido descrito como un tipo de estrés de corta duracion donde no
se reportan cambios en los niveles de CORT, tamafio de 6rganos linfoides, etc. (Nassem et
al., 2005; Romero et al., 2009). Sin embargo, si se encuentran alteraciones como
taquicardia y paralisis transitoria (conocida como inmovilidad tonica), estas situaciones se
observan mas a menudo al momento de la captura y enjaule, y pueden ser minimizadas
mediante un manejo correcto de los animales y con ello reducir su estado de tension
(Duncan et al., 1986). Duncan (1986) comparé el procedimiento de captura manual con el
sistema mecanico, y observo que ambos procedimientos ocasionan temor y taquicardia; no
obstante, en el caso de las aves manipuladas mecanicamente observo que éstas retornan a la

normalidad més rdpidamente y presentan menor tiempo de inmovilidad tonica.



Cotidianamente los animales son expuestos a diversos factores estresantes y cada uno de
ellos produce un determinado efecto sobre la productividad; lo anterior depende en gran
medida de la intensidad del mismo, asi como del nimero de factores que se presenten
durante un periodo (McFarlane et al., 1989ab; Romero et al., 2009). Estudios realizados por
McFarlane et al. (1989a) reportaron que cuando los pollos de engorda son sometidos a
diversos factores estresantes (amoniaco, despunte del pico, coccidiosis, descarga eléctrica,
calor y ruido) éstos repercuten negativamente sobre los parametros productivos, reduciendo
ganancia de peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia; siendo el factor ruido el
que reporté menor efecto sobre estos parametros. En este estudio la conducta de los pollos
también fue evaluada, mediante el registro del tiempo que las aves dedicaron a actividades
como comer, beber y mantenerse en pie. Estos cambios en la conducta se reflejan
directamente en la productividad; ya que cuando las aves son expuestas a estrés, éstas
reducen el tiempo que se mantienen de pie y por lo tanto el tiempo que destinan para
acercarse al comedero y al bebedero con el fin de comer y tomar agua; afectando
directamente el desarrollo y la productividad de la parvada. En otro estudio hecho por
Johnson et al. (1991) se evalud la exposicion a diversos factores estresantes a una edad
temprana de los pollos y su efecto sobre los parametros productivos al exponerlos
posteriormente al mismo y a un diferente estrés. Los factores utilizados fueron dos niveles
de amoniaco (0 y 125 ppm) con exposiciéon a 30 y 36 °C de temperatura durante su
desarrollo; los resultados mostraron que los efectos combinados de estos dos factores son
mayores que la suma de los efectos individuales que cada uno provoca por separado,

indicando un efecto aditivo. Los resultados de este estudio también sugirieron que la



respuesta de los pollos al estrés no necesariamente es inhibida por una exposicion previa al

factor estresante.

Comunmente las empresas avicolas llevan a cabo el cuidado del pollo de manera
meticulosa hasta lograr su peso de venta; no obstante, sdlo algunas empresas integradas han
puesto mayor atencion en el manejo de aves vivas a la venta y al sacrificio, considerando
que todo manejo con ellas incrementa la posibilidad de dafiarlas. Diversos estudios han
demostrado que el control sobre estos manejos previo al sacrificio tiene como principal
objetivo reducir al minimo las mermas desde la salida de los pollos de la granja hasta el
procesamiento, asi como ofrecer al consumidor un producto de alta calidad y mejorar el
bienestar animal durante este manejo generador de alta carga alostatica (Barbut, 1997;
Kannan et al., 1998; Fletcher et al., 2000; Van Laack et al., 2000; Savenije et al., 2002;

Northcutt et al., 2003; Alvarado and Sams, 2004).

Lo anterior ha provocado la necesidad de desarrollar y aplicar alternativas que ayuden al
pollo a tener una respuesta favorable, buscando tratamientos que mantengan el bienestar
animal, reduzcan la pérdida de peso y que a la vez favorezcan la calidad de la canal,
reduciendo el crecimiento bacteriano y el dafio muscular. Dentro de las opciones mas
estudiadas para el control o disminucion de los efectos del estrés se encuentran el acido
ascorbico (AA), el cual ha mostrado una amplia evidencia que bajo condiciones estresantes,
mejora la productividad, la respuesta inmune, la resistencia a enfermedades y la

sobrevivencia (McKee and Harrison, 1995; Amakyme-Anim et al., 2000; Puthpongsiriporn



et al., 2001; Khassaf et al., 2003; Tyler and Cummins, 2003; Nassam et al., 2005 ; Yonka et

al., 2009; Pohanka et al., 2012).

1.1 Alternativas para el control del estrés

Acido ascérbico

El AA es una vitamina hidrosoluble conocida también como vitamina C (Figura 1), a la
cual se le han atribuido multiples efectos y aplicaciones; el AA es una lactona de un azucar-
acido derivado del 4cido gulonico que se sintetiza a partir de la glucosa. Es esencial en
diversas funciones del organismo como son el desarrollo y mantenimiento del tejido
conectivo y formacion de hueso. Es necesario en diversas funciones metabodlicas como la
activacion de vitaminas B y acido folico, asi como en la conversion del colesterol en acidos
biliares, y en la conversion de aminodcidos; ademés es un importante antioxidante que
protege al cuerpo de la accion de los radicales libres (Chihuailaf et al., 2002; Igbal et al.,
2004). E1 AA es ampliamente utilizado como agente terapéutico en diversas enfermedades,
debido a que protege al sistema inmune y ayuda en la lucha del organismo contra diversas
infecciones. Gross (1988), reportdé una disminucion en la presencia de lesiones
macroscopicas severas producidas por infecciones de E. coli en aves sometidas a estrés

ambiental al adicionarles AA.
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Figura 1
Estructura del acido ascorbico o vitamina C



Aun cuando las aves tienen la capacidad de sintetizar AA en el rifion, ésto no es suficiente
bajo condiciones de estrés, debido a que éste se requiere para inhibir la produccion de
CORT. El AA actua inhibiendo las enzimas 21-hidroxilasa y 11 B hidroxilasa necesarias
para la produccion de CORT (Harvey et al., 1986). Estudios realizados indican que el
confinamiento, infecciones y/o transporte de animales incrementa los niveles plasmaticos
de CORT, reduciendo los niveles de ascorbato en 1 6 2 dias aproximadamente, lo que
conlleva a la necesidad de brindar un suplemento de AA ante una condicion estresante
(Tyler and Cummins, 2003). Se ha reportado que la adicion de AA a 150 ppm en aves
expuestas a diversos estresantes como el despunte del pico, coccidiosis y calor, indujo
mayor ganancia de peso, mejor eficiencia alimenticia y reduccién en la relacion
heterofilos:linfocitos (H:L) (McKee and Harrison, 1995; Khassaf et al., 2003) y ayud6 a
mantener las reservas corporales de energia durante los periodos de ayuno (McKee and
Harrison, 1997). El AA no es el tnico elemento que se debe adicionar para evitar el estrés;
investigaciones han demostrado que todas las vitaminas deben incrementarse en la dieta si
los animales estan bajo estas circunstancias. En general, las vitaminas amplian su
mecanismo de accion durante la tension al proteger al tejido inmune, disminuir el dafio
oxidativo e incrementar la produccion y diferenciacion celular (Qureshi, 1998;

Puthpongsiriporn et al., 2001), mejorando asi el bienestar del animal.

Acido Acetilsalicilico
El acido acetilsalicilico (ASA) pertenece al grupo de los farmacos analgésicos,
antiinflamatorios no esteroidales (AINESs) también con propiedades antipiréticas. El poder

de penetracion de los AINEs en los tejidos depende de su disociacion, y esto se facilita en
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pH acidos, como el de los liquidos sinoviales de las articulaciones, donde los AINEs
penetran y se depositan con facilidad, siendo alli mas larga su vida media en comparacion
con la sanguinea. Su principal mecanismo de accion es mediante la reduccién en la
produccion de la enzima ciclooxigenasa (COX-2) también conocida como prostaglandina
sintetasa, necesaria para la sintesis de prostaglandinas (PGE) (Vane and Botting, 2003;
Candelario-Jalil et al., 2006). Por accion de la fosfolipasa, los fosfolipidos se transforman
en acido araquidonico, el cual mediante la actividad de la COX-2 producira PGE. Estas
ademads de ser las responsables del dolor (efecto analgésico), también actian en el centro
termo-regulador del hipotadlamo (efecto antipirético) (Balog et al., 2000; Nassem et al.,
2005; Rohleder, 2008; Roussan et al., 2008). EI ASA ha demostrado ser de gran ayuda en
situaciones de estrés, particularmente en estrés calérico (Nassem et al., 2005; Roussan et

al., 2008).

El ASA (Figura 2) en combinacion con el AA aumenta su efecto inhibidor sobre la sintesis
de PGE, sugiriendo que esta combinacion hace mas notable la inhibicion de COX-2

permitiendo una terapia con dosis bajas de ASA. (Candelario-Jalil et al., 2006).

Figura 2
Estructura del acido acetil salicilico
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Electrolitos

Los electrolitos, considerados otro punto importante de ayuda en el tratamiento del estrés,
son minerales necesarios para el correcto desarrollo de diversas funciones de las células.
Los electrolitos se ingieren principalmente con los alimentos y los liquidos de la dieta; y se
eliminan, en su mayor parte, a través de los rifiones, sistema digestivo y piel. Electrolitos
como el cloro, el sodio y el potasio junto con las vitaminas y los minerales traza son
componentes importantes de enzimas y hormonas que ayudan a controlar los procesos
fisiologicos vitales del cuerpo animal. El balance o equilibrio hidrico (aportes-eliminacion
de liquidos organicos), en general, es mas importante en animales con altos rendimientos
productivos o enfermos (Borges et al., 2003). Todos los liquidos corporales estan
determinados por el balance de electrolitos; éste y el agua corporal, deben ser vistos de
manera conjunta debido a que la concentracion de electrolitos se afecta cuando se pierde
agua, como en el caso de deshidratacion y sangrado, asi como por un acelerado ritmo
respiratorio en caso de estrés caldrico (Borges et al., 2003; Borges et al., 2004; Ahmad and

Sarwar, 2006).

Por lo anterior, la adicion de un modulador alostatico (MA), conteniendo una combinacién
de 50 mg de AA, 62.5 mg de ASA y 251 micro equivalentes (nEq) de Na", K" y CI" por
litro (L) de agua de bebida, puede ser de gran ayuda para minimizar la carga alostatica y
brindar bienestar a las aves evitando que enfermen y mueran. Los componentes del
modulador alostatico en su conjunto pueden ayudar a controlar la liberacién de mediadores
como la CORT manteniéndola en niveles donde se logre la homeostasis, ademas de

controlar la pérdida de peso por el calor generado durante el transporte, minimizando la

12



deshidratacion y el gasto de energia corporal. La reduccion en la carga alostatica favorecera
el bienestar animal reduciendo al minimo la muerte de animales durante el transporte,
ademas de evitar la reducciéon en la calidad del producto final destinado a consumo
humano. La via ideal de administracién del MA es a través del agua de bebida, ya que por
lo general cuando se presenta un periodo de estrés y se desencadena la liberacion de CORT,
el consumo de alimento se disminuye, no asi el consumo de agua, el cual se mantiene o

bien se incrementa (Puvadolpirov and Taxon, 2000d).

Actualmente la industria avicola mexicana se encuentra ante un gran reto de integracion
industrial y comercial. De acuerdo a la Union Nacional de Avicultores de México (2014), la
produccion de pollo de engorda en nuestro pais es de 2°905,489 toneladas al afio, ocupando
el séptimo lugar en produccién a nivel mundial, con una tasa de crecimiento anual de 1.8%
y un consumo per capita de 28 kg (de los cuales el 88.6% son de produccion nacional). La
carne de pollo representa el 50% del consumo total de carnes en el pais, lo que genera gran
interés para producir canales de calidad. La venta de pollo en canal es la principal forma de
comercializacion de acuerdo al siguiente tipo de clasificacion: 26% rosticero, 19%
mercados publicos, 12% supermercados, 6% en piezas y 4% en productos con valor
agregado y solo el 33% de los pollos se comercializan vivos (Unidon Nacional de
Avicultores México, 2014). México necesita ser mas competitivo no s6lo por los tratados
que ha suscrito con diferentes paises y regiones del mundo, sino también en el ambito de un
mercado nacional cada vez mas global que exige un producto de més calidad a menor
precio; por lo que la cuantificacion y reduccion de mermas por pérdida de peso, mortalidad

y decomisos ayudara en gran medida en el aspecto de la competitividad brindando
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productos de alta calidad sin dejar de lado el bienestar de los pollos de engorda,
particularmente en esta etapa critica de su manejo. Alternativas que modulen la carga
alostatica en los pollos de engorda permitiran mejorar la calidad de la carne, el bienestar de

las aves y la productividad de la industria avicola.

2. HIPOTESIS
El modulador alostatico favorecera el bienestar animal mediante la reduccion de la carga
alostatica por manejo previo al envio a la planta de procesamiento, mejorando la calidad de

la canal del pollo de engorda y con reduccion de mermas.

3. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de un modulador alostatico suministrado a los pollos de engorda
durante los manejos previos al envio a la planta de procesamiento sobre la calidad de la

canal y reduccion de mermas.

Para cumplir con el objetivo anterior se desarrollaron 3 experimentos en el Centro de
Ensenanza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAvV) perteneciente a
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). Este centro esta localizado en la Ciudad de México,
Delegacion Tlahuac a una altura de 2,250 msnm, 19 © 17 'de latitud Norte y en el meridiano
99° 02' 30" Oeste. Cuenta con clima templado himedo, temperatura promedio anual de 16
°C. Siendo enero el mes mas frio y mayo el més caluroso. Todos los experimentos se

desarrollaron previa aprobacion del protocolo por el Subcomité Institucional para el
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Cuidado y Uso de Animales Experimentales del Posgrado en Ciencias de la Produccion y

de la Salud Animal de la FMVZ-UNAM.

EXPERIMENTO 1.

APARIENCIA Y CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA CANAL DE POLLO
CON ADICION DE UN MODULADOR ALOSTATICO PREVIO A SU MANEJO

ANTEMORTEM

1. 1 INTRODUCCION

Uno de los manejos mas importantes y de mayor impacto en la engorda del pollo al final de
su ciclo productivo, es el proceso de carga y transporte del mismo cuando ya esta listo para
su venta al mercado. Dicho manejo inicia con la aplicacion de un programa de ayuno; el
cual consiste en retirar el alimento antes de iniciar la captura y el enjaulado de los pollos, y
puede ser modificado, segin la duracion del viaje y el tiempo de espera de las aves en la
planta de procesamiento antes del sacrificio. Sin embargo, el ayuno debe tener un maximo
de 8 a 12 horas (h). Este manejo desencadena una condicion de estrés asociada
principalmente a la falta de alimento antes de la captura y enjaulado de los pollos; no
obstante, se utiliza para reducir la probabilidad de contaminacién de la canal durante el
procesamiento mediante un adecuado vaciado del tracto gastrointestinal (TGI),
favoreciendo la calidad microbiologica de ésta y prolongando su vida de anaquel
(Northcutt, 2001; Castafieda y Rubio, 2012). Sin embargo, el periodo de ayuno asi como

una estancia prolongada en el camion, ya sea en transito o en espera de ser descargados
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puede causar grandes pérdidas de peso, especialmente en tiempos de calor (Kannan et al.,

1997; Khassaf et al., 2003).

Por otra parte, los periodos de ayuno prolongados (>14 h) se han asociado a mayor
incidencia de contaminacion durante el sacrificio, particularmente por el derramamiento del
contenido de buche o del TGI hacia la canal. Demostrando que durante la evisceracion el
contenido derramado por el buche puede ser la fuente de contaminacion por
enteropatdogenos mas significativa, siendo incluso mayor que la producida por el contenido
intestinal (Gross, 1988; Biligili, 2002; Sams, 2002; Northcutt et al., 2007). Pollos de
engorda sometidos a ayuno, presentan una disminucion en la produccion de lactato y acidos
grasos de cadena corta en el buche; esta condicion permite un incremento de pH en este
organo favoreciendo la supervivencia y colonizacién de patdgenos microbianos (Hinton Jr.
et al., 2000a,b; Northcutt, 2001; Avila et al., 2003; Rostango, 2009). La prevencion de la
contaminacion en la canal es considerado un punto critico dentro de los planes de control
de calidad en la planta de procesamiento (Northcutt, 2001). Por lo anterior, es importante
disefiar estrategias para evitar que el ayuno incremente el pH del buche y se favorezca la

colonizacidn con patdgenos.

De igual forma el procedimiento de la carga tan rapido como sea posible, obliga a los
trabajadores a enjaular a los pollos muchas veces sin el debido cuidado, sufriendo €stos un
fuerte estrés al momento de la captura, carga y transporte, desencadenando asi mayor
aleteo; el cual favorece un incremento de fracturas o dislocaciones, lesiones en la piel,

hemorragias y hematomas en algunas zonas de la canal, condiciones que se ponen de
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manifiesto frecuentemente después del procesamiento y ocasionan decomisos que pueden
ser parciales o totales, incrementado las mermas (Bilgili, 1992; Kannan et al., 1997,
Jayalakshmi et al., 2009; Kun et al. 2009). El presente estudio fue realizado para evaluar la
utilidad de un MA para reducir los efectos negativos causados por el estrés antemortem en
pollos de engorda en la apariencia y calidad microbioldgica de la canal sin afectar el

bienestar de los animales.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES
3.1.1. Cuantificar el grado de bienestar en pollos de engorda con el uso del modulador

alostatico durante su envio a planta de procesamiento.

3.1.2. Valorar la adicion del modulador alostatico en la cantidad de aves muertas al arribo

a la planta de procesamiento.

3.1.3 Cuantificar la presencia y tipo de lesiones en canales de pollos de engorda con y sin

la adicion del modulador alostatico antes del manejo a la carga.

3.1.4. Determinar el efecto del modulador alostitico en el pH del buche y calidad

microbiologica de la canal.
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4.1 MATERIAL y METODOS

4.1.1 Disefio experimental

Un total de 600 pollos de engorda mixtos de un dia de edad, fueron alojados en una caseta
convencional abierta, equipada con cama de viruta de madera nueva y limpia, criadoras
conicas infrarrojas, comederos manuales y bebederos de campana. Los pollos fueron
alojados hasta el dia 49 de edad recibiendo agua y alimento a libre acceso. La mortalidad
durante este periodo fue de 5% (30 pollos en total). Los pollos de engorda pertenecientes a
dos estirpes comerciales manejadas en México: Cobb 500 y Ross 308 de aqui en adelante
denominadas como L1 y L2, fueron sometidos a dos programas de ayuno: ayuno normal de
10 h y ayuno prolongado de 16 h, recibiendo 2 tratamientos en el agua de bebida: una
adicionada con el MA (MA) y un testigo sin MA (TE); todo esto bajo un arreglo factorial 2
x 2 x 2, utilizando 8 tratamientos con 3 réplicas de 25 pollos cada una. La formulacion del
MA consisti6 en una combinacion de 50 mg de AA, 62.5 mg de ASA, y 251 pEq de Na',
K" y CI' por L de agua de bebida. El MA se administro a libre acceso 48 h previo al envio
de los pollos de engorda a la planta de procesamiento comercial, la cual se localiza a 10 Km

del CEIEPAv.

4.1.2 Transporte y sacrificio de los animales

Los pollos fueron capturados, enjaulados y enviados a la planta de procesamiento
comercial. Para evitar sesgos durante el transporte y el procesamiento de los animales, 10
pollos de cada tratamiento fueron tomados aleatoriamente de las tres réplicas
experimentales, y colocados en jaulas de transporte debidamente identificadas para cada

tratamiento; las jaulas fueron colocadas de manera equitativa para todos los tratamientos en
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las diferentes secciones del camion (extremos y parte media). La parvada fue enviada a la
planta de procesamiento a las 6:30 a.m. con una temperatura local de 8 °C y 68 % de
humedad relativa. Previo al sacrificio, las aves fueron aturdidas eléctricamente utilizando
25 Volts, 0.02 amperes y 400 Hertz, causando un estado de inconsciencia previo a su

muerte por degiiello.

4.1.3 Evaluaciones antemortem

Al arribo a la planta de procesamiento, se registraron los tiempos de carga, transporte y de
espera en andén; asi como la cantidad de pollos jadeando y muertos al arribo. Durante los
procesos de aturdido y degiiello se contabilizaron las aves que presentaron aleteo y
movimiento de cabeza, como indicadores de bienestar, de acuerdo a las recomendaciones
para pollos destinados a la produccion de carne (The European Committee on Animal

Health and Animal Welfare, 2000).

4.1.4 Mediciones de pH en buche

Posterior al desplumado, aleatoriamente se tomaron 30 canales por tratamiento para medir
el pH del buche. Brevemente el pH fue medido introduciendo un pH-metro portatil a través
de una incision vertical (~1 cm) realizada en la porcion proximal del buche. Antes de las
mediciones el pH-metro fue calibrado utilizando una solucion buffer a pH 7.0 de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante (Digital Pocket pH meter, Model 501, Mannix Testing

& Measurement, Taiwan).
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4.1.5 Evaluacion de la calidad microbiolégica de las canales

Para simular la ruptura y la consecuente contaminacidn microbiana, las canales con la
incision en el buche fueron evisceradas manualmente (n=30 por tratamiento).
Posteriormente, 10 de estas canales evisceradas por tratamiento, fueron seleccionadas
aleatoriamente para la evaluacion de la calidad microbiologica. Las canales se colocaron en
una bolsa de plastico estéril conteniendo 100 mL de una solucion buffer de fosfatos (PBS),
dando un breve masaje a la canal con esta solucion de enjuague durante un minuto;
posteriormente, la canal se saco de la bolsa y la solucién de enjuague fue almacenada a 4
°C (Northcutt et al., 2007; Demirok et al., 2013) hasta su envio al Departamento de
Medicina y Zootecnia de Aves, FMVZ-UNAM. A su arribo al laboratorio, se hicieron
diluciones decuples seriadas. A partir de las diluciones 107, 10 y 10 se tom6 1 mL, para
sembrarlo en medios de cultivo para el conteo de meso6filos aerobios (RIDA® COUNT
Total) y coliformes (RIDA® COUNT Coliform) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (R-Biofarm AG, Darmstadt, Germany). Las placas fueron incubadas por 48 h a
37 °C. Después de la incubacion, las unidades formadoras de colonia (UFC) fueron

contabilizadas para determinar la carga bacteriana de las canales.

4.1.6 Evaluacion de lesiones en las canales

Todas las canales (n=57-73) fueron revisadas sistematicamente para clasificar y cuantificar
visualmente las lesiones presentes de acuerdo a los parametros establecidos en el Manual
de Clasificacion de Pollos de Engorda (USDA, 1998). La presencia y ausencia de lesiones

en cada canal fue registrada para estimar su frecuencia.
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4.1.7 Analisis estadistico

Los resultados de las mediciones del pH del buche y los conteos bacterianos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando un arreglo factorial 2 x 2 x 2. Los
resultados de interaccion solo se mostraron cuando fueron significativos (P < 0.05). La
diferencia entre medias se determindé mediante la prueba de Tukey utilizando el programa
STATISTIX 9.0, Analytical Software (Tallahassee, FL, USA). Los conteos de las UFC
fueron transformadas logaritmicamente previo a su analisis para lograr la homogeneidad de
varianza y se expresaron como log;p UFC/mL. Los resultados de las evaluaciones
antemortem y las frecuencias de lesiones en canal fueron sometidas a un Analisis Factorial
de Correspondencia utilizando el programa estadistico XLSTAT 2012 v. 2.01 (Addinsoft

SARL, New York, USA).

5.1 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1 Mediciones de pH en buche

El pH del buche ha sido considerado uno de los factores mas importantes que modifican la
poblacién bacteriana de este o6rgano (Hinton et al., 2000a,b). Cuando los pollos se
encuentran bajo programas de ayuno, se reduce la produccion de lactato y acidos grasos de
cadena corta en los buches; esta situacion incrementa de 0.5 a 1.0 unidad el pH en este
organo, favoreciendo asi la colonizacion y supervivencia de patdogenos microbianos (Hinton
et al., 2000a,b; Northcutt, 2001; Avila et al., 2003; Rostango, 2009). Por lo anterior, es
importante disefiar estrategias para reducir el pH del buche y evitar su colonizaciéon con
bacterias patogenas como método de control de calidad microbioldgica de la canal. En el

presente estudio, los pollos de engorda tratados con el MA mostraron una reduccion (P =
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0.0001) del pH del buche cuando se compararon con el grupo TE. En conjunto, los pollos
del grupo TE presentaron valores de pH entre 5.09 y 4.88, mientras que las aves bajo un
tratamiento con el MA mostraron valores de entre 4.52 y 4.12 (Cuadro 1.1).
Interesantemente, bajo las presentes condiciones experimentales, no hubo diferencia (P =
0.7960) en el pH del buche entre los programas de ayuno de 10 h y 16 h, sugiriendo que el
pH del buche no sufre modificaciones por la aplicacion de un programa de ayuno
prolongado. Efectos similares fueron observados en el pH (P = 0.9528) del buche de las dos
estirpes comerciales evaluadas (L1 y L2). Estos resultados indicaron que la adicion del MA
en el agua de bebida redujo el pH del buche independientemente del programa de ayuno y
de la linea genética de las aves (Cuadro 1.1). Cabe destacar que de acuerdo con lo mejor
de nuestro conocimiento, ninguno de los ingredientes (AA, ASA, Na', K* y CI') del MA,
solo o en combinacion, han sido previamente asociados con la capacidad para reducir el pH

del buche.

Este efecto puede ser atribuido a la capacidad del MA para reducir el pH del agua de
bebida. Para verificar esta idea, se midi6 el pH del agua de la llave adicionada con el MA y
se obtuvo una reduccion de 2.0 unidades de pH comparada con el agua de la llave sin
adicionar (pH de 5.7 y 7.7 respectivamente). Todo esto indica que el tratamiento con el MA
puede ser una herramienta importante en la reduccion del pH del buche durante los
programas de ayuno y por lo tanto como posible medida de prevencion en la colonizacidén
de patdgenos en este Organo. Estudios posteriores podrian ser realizados con el fin de
valorar el efecto del MA en la reduccion de bacterias enteropatdgenas de importancia en

salud publica.
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5.1.2 Calidad microbiologica de las canales

Los programas de ayuno son utilizados en la industria avicola previo al procesamiento de
los pollos de engorda con el objetivo de vaciar el TGI y prevenir la contaminacion de la
canal con contenidos intestinales y/o heces (Hinton et al., 2000b; Northcutt, 2001;
Rostango, 2009). Se ha reportado que programas de ayuno mayores de 12 h, incrementan la
carga alostatica y el pH del buche con un subsecuente incremento de los conteos
bacterianos en la superficie de la canal (Hinton et al., 2000a,b; Northcutt, 2001; Avila et al.,
2003). Por lo tanto, se espera que la reduccion del pH de los buches provenientes de pollos
de engorda tratados con el MA, genere una reduccion en la carga bacteriana de las canales.
De acuerdo con lo anterior, el recuento de coliformes en canales provenientes de los
tratamientos con el MA fueron menores (P = 0.014) cuando se compararon con los grupos
TE (Cuadro 1.1). De igual forma, se observo que el conteo total de mesofilos en las
canales se redujo (P = 0.0001) en los tratados con el MA comparados con TE (Cuadro
1.1). Resultados similares con relacion a la contaminacion de la canal han sido reportados
por Byrd (2001) y Avila (2003) adicionando un acidificante al agua de bebida.
Interesantemente, también en los resultados de esta investigacion, se observo que el
tratamiento con el MA, en animales bajo programa de ayuno convencional (10 h) y
prolongado (16 h), ocasiond una disminucion en el conteo de coliformes y mesofilos (P =
0.003 y P = 0.0004; respectivamente) en las canales, ésto independientemente de la estirpe
comercial utilizada (P > 0.86; Cuadro 1.1). Por lo anterior, el uso de una combinacion
compuesta por AA, ASA, Na', K" y CI', y administrada en el agua de bebida, reduce la

carga bacteriana de las canales de pollo de engorda. Todos los resultados en su conjunto
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indican que el tratamiento con el MA puede ser una herramienta util para mejorar la calidad

microbiologica de las canales.

5.1.3 Evaluacion de lesiones en las canales

Para determinar la relacion entre el efecto del tratamiento y la cantidad de lesiones
presentes en las canales, se realizo un analisis factorial de correspondencia. Para este
analisis la matriz de datos fue construida utilizando como factores los tratamientos (MA y
TE), asi como las lesiones observadas en las canales tanto de manera unilateral como
bilateral; dentro de las cuales se encuentran principalmente lesiones en piernas, lomo,
pigostilo, pechuga, cuello y alas, asi como rasgufios, fracturas y decomiso total de la canal.
El andlisis reveld una fuerte asociacion (Inercia = 0.738) entre tratamientos y la presencia
de lesiones (P = 0.015; Figura 1.1). El analisis factorial de correspondencia explicé el
57.66% de la varianza en los dos ejes, mostrando que la frecuencia de cada lesion en las
canales puede estar directamente asociada con el uso del MA y el programa de ayuno
utilizado. Especificamente en esta figura, la distancia entre los tratamientos y las lesiones
reflejaron el nivel estadistico de asociacion; en consecuencia, también se denotd una débil
asociacion de los tratamientos ubicados en cuadrantes diferentes. Ademads, se observéd que
la presencia de lesiones en ala, ala con fractura unilateral, asi como lesiones en lomo estan
fuertemente asociados con los tratamientos TE con ayunos de 10 h. Por otra parte, lesiones
bilaterales en las alas estan fuertemente asociados con 16 h ayuno en el grupo TE (Figura
1.1). Estos resultados indican que el tratamiento con el MA mostré6 una asociacion

estadistica menor, con la presencia de lesiones en las canales; indicando que la
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suplementacion del MA en el agua de bebida es 1til para reducir la presentacion de lesiones

en las canales.

5.1.4 Evaluaciones antemortem

En M¢éxico, los tiempos de transporte a las plantas procesadores pueden ser mayores a 4
horas, lo cual es considerado como un viaje largo (Castaneda y Rubio, 2012). En este
estudio, el tiempo registrado fue menor a 2 h (4 min de carga, 32 min para el transporte y
68 min de espera en andén) lo que permitié la ausencia de jadeo en andén, descarga y
colgado en ganchos. El porcentaje de muerte al arribo fue de 0.17% (un pollo del
tratamiento L1-16 TE). La baja mortalidad durante la carga y transporte son considerados
indicadores importantes de bienestar y pueden afectarse por condiciones como clima y
época del afio (Kannan et al., 1997; Ask et al., 2006; Vecerek et al., 2006; Whiting et al.,
2007; Vieira et al., 2011); este estudio se desarrolld durante el invierno con 9.5 °Cy 69 %
de humedad relativa, estos factores y el corto tiempo de transporte a planta procesadora
favorecieron la ausencia de jadeo y muerte al arribo indicando bienestar durante la
realizacion de estos manejos antemortem. Durante el procesamiento también se contabilizd
el namero de aves aleteando y levantando la cabeza tanto al aturdido como al degiiello. Los
tratamientos aplicados no tuvieron efecto en los parametros de bienestar medidos (P =
0.944, Inercia 0.086) en ambas estirpes comerciales (Cuadro 1.2); probablemente debido a
que las aves fueron manejadas con cuidado, tratando de generar el menor estrés posible. Sin
embargo, resultados obtenidos en trabajos de campo realizados en una granja y rastro
comercial, demostraron que la adicion del MA disminuy6 1.5% el aleteo en el area de

colgado en ganchos (Rubio et al., datos no publicados).
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Figure symmetric
(axes F1 and F2: 57.66 %)
1
Lesion en pigostilo ®
Fractura bilateral de ala @
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Figura 1.1

Asociacion de tratamientos adicionados el agua de bebida con la presencia de lesiones en
las canales.

26



Cuadro 1.1.
Promedios + EE obtenidos del pH del buche y conteos microbianos de canales procedentes
de pollos sacrificados a los 49 dias de edad, pertenecientes a dos estirpes comerciales,

tratados con el modulador alostatico' y sometidos a dos programas de ayuno

UFC/mL Log;o + EE

Tratamientos Estirpes Ayuno MA  pH buche = EE

Coliformes Mesofilos Totales

L1-10 TE LI 10 TE 5.09 +0.09° 6.66 +£0.08° 7.05+0.04
L1-10 AM L1 10 MA 4.52 +£0.10™ 6.19 £0.06° 6.62+0.05°
L1-16 TE L1 16 TE 4.94 +0.15" 6.20 +0.10° 6.77 +0.08°
L1-16 AM L1 16 MA 4.12 £0.08° 5.28 £0.60° 6.56 £0.16°
L2-10 TE L2 10 TE 5.08 £0.09° 6.32 £0.08° 7.11 £0.13°
L2-10 AM L2 10 MA 4.34 +0.09° 6.21 +0.03° 6.72 +0.06°
L2-16 TE L2 16 TE 4.88 £0.11% 6.03 +£0.16° 6.66 +£0.09°
L2-16 AM L2 16 MA 4.35+0.12° 5.87 £0.11° 6.50 £0.09°

MA 0.0001 0.014 0.0001

Ayuno 0.796 0.003 0.0004

Valores de P
Estirpe 0.952 0.868 0.990
n 30 10 10

'Al dia 47, los pollos recibieron agua de bebida adicionada con el modulador alostitico (MA
conteniendo 50 mg de 4cido ascorbico, 62.5 mg de 4cido acetilsalicilico y 251 pEq de Na*, K™y CI°
por L de agua); 10 h = programa de ayuno convencional; 16 h = programa de ayuno prolongado;
MA = agua adicionada con el MA; TE = Testigo sin MA; L1 y L2= estirpes comerciales y EE =

error estandar. Diferentes literales entre filas denotan significancia estadistica (P < 0.05).
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Cuadro 1.2
Frecuencia de movimientos de cabeza y alas como indicadores de bienestar en
pollos de engorda a los 49 dias de edad, pertenecientes a dos estirpes comerciales y

tratados con el modulador alostatico 48 h antes de su envio a procesamiento.

Aturdido Degiiello Ni
. umero
Tratamientos — —
Aleteo Movimiento Aleteo Movimiento de pollos
de Cabeza de Cabeza
L1-10 TE 4 4 7 8 65
L1-10 MA 3 3 6 3 61
L1-16 TE 3 2 10 5 68
L1-16 MA 2 2 5 2 65
L2-10 TE 3 4 5 2 57
L2-10 MA 2 2 9 4 69
L2-16 TE 1 7 8 7 71
L2-16 MA 1 4 5 5 73
Total de observaciones 529

MA= Modulador Alostatico (50 mg de acido ascorbico, 62.5 mg de acido acetilsalicilico y
251 pEq de Na', K" and CI por L de agua); 10 h = programa de ayuno convencional; 16 h =
programa de ayuno prolongado; MA = agua adicionada con el MA; TE = Testigo sin MA,

L1 y L2= estirpes comerciales.
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EXPERIMENTO 2.

EFECTOS DE UN MODULADOR ALOSTATICO ADMINISTRADO EN EL AGUA
DE BEBIDA PREVIO A LOS MANEJOS ANTEMORTEM EN LOS
BIOMARCADORES FISIOLOGICOS DE ESTRES Y CALIDAD DE LA CARNE

DE POLLO.

1.2 INTRODUCCION

Al final del ciclo productivo, los pollos de engorda inevitablemente son expuestos a estrés
cronico (conocido como alostasis) cuando son dietados, capturados, enjaulados y
transportados a la planta de procesamiento. Este manejo antemortem causa una carga
alostatica que puede afectar la calidad de la canal (Aksit et al., 2006; Skrbi¢ et al., 2009);
principalmente relacionado con las limitadas reservas de energia (glucogeno hepético y
muscular) en el pollo. En higado el glucogeno se reduce al minimo con solo 6 horas de
ayuno y la reserva energética en el musculo continuard disminuyendo conforme el ayuno
avanza (Northcutt, 2001), lo cual afectara el color, la textura y la funcionalidad de los
musculos. La base de estos cambios se debe al metabolismo postmortem y al desarrollo del
rigor mortis después del procesamiento. Los cambios en el metabolismo muscular
producidos por estrés antes del sacrificio, predisponen a la pérdida por goteo, a la
presentacion de carne palida, suave y exudativa (PSE) caracterizada por presentar color
palido, reducida capacidad de retencion de agua y suave consistencia. Este dafio también
produce pérdidas importantes, debido al rechazo de los consumidores causado por la gran

cantidad de liquido presente en el empaque y por la pobre funcionalidad de las proteinas
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cuando la canal se destina a la manufactura de productos procesados. En aves la carne
palida se evalua utilizando una medida de color expresada en términos de los valores CIE-
L*a*b* para luminosidad, rojos y amarillos (Kannan et al., 1998; Le Bihan-Duval et al.,
1999; Cavitt et al., 2004). Ademas del color, el estrés antemortem también puede afectar la
textura, provocar cambios en los tiempos de coccion y suavidad de la carne (Sams, 1999;
Barbut, 1997; Kannan et al., 1998; Fletcher et al., 2000; Van Laack et al., 2000; Alvarado

and Sams, 2004).

La importancia del bienestar animal puede ser vista desde diferentes enfoques como son el
ético, legal, cultural, salud, educacional o religioso; no obstante, el impacto econdomico
tiene un papel preponderante cuando se habla de bienestar en los sistemas de producciéon
(Anderson and Koelkebeck, 2007; Molina, 2010). Teniendo en cuenta que todo aquello que
es medible es mas facil de mejorar, para los sistemas de produccidon contar con mecanismos
que permitan determinar el impacto del estrés en la produccion seran de gran utilidad; de
ahi que tanto biomarcadores fisiologicos como conductuales, puedan ser determinados para
utilizarlos con este fin. Dentro de las valoraciones mas comunmente utilizadas como
indicadores fisiologicos del bienestar animal se encuentran: temperatura corporal,
frecuencia cardiaca, recuento de células sanguineas, acido urico (AU), proteinas totales
(PT), glucosa (GLU), CORT, enzimas como la creatinquinasa (CK) y la aspartato
aminotransferasa (AST), lactato, asi como valoraciones de interleucinas (IL1 e IL6) en
suero, se han considerado indicativas de la presencia de infecciones secundarias por una
carga alostatica severa (Mitchell and Kettlwell, 1998, Puvadolpirov and Taxon, 2000a,b,c).

Diversos estudios en aves comerciales se han realizado para determinar la concentracion
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plasmatica de CORT y han demostrado que los niveles de ésta y la relacion H:L de la
sangre se incrementa en las aves después de ser expuestas a una condicion de estrés

(Zulkifli et al., 2000; Post et al., 2003).

Durante el transporte de las aves se estimula la liberacion de glucagon, se incrementa la
lipolisis, las concentraciones plasmaticas de acidos grasos no esterificados y los niveles de
CK en el suero, como resultado del dafio tisular (musculo) que se genera en este manejo
(Mitchell and Kettlwell, 1998). No obstante, el principal factor que induce estrés fisiologico
durante el transporte es la temperatura. La combinaciéon de movimiento de aire y
temperaturas desencadena estrés por frio o calor durante el transporte; sin embargo, el
estrés térmico por calor ha sido reconocido hasta ahora como el agente principal que
incrementa la mortalidad, reduce la productividad, afecta la calidad de la canal, asi como el
bienestar de los animales (Dunnington et al., 1987; Kannan et al., 1997; Mitchell and
Kettlwell, 1998). Estudios realizados por Mitchell (1990) mostraron que un incremento de
humedad relativa del 20 al 80% con una temperatura de 28 °C en el vehiculo de transporte,
puede generar un aumento en la carga de calor corporal para los pollos equivalente a 0.42
°C/hora de transito, desencadenando asi una mayor necesidad de ventilacion. Dunnington
(1987) por otra parte reportd que pollos bien emplumados pueden presentar mayor confort
térmico sobre un amplio rango de temperaturas ambientales, e indico que el estrés por calor
en pollos bien emplumados se puede minimizar con un adecuado control del movimiento
del aire, aun cuando el vehiculo que los transporta se encuentre en movimiento o en reposo.

El presente estudio fue realizado para evaluar la utilidad de un MA en la reduccion de los
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efectos negativos causados por el estrés antemortem en pollos de engorda mediante

biomarcadores fisiologicos de estrés y por su efecto en la calidad de la carne de pollo.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
3.2.1. Seleccionar biomarcadores fisiologicos para medir estrés en pollos de engorda

previo a su envio a planta de procesamiento con y sin el uso de un modulador alostatico.

3.2.2. Determinar si la suplementacion de un modulador alostatico modifica las

caracteristicas funcionales de la carne de pollo.

4.2 MATERIAL y METODOS

4.2.1 Disefio experimental

Seiscientos pollos de engorda mixtos y de un dia de edad fueron alojados en una caseta
abierta convencional, equipada con cama de viruta nueva y desinfectada, asi como con
criadoras, comederos manuales de tolva y bebederos de campana. Los pollos fueron
divididos aleatoriamente en 4 tratamientos con 6 réplicas de 25 pollitos cada uno,
recibiendo alimento y agua a libre acceso. Las aves pertenecientes a las estirpes
comerciales Cobb 500 y Ross 308 (denominados L1 y L2 respectivamente) fueron criadas
hasta el dia 49 de edad, divididas en 2 tratamientos; uno adicionando el agua de bebida con
el MA (MA) y un testigo sin MA (TE), bajo un disefio factorial 2 x 2. Una combinacion

con 50 mg de AA, 62.5 mg de ASA y 251 pEq de CI', Na" y K" por L de agua fue utilizada
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como MA y fue administrada en el agua de bebida con uso continuo y a libre acceso 48

horas antes del manejo antemortem.

4.2.2 Transporte y sacrificio de los animales

Antes de la captura, todos los pollos fueron sometidos a un programa de ayuno de 10 h 'y
fueron cargados manualmente al camion de transporte. Las cajas de transporte fueron
identificadas colocando en cada caja 10 pollos por réplica de cada tratamiento. Las jaulas se
distribuyeron en el camion de manera equitativa para todos los tratamientos (parte media y
extremos del camién). Para simular el transporte en movimiento, el camiéon se mantuvo
circulando durante 1 hora en los alrededores del CEIEPAv antes de iniciar el sacrificio. La
parvada se proceso en el rastro del centro experimental a las 8:00 a.m. con una temperatura
local de 21 °C y 68.5 % de humedad relativa. Previo al sacrificio, las aves fueron aturdidas
eléctricamente utilizando 25 Volts, 0.02 amperes y 400 Hertz, causando un estado de

inconsciencia previo a su muerte por degiiello.

4.2.3 Indices bioquimicos y niveles de corticosterona en plasma

Los pollos fueron sangrados en dos ocasiones, una antes de iniciar la captura en granja y
otra al momento de descargar las aves en la planta de procesamiento, un total de 30
muestras de sangre por cada tratamiento fueron colectadas de 5 pollos por réplica. Las aves
se sujetaron con ambas manos para minimizar el estrés por este manejo, colocidndolas
gentilmente en posicion supina, las muestras fueron tomadas por puncion de la vena
braquial utilizando viales estériles (1.2 mL Heparin Monovette (66x8.5) Sarstedt AG &

Co., Nimbrecht, Germany) y conservandolas a 4 °C hasta su procesamiento en el
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Departamento de Patologia Clinica, FMVZ-UNAM. Antes del analisis, las muestras fueron
centrifugadas a 1,000 g durante 10 min en una centrifuga refrigerada (4 °C); una vez
obtenidas las muestras de plasma éstas fueron congeladas a -20 °C en tubos de
polipropileno (tubos de ensayo Eppendorf) hasta realizar el analisis de: AST, CK, GLU,
AU, PT, albumina, lactato y CORT. Las mediciones fueron desarrolladas utilizando los
siguientes Kits comerciales [AST/GOT, CK-NAC, Glucose/GOD-PAP, Albumin, L-
Lactate, Total Protein, y Uric Acid (Randox Laboratories Ltd., Co, Antrim, UK)], la
absorbancia fue medida en un espectrofotoémetro (Spectrophotometer, Model Junior Serie
6-9151, Vital Scientific, Dieren, Netherlans) con el filtro adecuado para cada prueba y de

acuerdo a las recomendaciones del kit comercial.

Las concentraciones de CORT fueron evaluadas en un total de 18 muestras de plasma por
cada tratamiento (3 pollos por réplica) el analisis fue realizado en el Departamento de
Reproduccion, FMVZ-UNAM, utilizando el kit comercial Corticosterone EIA-Kit (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA), la sensibilidad del ensayo fue de 0.04 ng/mL,
con un coeficiente de variacion (CV) intra-ensayo de 7.30 % para la dosis baja (0.075
ng/mL) y 2.61 % para la dosis alta (1.30 ng/mL) de la muestra control. Las reacciones
cruzadas del anticuerpo fueron: 0.06 % con aldosterona, 0.18 % con cortisol y 7 % con 11-
desoxicorticosterona. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro con un filtro de
410 nm (Microplate Reader, Model MRX, Dynatech Laboratories, Denkendorf, Germany);

todos los andlisis se realizaron al mismo tiempo.
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4.2.4 Indices hematolégicos

Adicionalmente, se tomaron otras 12 muestras de sangre (2 pollos por réplica) de cada
tratamiento antes de iniciar la captura en granja y al momento de descargar las aves en la
planta de procesamiento. Las muestras se obtuvieron de la vena braquial y la sangre
completa fue colectada en viales estériles comerciales conteniendo EDTA como
anticoagulante (1.2 mL EDTA Monovette (66x8.5) Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Germany). Estos fueron transportados inmediatamente a 4 °C al Departamento de Patologia
Clinica, FMVZ-UNAM donde se realiz6 el perfil hematologico de acuerdo a la técnica
descrita por Charles (2003). El anélisis incluyd: Hematocrito, eritrocitos, leucocitos,
linfocitos, monocitos, eosindfilos, basodfilos, trombocitos y relacion heterdfilos:linfocitos

(H:L).

4.2.5 Evaluaciones de calidad de la carne

4.2.5.1 Mediciones de temperatura y pH de la carne

Se evaluo la temperatura y el pH en 48 muestras por tratamiento (8 por réplica) del musculo
pectoral mayor derecho. Las mediciones fueron hechas utilizando un pH-metro adaptado
con una punta especial de acero inoxidable con sensor de temperatura. El pH-metro fue
calibrado con 2 buffers -pH 7 y pH 4 £ 0.02- antes de realizar las mediciones (Portable pH
and Temperature-Meter, Model HI99163 501, Hanna Instruments, Nusfalau, Salaj,
Romania). El pH de los musculos fue medido antes del tanque de enfriamiento (pH;),
después del tanque de enfriamiento (pH,,) y 24 h postmortem (pH,). La punta del electrodo

del pH-metro se insert6 en el centro del muasculo, aproximadamente 1 cm por debajo de la
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superficie en la porcion craneal. La temperatura del musculo pectoral mayor fue medida de

la misma forma y al mismo tiempo que el pH.

4.2.5.2 Presencia de carne palida.

Aproximadamente 1 h post-mortem, 48 pechugas fueron deshuesadas; los lados derechos
de éstas fueron utilizados para medir el color en la superficie interna del musculo pectoral
mayor, las lecturas se tomaron en la parte media de la seccion craneal del musculo. Las
mediciones fueron realizadas con un Colorimetro de reflectancia (Modelo CR-400, Konica
Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) previamente calibrado con una placa blanca y
utilizando el iluminante C, observador de 2 grados y un area de medicion de 8 mm. El color
fue expresado en términos de la escala CIE-LAB para luminosidad (L*), rojos (a*) y

amarillos (b¥).

4.2.5.3 Pérdida por goteo en musculo pectoral mayor

La pérdida por goteo fue determinada con la seccidon izquierda del musculo pectoral mayor
procedente de las pechugas deshuesadas. Cuarenta y ocho muestras de cada tratamiento (8
por réplica) fueron identificadas y colgadas individualmente en una bolsa estéril de
pléstico, manteniéndolas en una camara frigorifica a 4 + 1 °C. Las muestras fueron pesadas
a las 0, 24, 48 y 72 horas de refrigeracion para calcular la pérdida por goteo durante este
tiempo de almacenamiento. Antes de cada pesaje se retird el exceso de los fluidos
superficiales. Finalmente la pérdida por goteo fue expresada en gramos y como porcentaje

total de peso perdido con relacion al peso inicial de cada muestra.
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4.2.5.4 Determinaciones de merma por coccion y suavidad de la carne

Para determinar suavidad de la carne, se utilizd el método de Warner Bratzler (W-B), de
acuerdo a la guia de la American Meat Science Association (AMSA, 1995). La evaluaciéon
se realizd en 18 pechugas deshuesadas por tratamiento (3 por réplica), las cuales se
mantuvieron a 4 °C durante 24 horas, con la finalidad de permitir el desarrollo de los
procesos bioquimicos asociados al rigor mortis y lograr mejor terneza. Las muestras fueron
enviadas al Laboratorio de Ciencia de la Carne del Centro de Ensefanza, Practica ¢
Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) de la FMVZ-UNAM donde se
realiz6 el estudio. Antes de cocinar las pechugas en una parrilla eléctrica, se dejaron a
temperatura ambiente hasta alcanzar una temperatura interna de 14 °C. Para su cocimiento
se colocaron en la parrilla eléctrica hasta lograr 35 °C de temperatura y posteriormente se
voltearon para finalizar su coccion a los 70 °C. A continuacion, las muestras se dejaron en
reposo hasta llegar a una temperatura de 24 °C a 25 °C. El seguimiento de las temperaturas
de coccion se realizd con un termoémetro digital (Check Temp, Model HI-151, Hanna
Instruments, Nusfalau, Salaj, Romania). Finalmente, a partir de la seccion craneal de cada
pechuga y con un sacabocado eléctrico se obtuvieron de 6 a 8 cilindros de 1.27 cm de
diametro, con orientacion paralela a la direccion de las fibras musculares; €éstos fueron
cortados en una maquina W-B con una velocidad de 20 cm/min, 50 N de fuerza y se obtuvo
una media por muestra. La pérdida por coccion fue determinada evaluando la diferencia

entre el peso inicial y peso final de la coccidn, expresada en porcentaje.
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4.2.6. Analisis estadistico

Los resultados de corticosterona, indices bioquimicos y hematologicos, temperatura y pH
de la carne, pérdida por goteo del musculo pectoral mayor, color de la carne asi como
fuerza de corte y porcentaje de pérdida por coccidon de la carne fueron sometidos a un
ANOVA utilizando un arreglo factorial 2 x 2. Los resultados de interaccion solo se
mostraron cuando fueron significativos (P < 0.05). Previo a su analisis y para lograr la
homogeneidad de varianza los valores de CORT y porcentaje de pérdida por coccion fueron
sometidos a una transformacion logaritmica y por raiz cuadrada respectivamente. La
diferencia entre medias se determind mediante la prueba de Tukey utilizando el programa

STATISTIX 9.0, Analytical Software (Tallahassee, FL, USA).

5.2 RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1 Transporte y sacrificio de los animales

El tiempo utilizado durante la carga, el transporte activo (circulando el camion) y la espera
en planta de procesamiento fue de 41, 60 y 120 minutos respectivamente, dando un total de
3:41 horas. La temperatura del transporte fue de 22 °C en el centro del camion y 19 °C en
el exterior. A su llegada a planta de procesamiento se midi6 porcentaje de mortalidad y de
pollos jadeando; éste ultimo fue menor en los grupos tratados con el MA en las dos lineas
comerciales utilizadas al compararlas con TE. Solo se presentd un ave muerta en el

tratamiento L2-TE el cual no presento lesiones macroscopicas aparentes (Figura 2.1).
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Figura 2.1

Porcentaje de jadeo y mortalidad en los tratamientos al arribo de la planta procesadora.

La mortalidad durante la carga y el transporte son considerados indicadores importantes de
bienestar durante estos manejos y generalmente se afectan por condiciones climéticas,
tiempo de transporte y espera en andén (Aksit et al., 2006; Vecerek et al., 2006); en este
estudio el corto tiempo utilizado durante estos manejos, asi como las condiciones climaticas
favorecieron la baja mortalidad; mientras que el jadeo se redujo de manera importante por

el uso del MA.

5.2.2 indices bioquimicos y niveles de corticosterona en plasma
Los indices bioquimicos plasmaticos (Cuadro 2.1) evaluados en granja incluyeron un
manejo antemortem por programa de ayuno y el inicio de la captura, los resultados

mostraron diferencia por uso del MA solo en los niveles de GLU y lactato. Los niveles de
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lactato fueron menores en L1-TE (P = 0.001), L2 no present6 esta diferencia por uso del
MA, indicando unicamente un efecto por linea comercial (P = 0.002). Los niveles de
lactato en plasma fueron numéricamente mas altos en granja probablemente debido al
ayuno y manejo previo al transporte (VoSmerova et al., 2010). En lo referente a los niveles
de GLU en granja, éstos fueron menores por uso del MA en L1 (P = 0.001), mostrando un
efecto de interaccion por MA*L (P = 0.002); no obstante, en planta procesadora los niveles
de GLU fueron atin mas bajos que los de granja en todos los tratamientos, L2 reportd los
menores niveles de GLU (P = 0.001) sin modificarse por el uso del MA. En este estudio
todos los niveles de GLU fueron menores al promedio normal reportado para pollos de
engorda de entre 24.97 a 30.57 mmol/L (Charles, 2003), debido al estrés antemortem. La
reduccion en los niveles de GLU se ha reportado como un balance energético negativo
después de los manejos antemortem provocado principalmente por un incremento en las
demandas de energia durante el transporte y espera en andén, donde la fuente inicial de
energia es la oxidacion de la GLU, condicion que puede agravarse por el incremento de la
temperatura corporal durante estos manejos (Nijdam et al., 2005). La reduccion en los
niveles de GLU después de una condicion de estrés ha sido reportada por diversos autores;
sin embargo, no todos reportan esta diferencia (Puvadolpirov and Taxon, 2000a; Sandoval

et al., 2000; Nijdam et al., 2005; Romero et al., 2009).

Los principales indicadores de dafio muscular son AST y CK (Brunelli, 2004; Tao et al.,
2011). Los niveles de estas dos enzimas no reportaron diferencia entre tratamientos (P >
0.05); sin embargo, se observd un incremento en los niveles de ambos indices en las

muestras obtenidas en planta procesadora, lo cual puede vincularse a estrés mas severo
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(ayuno, enjaulado, carga, transporte y descarga). Lo anterior se relaciona con el incremento
en los niveles de CORT en este periodo de evaluacion, siendo mayores para L2 comparados
con L1 (P =0.049); sin embargo, ambas lineas comerciales disminuyeron niveles de CORT
en plasma cuando recibieron el MA (P = 0.051; Cuadro 2.1). La CORT aumenta el
catabolismo proteico, acelera la degradacion de tejidos linfoide y conjuntivo, a nivel
hepatico aumenta el metabolismo del glucogeno y la gluconeogénesis a partir de
aminodcidos al incrementar la actividad de desaminasas y aminotransferasas, también se ha
relacionado con una disminucion en la cantidad de AA de las adrenales (Harvey et al.,
1986; Sandoval et al., 2000; Nijdam et al., 2005). Por lo anterior, el uso del MA puede ser
de gran ayuda para reducir los niveles de CORT ante una condicion de estrés antemortem y
asi no afectar el metabolismo energético de animal, evitando con ello dafiar al tejido

muscular y mejorar la calidad de la canal.

El acido urico no presentd diferencias entre tratamientos (P > 0.05). Los valores de
proteinas totales muestran un efecto por linea comercial en las muestras de planta
procesadora, presentado L2 niveles mas altos que L1 (P = 0.001); no obstante, todos los
resultados se encuentran dentro de los valores normales de 30 a 60 g/L. Los valores de
albumina estuvieron por arriba de 14 g/L, considerados como normales en todas las
evaluaciones; ademas se present6 un efecto de interaccion por MA*L (P = 0.040; Cuadro
2.1). Lo anterior esta posiblemente relacionado con un estado de deshidratacion por la falta

de acceso de agua durante la carga y transporte (Charles, 2003).
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Cuadro 2.1.
Valores promedio = EE obtenidos de los indices bioquimicos y corticosterona al momento de la captura en granja y de la
descarga en planta procesadora a partir de pollos tratados con el modulador alostatico

Tratamientos Glucosa AST Creatinquinasa  Ac. Urico Prot. Total Albamina  Lactato  Corticosterona
Estirpe MA mmol/L U/L U/L umol/L g/L g/L mmol/L ng/mL
Granja
L1 TE 15.840.1*°  247.4+6 11,687+944 325315  37.6+0.6 192404  6.2+0.3 0.13+£0.01
L1 MA 14.3+0.2° 241.6+1 10,606+1,416  334.1£13 45.2+11 17.8+0.7  7.9+0.3" 0.21+0.05
L2 TE 15.3+0.2"  238.749 7,781+1,000 3433+16 41.0+1.04 18.5+0.5  7.8+0.2° 0.26+0.30

L2 MA 15.0£0.2*  241.7+8 10,248+1,585  353.3+18  39.1+1.2 19.1£04  8.0+0.3" 0.20+0.03

MA 0.001 0.92 0.59 0.55 0.57 0.48 0.001 0.814
P= L 0.63 0.46 0.10 0.24 0.79 0.64 0.002 0.291
MA*L 0.002 0.81 0.17 0.97 0.35 0.06 0.014 0.223
Planta Procesamiento
L1 TE 14.2+0.2°  286.1+10  12,297+1,567  275.04¢11  36.0+0.8° 17.6+0.3°  6.4+0.3 0.69+0.3°
L1 MA  14.0£02° 301.2+11  15,168+2,011  246.3+14 353+0.8° 17.2+04°  6.8£0.3 0.21+0.1°
L2 TE  132+03"  265.1£9  11,512£1,990  296.3+17  39.3+0.7* 20.5x0.7*°  6.8+0.3 1.21+0.2°
L2 MA 132403 282.6£13  10,398+1,355  296.2+17  39.3+0.9* 182+04°  7.1£0.3 0.76+0.3°
MA 0.59 0.14 0.62 0.34 0.63 0.005 0.20 0.051
P= L 0.001 0.07 0.11 0.02 0.001 0.001 0.26 0.049
MA*L 0.84 0.91 0.26 0.35 0.64 0.040 0.93 0.967

Los pollos fueron tratados con el modulador alostatico (50 mg de 4cido ascorbico, 62.5 mg de 4cido acetilsalicilico y 251 uEq de Na*, K" y CI" por L de agua) 48
h antes de su envio a planta de procesamiento MA = Modulador Alostatico; TE = Sin modulador alostatico; L = Estirpe comercial; EE = Error Estandar; AST =
Aspartato aminotransferasa; fndices bioquimicos n = 30; Corticosterona n = 18, Diferentes literales entre filas denotan significancia estadistica (P < 0.05)
ANOVA Arreglo Factorial — Prueba de Tukey
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Cuadro 2.2.
Valores promedio + EE obtenidos en el analisis de biometria hematica al momento de la captura en granja y de la descarga en
procesadora de pollos tratados con el modulador alostatico

Tratamientos  fematocrito  Eritrocitos  Leucocitos  Heterofilos  Linfocitos ~ Monocitos ~ Eosinofilos  Basofilos  Trombocitos  Relacion
L MA L/L 107/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L H:L
Granja
L1 TE  0.29+0.004 2.63£0.17 11.01°40.27 4.02°+0.72 4.65"+0.58 1.7120.66 0.35£0.04 0.35£0.09 8.33+0.75  1.16+0.38
L1 MA  0.31£0.007 2.570.07 8.73°£0.76 2.85°+0.40 4.44°:0.35 0.51£0.09 0.29+0.07 0.65:0.13  10.5£0.52  0.65+0.07
L2 TE  0.30£0.009 2.71£0.14 12.44°+t0.16 4.42°+0.38 7.20°+0.44 0.81£0.13 0.35£0.08 0.67£0.11  9.12°£0.61  0.63£0.06
L2 MA  0.30£0.008 2.70+0.12 12.03%0.66 3.67°+0.18 6.07"+0.45 0.59+0.08 0.36+0.11 0.74+0.10 10.64+0.43  0.58+0.04
MA 0.28 0.79 0.17 0.04 0.16 0.06 0.70 0.09 0.059 0.16
P= L 0.75 0.44 0.02 0.20 0.0001 0.24 0.70 0.07 0.43 0.14
MA*L 0.41 0.87 0.33 0.65 0.33 0.16 0.61 0.31 0.58 0.25
Planta Procesamiento
L1 TE  0.31£0.008 2.42+0.07 9.9%+047 2.87°+0.23 5.56£0.29 0.51£0.14 0.19£0.05 0.85£0.15 11.0£0.39  0.53%0.04
L1 MA 0.31+0.01  2.81+0.11 9.99"+0.61 2.49°+0.23  5.96+0.44 0.57+0.08 0.35+0.09 0.62+0.10 11.34+0.61 0.43°+0.04
L2 TE 0.30+£0.01  2.77£0.07 11.26°+0.36 3.51°:0.31  6.34%0.29  0.52+£0.09 0.39+0.12 0.71£0.11 10.43%0.70  0.57°+0.06
L2 MA  0.30£0.004 2.70£0.09 8.81°£0.89 2.56°+0.19 5.63£0.40 0.35£0.05 0.20£0.05 0.56£0.10 11.13x0.60 0.47°+0.03
MA 0.88 0.08 0.06 0.01 0.67 0.54 0.68 0.11 0.38 0.04
P= L 0.10 0.18 0.88 0.16 0.54 0.29 0.42 0.39 0.52 0.33
MA*L 0.88 0.11 0.04 0.25 0.14 0.26 0.01 0.72 0.77 0.88

Los pollos fueron tratados con el modulador alostatico (50 mg de acido ascorbico, 62.5 mg de 4cido acetilsalicilico y 251 pEq de Na*, K* y CI por L de agua) 48 h antes de
su envio a planta de procesamiento. n=12, MA= Modulador Alostatico; TE = Sin modulador alostatico; L= Estirpe comercial; EE= Error Estandar
Diferentes literales entre filas denotan significancia estadistica (P < 0.05) ANOVA Arreglo Factorial — Prueba de Tukey
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5.2.3 Indices hematolégicos

En los valores obtenidos para los Indices Hematologicos (Cuadro 2.2) se observa
leucocitosis en todos los resultados. Los valores de granja mostraron un efecto por linea
comercial (P = 0.02); sin embargo, en las muestras de planta de procesamiento solo se
present6 efecto de interaccion MA*L (P = 0.04), donde L2-MA tuvo los valores mas bajos.
En el caso de los linfocitos, L1 present6 valores menores (P = 0.0001) que L2 en las
muestras de granja, no asi en los valores obtenidos en procesadora. Las cuentas de
heterofilos se encontraron por arriba del rango de 1.0 a 2.3 considerado como normal en
pollos de engorda a los 49 dias (Charles, 2003); no obstante, las aves que consumieron el
MA reportaron promedios menores tanto en granja (P = 0.04) como en planta de
procesamiento (P = 0.01). Lo anterior repercutio en la disminucion de la relacion H:L en
pollos que consumieron el MA, particularmente en las muestras procedentes de la planta de
procesamiento (P = 0.04); el resto de los indices hematologicos no presentd diferencia (P >
0.05). Diversos autores han reportado que condiciones de estrés provocan la liberacion de
corticosteroides, relacionado ésto con cambios en las cuentas leucocitarias, principalmente
linfopenia y heteréfilia (Sturkie and Griminger 1986; McFarlane et al., 1989b,c; Zulkifli et
al., 2000 ; Charles, 2003). Incrementos significativos de la relacion H:L se han reportado en
pollos de engorda sometidos a estrés por ayuno (Revidatti et al., 2001). En este estudio la
adicion del MA previo a los manejos antemortem ayud6 a mantener los heterofilos y la
relacion H:L en rangos normales sugiriendo un efecto para contrarrestar el estrés.
Resultados similares en la relacion H:L asi como en los porcentajes de linfocitos y
heteré6filos, fueron reportados por Borges et al. (2003) al incrementar el balance

electrolitico de la dieta (240 mEqg/kg alimento), asi como también la adicion de 1,200 ppm
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de L-acido ascorbico ayudando a mantener la relacion H:L de 0.47 a 0.36 en los pollos
tratados previo al manejo antemortem (Zulkifli et al., 2000), lo que sugiere mayor bienestar

en las aves.

5.2.4 Evaluaciones de calidad de la carne

5.2.4.1 Mediciones de temperatura y pH de la carne

Las caracteristicas de la carne pueden afectarse por estrés antemortem y por condiciones
propias del procesamiento, provocando entre otras cosas mayor contraccion muscular,
glucolisis mas rapida con mayor acumulacion de 4cido lactico y disminucion rapida del pH
muscular; estos cambios en el metabolismo postmortem del musculo se han relacionado con
la presencia de carne palida, convirtiéndose en biomarcadores importantes a ser
considerados por el productor ya que determinaréan la calidad de la carne (Van Laack et al,
2000; Remignon and Le Bihan-Duval, 2003; Barbut, 2009; Dadgar et al., 2011). En este
estudio el pH; de los musculos pectorales fue mayor para L1 (P = 0.022) observando un
efecto de interaccion por uso del MA en el pH; (MA*L; P = 0.0094), tnicamente el
tratamiento L1-MA obtuvo un pH; de 6.5 considerado como normal en carne de pollo
posterior al sacrificio (Van Laack et al, 2000); el resto de los tratamientos presentaron un
rango menor (6.39-6.35). Los valores pH;, no mostraron diferencia entre tratamientos (P >
0.05) siendo mayores a 6.1, valor esperado para el pH después del tanque de enfriado;
indicando un correcto enfriado de la canal (Van Laack et al., 2000; Remignon and Le
Bihan-Duval, 2003). Nuestros resultados en pH, se reportaron en un rango de 5.70 a 5.74,
presentando L2 el pH mas alto (P = 0.036) con un efecto de interaccion (P = 0.005) por

MA*L (Cuadro 2.3), lo que indica que Unicamente en ésta linea comercial el MA ayudo a
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obtener un pH significativamente mayor, sin estar fuera de los rangos esperados. El valor
esperado del pH en carne de pollo después de 24 h de refrigeracion esta en un rango de 5.7
a 5.9, cuando es menor a 5.7 se considera presencia de carne palida; cabe recalcar que
ninguno de los valores obtenidos se encontraron por debajo de este valor. No obstante, al
igual que los resultados obtenidos en este estudio, otros investigadores han reportado
diferencias entre estirpes comerciales y el pH de la carne después del procesado (Remignon
and Le Bihan-Duval, 2003). Lo anterior indica que el uso del MA no afecta el pH de la

carne ni modifica el riesgo de presentar defectos de calidad en ésta.

Con relacion a las temperaturas obtenidas en los musculos pectorales antes y después del
tanque de enfriado (Cuadro 2.3), ambas presentaron un efecto por uso de MA, linea
comercial e interaccion de estos dos factores; mientras que antes del tanque de enfriado la
temperatura de la carne para L1 fue menor con el uso del MA, en L2 se obtuvo sin el MA
(P =0.010), indicando un efecto por linea comercial (P = 0.001) con interaccion de los dos
factores (MA*L; P = 0.001). En las temperaturas después del tanque de enfriado la adicioén
del MA también reportdé valores menores (P = 0.001) en ambas lineas comerciales,
particularmente para L1 (P = 0.001) mostrando efecto de interaccion MA*L (P = 0.028).
Estos resultados indican que el uso del MA permitird una mejor calidad en pechugas de
pollo, ya que un enfriamiento lento de la carne después del procesado produce un pH mas

bajo, lo que afecta su calidad (Demirok et al., 2013).
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5.2.4.2 Presencia de carne palida.

Los resultados obtenidos para determinar la presencia de carne palida a partir de los
musculos pectorales (Cuadro 2.3) fueron expresaron en términos de los valores CIE para
L*, a* y b*. Los valores de L* en este estudio fueron mayores por el uso del MA (P =
0.011) particularmente en L2 (P = 0.012) con un valor > 49, en el resto de los tratamientos
los valores de L* se mantuvieron por debajo de este valor. Barbut (1997), mencion6 que
valores de L* mayores a 49 indicaban la presencia de carne palida; sin embargo, estudios
recientes indican valores superiores a 54, 59 y 60 de L* para clasificar a la carne como
palida ( Fletcher, 2000; Remignon and Le Bihan-Duval, 2003; Barbut, 2009; Garcia et al.,
2010); y mencionan que la L* puede sufrir modificaciones por diversos factores como son
la linea genética (Remignon and Le Bihan-Duval, 2003; Bianchi et al., 2006), la época de
afio (Barbut, 2009) y los niveles de CORT en plasma (Kannan 1998). En el caso de a* los
resultados fueron menores para L2 comparados con L1 (P = 0.031) sin verse modificados
por el uso del MA (P > 0.05). Cambios en los valores de a* se han reportado en carne
procedente de pollos genéticamente seleccionados para alto desarrollo muscular, presentado
carnes menos rojas y mas palidas que las de aves no seleccionadas. Esta pérdida en la
intensidad del color se ha relacionado con la disminucion en el contenido de pigmento
hematico muscular en las aves (Remignon and Le Bihan-Duval, 2003). Por otra parte, los
valores de b* en L2 fueron menores (P = 0.046) con un efecto de interaccion MA*L (P =
0.053). Sin embargo, L* es considerado como el principal pardmetro de referencia para
determinar palidez en la carne de pollo; evaluando estrictamente, los resultados obtenidos
en este estudio sOlo determinaron la presencia de carne palida en L2-MA, siendo

importante recalcar que no se observo la existencia de ningun otro indicador relacionado
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con baja funcionalidad de las proteinas que indicaran la presencia de PSE en ninglin
tratamiento. Por otra parte, los resultados obtenidos para a* y b* fueron mayores a los
reportados en la literatura (Kannan et al., 1998; Fletcher, 2000; Remignon and Le Bihan-
Duval, 2003; Garcia et al., 2010), indicando la presencia de un color en la carne con tonos
amarillos; lo anterior puede explicarse porque las dietas utilizadas incluyeron pigmentos
naturales amarillos, asi como aceites vegetales cominmente utilizados en nuestro pais para
producir canales con piel amarilla. Estos pigmentos tienen afinidad por la grasa, por lo que
de alguna manera también modifican el tono de la carne dada la presencia de grasa

intramuscular.

El color de la carne se considera un atributo importante para medir caracteristicas de
textura, sefialando al color como el resultado de numerosos factores quimicos y fisicos del
musculo, dentro de los cuales el pH y la temperatura después del procesamiento se han
relacionado directamente con la glucdlisis muscular y la consecuente desnaturalizacion de
proteinas responsables de la presencia del color palido (Barbut, 1997; Van Laack et al.,
2000). No obstante, aun cuando se ha reportado que aves madas susceptibles al estrés
presentan acelerada glucolisis postmortem (Barbut, 2009), hasta ahora no se ha identificado
ningin marcador genético relacionado con la presencia de esta condicion en pollos de
engorda (Remignon and Le Bihan-Duval, 2003; Cavitt et al., 2004) y que pueda ser
utilizado para prevenir su aparicion mediante seleccion genética; por lo anterior hasta
ahora, los procesadores solo pueden emplear diversas estrategias pre y postmortem para

minimizar este problema.
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Cuadro 2.3

Promedio + Error estindar de pH, temperatura y valores CIE' L* a* b* en filetes de
pechuga procedentes de pollos con y sin la adicion de un modulador alostatico via agua de
bebida 48 horas antes del manejo antemortem y sacrificados a los 49 dias de edad

P=
LI-TE LI-MA L2-TE L2-MA MA L MAFL

pHi  6.38+0.02°  6.50+£0.04*  6.39+0.02°  6.35+0.03° 0212 0.022 0.009
pH,  6.22+0.06  6.32+0.02  6.26+0.03  6.26+0.02 0.204 0.809 0.181
pHy  5.70+0.007" 5.70+0.006"° 5.71+0.008° 5.74+0.009° 0.524 0.036  0.005
T,  31.10£0.21* 30.26+0.18° 28.64+0.23° 30.43+0.08 0.010 0.001 0.001
Tm  15.5440.20° 14.61£0.19° 16.96+0.13" 15.29+0.13° 0.001 0.001  0.028
L 47.9+028"  48.9+0.28" 48.9+0.33"  49.5+0.31* 0.011 0.012 0.477
a 0.61+0.11°  0.56+0.15°  0.35+0.12°  0.21+0.17*° 0.503 0.031 0.730

b 20.240.11°%  21.5+0.37*°  20.1+£0.52*®  19.7+0.50° 0.348 0.046 0.053

'"Medidos con colorimetro de reflectancia Minolta Modelo CR 400; L1 y L2 = Estirpes comerciales; MA =
Modulador alostatico (conteniendo 50 mg de acido ascorbico, 62.5 mg of acido acetilsalicilico y 251
uEq de Na', K" y CI" por L de agua); TE = Testigo sin modulador; EE = Error estindar; pH;= medicion
antes del tanque de enfriado; pH,, - medicion después del tanque de enfriado; pH, = medicién con 24 h de
refrigeracion; T; = Temperatura antes del tanque de enfriado; T, = Temperatura después del tanque de
enfriado; L'= Luminosidad; a" = Tonos rojos; b = Tonos amarillos. n = 48 (8 muestras por réplica).
Diferentes literales entre columnas denotan significancia estadistica (P < 0.05).

5.2.4.3 Pérdida por goteo en musculo pectoral mayor

La capacidad de retencion de agua es una caracteristica importante de la calidad de la carne
y se puede medir mediante la pérdida por goteo o la pérdida por coccidn. Si la capacidad de
retencion de agua es pobre, tanto la carne como los productos procesados careceran de
jugosidad. Los resultados obtenidos en este estudio (Cuadro 2.4) mostraron que los
tratamientos con el MA redujeron la pérdida de peso por goteo (P = 0.001) a las 24 h de

refrigeracion, mientras que a las 48 h ésta reduccion solo se observo en L2-MA mostrando
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menor pérdida por goteo en esta linea comercial (P = 0.022) con un efecto de interaccion
MA*L (P = 0.008). De las 48 a las 72 h de almacenamiento no se observaron diferencias
entre tratamientos (P > 0.05). Sin embargo, la pérdida por goteo observada durante las
primeras 24 h de almacenamiento, repercutidé directamente hasta el final del periodo de
evaluacion (72 h) en el porcentaje total de pérdida. Para la evaluacion total en gramos, los
resultados indican menos gramos perdidos en los tratamientos con MA (P = 0.001)
mostrando efecto de interaccion MA*L (P = 0.016) particularmente en L2. De igual forma
para los valores reportados en porcentaje se determind menor pérdida con el uso del MA (P
=0.001), con diferencia entre lineas comerciales, observando menor porcentaje de pérdida
en L2-MA (P = 0.033) y con efecto de interaccion por ambos factores (MA*L; P = 0.006);
ambas lineas presentaron una reduccion en pérdida por goteo; sin embargo, L2-MA fue el
tratamiento con menor pérdida por goteo a pesar de haber obtenido un valor de L* mayor a
49; lo anterior concuerda con Le Bihan-Duval et al. (1999) quienes mencionan menor
pérdida por goteo en aves seleccionadas genéticamente para alta produccion atn con la
presencia de L* mayores a 50. La adicion del MA redujo significativamente la pérdida por
goteo en 0.64 % y 1.29 % para L1 y L2 respectivamente; reportes indican un porcentaje de
pérdida por goteo normal en un rango de 1.3 - 2.51% (Remignon and Le Bihan-Duval,
2003; Wang et al., 2009; Garcia et al., 2010), siendo mayor a 2.6 % con carne palida
(Garcia et al., 2010) y llegando hasta 6.31 % bajo condiciones de estrés por calor (Wang et
al., 2009). La capacidad de retencion de agua se puede reducir por condiciones de estrés
que provocan acelerada glucoélisis, desnaturalizacién de proteinas, asi como variaciones
significativas del pH y palidez en la carne (Barbut, 1997; Van Laack et al., 2000; Remignon

and Le Bihan-Duval, 2003). Obtener menor pérdida por goteo, es importante ya que
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ademas de mejorar el rendimiento y la calidad de la carne, favorece la jugosidad y suavidad
de ésta (Barbut, 1997; Van Laack et al., 2000). Los resultados obtenidos en este estudio
indican que el uso del MA ayudo6 a reducir las pérdida por goteo, ésto probablemente
asociado al punto isoeléctrico de la carne y a la presencia de electrolitos en el MA, los
cuales ademas de reducir la pérdida de liquidos pueden jugar un papel importante en la
retencion del agua inmovilizada (la cual se encuentra en la superficie de las proteinas entre

la actina y miosina) mediante sus cargas (Smith, 2001).

5.2.4.4 Determinaciones de merma por coccion y fuerza de corte

Con relacion a W-B, los resultados obtenidos en este estudio mostraron una interaccion
MA*L (P = 0.002) donde L2-TE report6d la mayor fuerza de corte y L1-TE la menor; sin
embargo, en ambas lineas comerciales la fuerza de corte no present6 diferencias cuando los
pollos consumieron el MA (Cuadro 2.4); los valores de W-B reportados como normales
van de 4.86 a 4.89 (Thielke et al., 2005; Garcia et al., 2010) mientras que el valor mas alto
reportado en este estudio fue de 3.90 en el grupo L2-TE. Diversos factores se han
relacionado con la fuerza de corte en las pechugas de pollo dentro de los cuales destacan
edad de sacrifico, linea comercial, carne PSE, estrés por calor, glucdlisis antemortem y
postmortem, tiempo de deshuesado y maduracion (Liu et al., 2004; Thielke et al., 2005;
Garcia et al., 2010; Schneider et al., 2012). La variacion en resultados puede relacionarse
con la actividad bioquimica involucrada en el inicio y la resolucion del rigor mortis; no
obstante, la menor fuerza de corte se asocia con suavidad. Resultados similares se
presentaron con el porcentaje de merma por coccidon con un efecto de interaccion (MA*L;

P =0.001), donde L2-TE obtuvo 4.96 % mas merma que L1-TE, mientras que entre ambas
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lineas con el uso del MA la diferencia por merma fue de 1.44 % (Cuadro 2.4). El maximo
porcentaje de merma por coccion fue de 22.09 %, estudios previos indican que la merma
puede ser de hasta 28.2 % en aves sacrificadas a los 49 dias como ocurri6 en este estudio y
puede reducir hasta 24.5 % en aves jovenes de 28 dias (Schneider et al., 2012), mientras

que carne PSE presenta mayor merma que la normal (22.8 vs 19.45; Garcia 2010).

Cuadro 2.4
Promedio + Error estdndar de la pérdida por goteo, fuerza de corte y merma por coccion
en filetes de pechuga procedentes de pollos con y sin la adicion de un modulador

alostatico via agua de bebida 48 horas antes del manejo antemortem y sacrificados a los 49
dias de edad

P=

L1-TE L1-MA L2-TE L2-MA
" MA L MA*L

PPGyy  3.29+0.24°  1.58+0.16°  3.44+027° 1.33+0.15® 48 0.001 0.825 0.360
PPGy  2.06+0.20°  2.32+40.20°  2.13+0.21°  1.35£0.16° 48 0.176 0.022 0.008
PPG,,  0.68+0.05  0.59+0.04  0.78+0.05  0.72+0.10 48 0.283 0.079 0.839
PPGr,  6.02£0.35"  4.49+0.19°  6.34+0.35"  3.40£0.22° 48 0.001 0.187 0.016

PPGr, 2.90+0.17°  226+0.10°  3.00+0.17°  1.71+0.12° 48 0.001 0.033 0.006

W-B*
(kg)
%MPC*  17.132£0.12° 18.66+0.11%° 22.09+0.12° 17.224+0.07*® 18 0.079 0.103 0.001

2.9+0.20° 3.7+£0.26 3.9+0.34° 3.140.16® 18 0.934 0.352 0.002

L1 y L2 = Estirpes comerciales; MA = Modulador alostatico (conteniendo 50 mg de 4cido ascorbico,
62.5 mg of 4cido acetilsalicilico y 251 uEq de Na', K" y CI" por L de agua); TE = Testigo sin
modulador; EE = Error estandar; PPG,, = pérdida por goteo 24 h de refrigeracion; PPG,g = pérdida por goteo
48 h de refrigeracion; PPG, = pérdida por goteo 72 h de refrigeracion; PPGTg = Pérdida Total por goteo en
gramos; PPGT% = Porcentaje de Pérdida Total por goteo ;W-B = Warner-Bratzler; MPC = Merma por
coccion; n = 48 (8 muestras por réplica); *n = 18 (3 muestras por réplica). Diferentes literales entre
columnas denotan significancia estadistica (P < 0.05).
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EXPERIMENTO 3.

INCLUSION DE UN MODULADOR ALOSTATICO EN LA ESTABILIDAD

OXIDATIVA'Y VIDA DE ANAQUEL DE LA CARNE DE POLLO.

1.3 INTRODUCCION

La produccion de pollos de engorda tiene como meta final convertir el misculo en carne de
calidad para consumo humano; los musculos son tejidos que responden efectivamente a las
condiciones del medio ambiente que les rodea y muchas de estas respuestas pueden afectar
la calidad de la carne producida. La oxidacion, la autolisis enzimatica y el crecimiento
bacteriano son los tres mecanismos basicos responsables del deterioro de la carne. (Sams,
1999; Wang et al., 2009; Dave and Ghaly, 2011). Bajo una condicion de estrés el musculo
requiere obtener oxigeno y glucosa para enfrentar el estado estresante, este aumento en las
necesidades de oxigeno en el musculo esquelético incrementa la actividad metabodlica y la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Chihuailaf et al., 2002; Dave and
Ghaly, 2011). La oxidacién es un resultado de los procesos metabolicos naturales; sin
embargo, la produccion excesiva de especies reactivas, como los radicales libres en
cantidades que superen el sistema de defensa antioxidante endogeno se conoce como estrés
oxidativo y puede dafiar biomoléculas importantes como las proteinas, hidratos de carbono

y lipidos (Chihuailaf et al., 2002).

La estabilidad oxidativa de la carne actualmente es un parametro muy utilizado para medir

su calidad, debido a la susceptibilidad de ésta a sufrir degeneracion de tipo oxidativo
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(Chihuailaf et al., 2002; Sacchetti et al., 2008; Lin et al., 2009; Serpen et al., 2012). Los
lipidos son considerados las biomoéleculas mas labiles y su lipoperoxidacion muy
destructiva, describiéndola como una reaccion en cadena que produce lipidos peroxidados

los cuales a su vez dan origen a nuevos radicales libres; asi como a compuestos citotdoxicos

como los aldehidos (Chihuailaf et al., 2002).

En la produccion de alimentos a partir de tejido muscular, las reacciones oxidativas pueden
continuar aun durante el periodo postmortem, siendo ésto una causa importante de deterioro
durante el almacenamiento de la carne. Lin, (2009) report6 que el incremento en los niveles
de CORT debido al estrés antemortem afecta el balance oxido-reduccion en el muculo
esquelético de los pollos, mientras que la exposicion a estrés por calor previo al sacrificio,
también mostrd una reduccion de la estabilidad oxidativa en la carne de pollo (Wang et al.,

2009).

Ademas del deterioro de la carne por actividades quimicas y enzimaticas, el crecimiento de
microorganismos también la afecta, lo que genera pérdidas por descomposicion de la canal.
La carga bacteriana inicial en las canales de pollo tiene un efecto directo sobre su vida util
y ésta, generalmente se relaciona con los sistemas de crianza, procesamiento y sanidad del
rastro avicola (Hargis et al., 2001; Russell, 2001). La higiene, la temperatura de
almacenaje, la acidez de la carne y la estructura de las fibras musculares también influyen
en su deterioro. Un sistema de control de calidad microbioldgica de la carne es el conteo de

aerobios y coliformes totales; el primero se relaciona con malas practicas de sanidad, de
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manufactura o de almacenaje del producto, mientras que los coliformes se consideran un

indicador indirecto de contaminacion fecal (Hargis et al., 2001; Dave and Ghaly, 2011).

Para controlar el deterioro de la carne de pollo; en su dieta se utilizan suplementos
antioxidantes como la vitamina E, el AA y minerales como el selenio con el fin de
aumentar su vida util y mantener su valor nutricional, la textura y el sabor (Young et al.,
2003; Delles et al., 2014). El presente estudio fue realizado para evaluar la utilidad de un
MA administrado previo al manejo antemortem en la estabilidad oxidativa de la carne de

pollo y su efecto sobre la vida de anaquel.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES
3.3.1 Evaluar la capacidad antioxidante de la carne de pollo proveniente de aves a las que

se les administré un modulador alostatico y almacenada en refrigeracion (4 °C).

3.3.2. Conocer la vida de anaquel de la carne de pollo almacenada a temperatura de
refrigeracion (4 °C) y proveniente de aves a las que se les administrd6 un modulador

alostatico.

4.3 MATERIAL y METODOS

4.3.1 Disefio experimental

Cuatrocientos pollitos de engorda mixtos de 1 dia de edad fueron alojados en una caseta
abierta convencional equipada con cama de viruta nueva y desinfectada, asi como con

criadoras, comederos manuales de tolva y bebederos de campana. Los pollos pertenecientes
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a dos estirpes comerciales Cobb 500 (L1) y Ross 308 (L2), fueron divididos aleatoriamente
en dos tratamientos: uno adicionando el MA (MA) y un testigo sin MA (TE) bajo un
arreglo factorial 2 x 2. Cada tratamiento se constituyo de 4 réplicas con 25 pollitos cada
uno; las aves fueron criadas hasta el dia 49 de edad y durante este periodo recibieron agua
y alimento a libre acceso. El MA constituido por una combinacion con 50 mg de AA, 62.5
mg de ASA y 251 pEq de CI, Na" y K por L de agua, fue administrado en el agua de

bebida dos dias antes del manejo antemortem.

4.3.2 Transporte y sacrificio de los animales

Los pollos fueron sometidos a un programa de ayuno de 10 h antes de su envio a planta de
procesamiento y fueron capturados manualmente con un sistema convencional, procurando
generar el menor estrés posible. Las cajas de trasporte fueron identificadas y alojaron 10
pollos por réplica de cada tratamiento, éstas fueron colocadas en el camion de manera
aleatoria para todos los tratamientos (parte media y extremos del camion). Para simular el
transporte en movimiento, el camion se mantuvo circulando durante 1 hora alrededor del
CEIEPAVv antes de iniciar el sacrificio. La parvada fue enviada a la planta de procesamiento
a las 9:00 a.m. con una temperatura local de 18.3 °C y 62 % de humedad relativa, con un
tiempo de transporte de 60 min y 18 min de espera antes de iniciar el procesamiento. Antes
del sacrificio, las aves fueron aturdidas eléctricamente utilizando 25 Volts, 0.02 amperes y

400 Hertz, causando un estado de inconsciencia previo a su muerte por degiiello.
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4.3.3 Actividad oxidativa en plasma por determinacion de la enzima catalasa.

Doce muestras de sangre fueron colectadas de 3 pollos por réplica de cada tratamiento,
antes de iniciar el programa de ayuno (T;) y antes de colgar a los pollos en los ganchos de
la linea de procesamiento (Ty). Con el objetivo de no generar mucho estrés a las aves
durante este manejo, éstas fueron sujetadas gentilmente con ambas manos colocandolas en
posicion supina, para obtener la muestra mediante puncion de la vena braquial en viales
estériles (1.2 mL Heparin Monovette (66x8.5) Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Germany).
Las muestras fueron conservadas a 4 °C hasta su procesamiento en el Departamento de
Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa. Para obtener
el plasma, las muestras fueron centrifugadas a 1,000 g durante 10 min; posteriormente éstas
fueron congeladas en tubos de polipropileno (tubos de ensayo Eppendorf) a -20 °C hasta la
realizacion del estudio mediante la técnica de ELISA con el kit Catalase Assay-Kit
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). El Kit bas6é la medicién en la
reaccion peroxidativa de la catalasa (CAT) cuya lectura se realizé con filtro de 540 nm; la
sensibilidad del ensayo fue de 0.087 a 0.743 de actividad enzimdtica, con un CV intra-

ensayo de 3.8 %. Los resultados se expresaron como actividad de CAT en nmol/min/mL.

4.3.4 Estabilidad oxidativa de la carne de pollo

La estabilidad oxidativa de la carne se evalu6 en las dos muestras mas importantes de la
canal desde el punto de vista comercial: pechuga (musculo Pectoralis major) y pierna
(musculo Biceps femoris), en una serie de 8 muestras por tratamiento (2 muestras por
réplica), realizando las mediciones a los 1 (t1), 5 (t5), 10 (tio) y 15 (t15) dias de

almacenamiento en cadmara frigorifica (4 °C); para su almacenamiento las muestras fueron
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empacadas en charolas de unicel y cubiertas con pelicula permeable al oxigeno. La técnica
utilizada fue el método quimico ABTS' [4cido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico)]; de cada pieza refrigerada se tomd una muestra de 5 g de carne, la cual fue
homogenizada con 25 mL de un buffer de fosfatos (50 mM pH 7) mediante un
homogenizador IKA-T18 Ultra Turrax (Staufen, Alemania). Posteriormente se
centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 r.p.m. a 4 °C empleando una centrifuga 5810R
Eppendorf (Hamburgo, Alemania). El sobrenadante se recuperé y filtrd a través de papel

Wathman del nimero uno, se colectd y almaceno en bafio de hielo hasta su analisis.

Para llevar a cabo la determinacion antioxidante, se utiliz6 una disoluciéon de ABTS (7
mM) con persulfato de potasio (2.45 mM), incubando esta mezcla en la obscuridad por un
periodo de 12 a 16 h con el objetivo de generar el radical libre ABTS" de acuerdo al método
descrito por Descalzo et al. (2007). Previo al andlisis se ajusté mediante una solucion de
PBS (pH 7.4) hasta lograr una absorbencia de 0.70 a una longitud de onda de 734 nm.
Finalmente se tomaron 10 pL de extracto al que se le adicionaron 290 pL de la dilucion del
radical ABTS" y leyendo la absorbencia exactamente 6 min después de iniciada la reaccién
en un lector de placas Biotec Synergy HT Multi-Detection (Vermont, USA.). El blanco
espectro utilizado fue metanol. La curva estandar se llevo a cabo en una concentracion de
200 a 1,200 uM. Los resultados se expresaron como equivalentes uM de Trolox/100 g de
carne. Todas las lecturas se realizaron por cuadruplicado y se obtuvo un promedio de éstos

para su analisis.
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4.3.5 Determinacion de la estabilidad lipidica de la carne de pollo

Se monitore6 la oxidacion lipidica de muestras de pechuga y pierna mediante las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) a los ty, ts, tjo y t;s dias de almacenamiento en
camara frigorifica a 4 °C. A partir de cada muestra se pesaron 5 g de carne, los cuales
mediante un homogenizador IKA T 18 Ultra Turrax (Staufen, Alemania) se homogenizaron
con 25 mL de una solucion de acido tricloroacético (TCA), al 5% masa/volumen (w/v)
durante 1 min. Posteriormente y utilizando una centrifuga 5810R Eppendorf (Hamburgo,
Alemania), el homogenizado fue centrifugado a 10,000 r.p.m. durante 15 min a 4 °C. Para
obtener el extracto, el sobrenadante se filtr6 a través de papel Whatman del nimero uno
almacenandolo en bafio de hielo. De este extracto se tomaron 500 pL para adicionarle 1 mL
de 4cido tiobarbittrico (TBA) 80 mM e incubarlo durante 30 min a temperatura de 94 °C;
posterior a la incubacion se dejo enfriar y se realizé la lectura en un lector de placas Biotec
Synergy HT Multi-Detection (Vermont, USA.) a una longitud de onda de 530 nm; las
lecturas se realizaron por cuadruplicado, obteniendo un promedio para su analisis. Los
resultados se reportaron en mg de malonaldehido (MDA)/kg de carne, utilizando el

coeficiente de extincion molar de 1.56X10° M cm™ (Raharjo et al., 1992).

4.3.6 Vida de anaquel

La vida de anaquel de la carne fue evaluada mediante el conteo de la poblacion de
mesofilos totales y coliformes; este ultimo como indicador sanitario. Lo anterior se realizd
a partir de 8 muestras de pechuga (musculo Pectoralis major) y 8 muestras de pierna
(musculo Biceps femoris) por tratamiento (2 muestras por réplica), las muestras fueron

almacenadas en charolas de wunicel cubiertas con pelicula permeable al oxigeno,
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identificadas y almacenadas en camara frigorifica a 4 °C. Las evaluaciones se realizaron en
el Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves, FMVZ-UNAM a los ty, ts, tjo y t;5s dias

de almacenamiento.

En una campana de flujo laminar, cada muestra fue retirada de su empaque original y
colocada en una bolsa de plastico estéril con 100 mL de una solucion de PBS, dandole un
breve masaje con esta solucion de enjuague durante un minuto; posteriormente, la muestra
se retird de la bolsa (Northcutt et al., 2007; Demirok et al., 2013) y de la solucion de
enjuague se hicieron diluciones décuples seriadas. A partir de las diluciones 107, 10* y 107
se tom6 1 mL y se sembrd en medios de cultivo para el conteo de mesofilos aerobios
(RIDA® COUNT Total) y coliformes (RIDA® COUNT Coliform) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (R-Biofarm AG, Darmstadt, Germany). Las placas fueron
incubadas por 48 h a 37 °C. Después de la incubacion, las UFC fueron contabilizadas para

determinar la carga bacteriana de las muestras.

4.3.7. Analisis estadistico

Los resultados de CAT en plasma fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando un arreglo factorial 2 x 2 x 2 (MA*L*T). Mientras que los resultados de
TBARS, ABTS" y vida de anaquel, se sometieron a un ANOVA con un arreglo factorial 2
x 2 x 4 (MA*L*DA). Los resultados de interaccion se reportaron cuando fueron
significativos (P < 0.05). Previo a su andlisis, los valores de CAT fueron sometidos a una

transformacion logaritmica para lograr la homogeneidad de varianza. La diferencia entre
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medias se determin6d mediante la prueba de Tukey utilizando el programa STATISTIX 9.0,

Analytical Software (Tallahassee, FL, USA).

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Actividad oxidativa en plasma por determinacion de la enzima catalasa.

Los resultados obtenidos con relacion a la actividad de la CAT en plasma (Figura 3.1) T;y
T¢ mostraron un incremento por MA (P = 0.025) solo en L1 después del manejo
antemortem, con un efecto de interaccion MA*L*T (P = 0.034). Después del estrés por
manejo antemortem no se observo diferencia entre tratamientos (P > 0.05). Lo anterior
indica que la respuesta en los niveles de CAT en suero es diferente por linea comercial.
Bajo condiciones de estrés, la actividad de enzimas como la CAT y superoxido dismutasa
(SOD) disminuyen (Khassaf et al., 2003; Zhang et al., 2011); los resultados obtenidos en
este estudio no coinciden con lo reportado por otros investigadores, donde indican que la
suplementacion con antioxidantes como el AA (de 500 a 1,000 ppm) y el a-tocoferol
incrementan la expresion de los mecanismo de defensa al estrés oxidativo tanto en células
musculares como en linfocitos y eritrocitos, provocando un aumento en la actividad de
estas enzimas (Khassaf et al., 2003; Young et al., Wang etal., 2009; Delles et al., 2014); sin
embargo, la adicion de estos antioxidantes se realizo en el alimento y no en agua de bebida,

asi como por periodos mayores a 48 horas.
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Actividad de Catalasa
(nmol/min/mL)

L1-TE L1-MA L2-TE L2-MA

m Antes ™ Después

Figura 3.1

Efecto del modulador alostatico (MA) en los niveles de catalasa en plasma de pollos de
engorda antes y después del manejo antemortem. Los valores son promedios de actividad
de catalasa expresados en nmol/min/mL; n = 12 (3 muestras por réplica); L1 y L2= Estirpes
comerciales; MA= Modulador Alostatico; T = Tiempo de muestreo; ANOVA Arreglo
Factorial — Prueba de Tukey. MA-P = 0.025; MA*L*T-P = 0.034

5.3.2 Estabilidad oxidativa y determinacion de la estabilidad lipidica de la carne de
pollo

Los tres principales mecanismos para el deterioro de la carne son: oxidacion de lipidos,
descomposicion microbiana y/o por accidon enzimatica autolitica, mismas que pueden
presentarse después del sacrificio, durante el procesamiento o a lo largo de su
almacenamiento. Dave y Ghaly (2011) reportaron que para mejorar la calidad e incrementar
la vida util de la carne y de sus productos es necesario aplicar técnicas adecuadas de manejo

antemortem, tratamientos previos de conservacion como el uso de antioxidantes en las
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dietas, asi como almacenar la carne y sus productos a bajas temperaturas. En este estudio la
adicion del MA no tuvo efecto (P > 0.05) sobre la oxidaciéon lipidica y la actividad
antioxidante en las muestras de pechuga, encontrando diferencia solo por tiempo de
almacenamiento (P = 0.001). La mayor concentracion de mg de MDA por kg de carne a
partir del musculo Pectoralis major, se observé en la muestra ts (L1-MA 0.84+0.03; L1-TE
0.81+£0.03; L2-MA 0.77+0.05 y L2-TE 0.73+0.08) disminuyendo significativamente en ty
y t15 (Figura 3.2); no se encontr6 efecto de interaccion. Mientras que la busqueda del
radical ABTS™ (uM Trolox por 100 g de carne) para determinar la actividad antioxidante en
pechuga fue mayor solo hasta los 5 dias de almacenamiento (P = 0.001), para
posteriormente disminuir hasta el final de la evaluacion (Figura 3.3), indicando que el
musculo Pectoralis major almacenado a temperatura de refrigeracion se conserva

adecuadamente por 5 dias.

Con relacion a las muestras de pierna (Musculo Biceps femoris) la mayor oxidacion lipidica
(Figura 3.4) se observo al dia 1 (P =0.001), con un efecto por linea comercial (P = 0.002),
L2 presenté mayor oxidacion que L1, particularmente cuando no recibieron el MA (P =
0.030) detectando interaccion de MA*L (P = 0.05) indicando un efecto del MA solo en L1.
Por otra parte, la capacidad antioxidante en pierna (Figura 3.5) fue mayor en t; (P = 0.001)
disminuyendo a lo largo del periodo de evaluacion y mostrando un efecto por linea
comercial (P =0.001) solo en ts y tjo con efecto de interaccion por MA*L-P = 0.04; L*DA-
P =0.010; M*L*DA-P = 0.045. Estudios realizados por Gao et al. (2010), mencionan que
la susceptibilidad de la carne a la peroxidacion lipidica se incrementa por las respuestas

fisiologicas de los animales al estrés antes del sacrificio, condicion que puede explicar la
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mayor oxidacion lipidica en las muestras de pierna en la linea comercial L2, este
investigador report6 diferentes tiempos para la presentacion de la oxidacion lipidica entre
muestras de pechuga y pierna, encontrando mayores niveles de TBARS en las muestras de
pierna (24 h), mientras que en pechuga ésto sucede mas tarde (48 h); con reducciones
significativas en ambas muestras por la adicion de vitamina E como antioxidante para
aliviar el estrés oxidativo. Nuestros resultados coinciden en indicar menor tiempo en las
muestras de pierna para presentar oxidacion lipidica y reducir su capacidad antioxidante
que en las muestras de pechuga, revelando que los tiempos de almacenaje para cada
muestra deben ser diferentes. La oxidacion lipidica ha sido considerada un factor de
deterioro en la calidad de la carne y puede retardarse por la presencia de antioxidantes
(Young et al., 2003; Gao et al., 2010). En este estudio, la adicion del MA no modifico la
estabilidad lipidica, aun cuando cuenta con AA; el cual tiene una accién directa sobre
radicales libres (superoxido, hidroxilo e hidroperdxidos lipidicos) y es considerado un
antioxidante con alta actividad (Chihuailaf et al., 2002; Khassaf et al., 2003; Lin et al.,
2009). No obstante, las diferencias encontradas en la actividad antioxidante entre pechuga y
pierna indican que la pechuga mantiene por mas tiempo la actividad antioxidante (DA ts)
que la pierna ( DA t)); esta diferencia puede estar relacionada con el tipo de fibras
musculares que componen cada muestra y particularmente por la cantidad de lipidos y
mioglobina que constituyen las diferentes fibras musculares; de tal forma que mientras el
musculo Pectoralis major esta constituido en mas del 90% por fibras II B, consideradas de
baja densidad mitocondrial y con poca cantidad de lipidos y mioglobina en sus fibras, el
musculo Biceps femoris contiene solo un 20% de fibras II B y mas del 50% de sus fibras

son del tipo II A, con alta densidad mitocondrial y mayor cantidad de mioglobina y lipidos
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intramusculares (Harvey and Marshal, 1986; Remignon and Le Bihan-Duval, 2003;
Sacchetti et al., 2008; Mikulski, et al., 2011). Aun cuando diversos estudios indican que la
adicion de antioxidantes como el acido ascorbico y el a-tocoferol protegen contra el
aumento de TBARS inducido por estrés, en diferentes musculos (Khassaf et al., 2003;
Young et al., 2003; Gao et al., 2010; Delles et al., 2014) la suplementacion en el agua con
el MA no modifico la oxidacion lipidica, ni la capacidad antioxidante de las muestras de

pechuga y pierna, probablemente debido a un manejo cuidadoso con bajo estrés.
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Figura 3.2

Efecto del modulador alostatico (MA) en los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS) en pechugas de pollo (Musculo Pectoralis major) almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante
15 dias. Los valores son medias = Error Estandar; n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE = sin modulador
alostatico; L1 y L2 = Estirpes comerciales; DA = Dias de almacenamiento; MDA= Malonaldehido.
ANOVA Arreglo Factorial - Prueba de Tukey. AM-P =0.8779; L-P = 0.136; DA-P = 0.001.

65



EL]-TE »LI-MA = L2-TE ~-L2-MA

[}

g 35

S - A A

c@ 30 2, A A AA

© 2 I.I I

S E 25- N { = BCD . B BC DE

S - - - T

- = X — L CDE

=2 20 - —- - T E E

e T . - - I-F

= E - - - - -- il

; (%) 15 - - -— - -

—_© = - - - |- -

e 5 10 - -~ - - - -
£ 5 - = i - | -

ﬁ 0 B = T = T = T == 1

tl t5 t10 t15

Dias de Almacenamiento

Figura 3.3

Efecto del modulador alostatico (MA) en la capacidad antioxidante de pechugas de pollo (Musculo
Pectoralis major) almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante 15 dias. Los valores son promedios de ABTS
+ Error Estandar; n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE = sin modulador alostatico; L1 y L2 = Estirpes
comerciales; DA = Dias de almacenamiento; ABTS = [4cido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)].
ANOVA Arreglo Factorial - Prueba de Tukey. AM-P =0.785; L-P = 0.530; DA-P = 0.001.
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Figura 3.4

Efecto del modulador alostatico (MA) en los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
en piernas de pollo (Musculo Biceps femoris) almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante 15 dias. Los
valores son medias + Error Estandar; n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE = sin modulador alostatico; L1 y
L2 = Estirpes comerciales; DA = Dias de almacenamiento; MDA= Malonaldehido. ANOVA Arreglo
Factorial - Prueba de Tukey. AM-P = 0.030; L-P = 0.002; DA-P = 0.001 ; MA*L-P = 0.05
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Figura 3.5

Efecto del modulador alostatico (MA) en la capacidad antioxidante de piernas de pollo (Musculo Biceps
femoris) almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante 15 dias. Los valores son medias de ABTS + Error
Estandar; n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE = sin modulador alostatico; L1 y L2 = Estirpes comerciales;
DA = Dias de almacenamiento; ABTS = [4cido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)]. ANOVA
Arreglo Factorial - Prueba de Tukey. AM-P = 0.306; L-P = 0.001; DA-P = 0.001; MA*L-P = 0.04; L*DA-P
=0.010 ; M*L*DA-P = 0.045.

5.3.3 Vida de anaquel

El manejo antemortem ha sido documentado como causa importante de la contaminacion
de canales, algunos factores como son la prevalencia de microorganismos a lo largo del
ciclo productivo, aleteo excesivo durante el manejo de las aves en planta, asi como la
posible contaminacion afiadida durante las diferentes etapas del procesamiento juegan un
papel importante en la vida de anaquel (Dave y Ghaly, 2011; Castafieda et al., 2013).
Ademas del manejo antemortem, el empaque, la forma de almacenamiento y la higiene
durante estos procesos son importantes para reducir la carga bateriana de la carne durante
las diferentes etapas del procesamiento. La carne es muy susceptible al deterioro debido a

las actividades quimicas y enzimdaticas que ocurren en el musculo después del
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procesamiento, estos cambios pueden favorecer el crecimiento de bacterias, levaduras y
hongos; el controlar el deterioro de la carne ayuda a incrementar su vida 1til y asi reducir
mermas (Descalzo y Sancho, 2008; Dave y Ghaly, 2011; Castafieda et al., 2013). En el
presente estudio la carga bacteriana reportd incrementos conforme aumentaban los dias de
almacenamiento (DA), situacién que se presentd tanto en las muestras de pechuga (P =
0.001), como en las muestras de pierna (P = 0.001) y en todos los tratamientos; lo anterior
coincide con lo reportado por Russell (2001), quien menciond que las bacterias pueden
multiplicarse en la superficie de la carne de pollo atn a temperaturas de refrigeracion. No
obstante, este incremento en la carga bacteriana de las muestras de pechuga fue menor para
los coliformes totales (Figura 3.6-A) en los grupos con la adiciéon del MA (P =0.001) en t;
y ts particularmente para L2, indicando un efecto de interaccion por MA*L*DA (P =
0.022); ésta menor carga bacteriana, permit6 reducir 0.8 Log;o UFC/mL en las muestras de
aves que consumieron el MA aun hasta el dia 10 de almacenamiento. Mientras que en el
caso de los mesofilos totales (Figura 3.6-B) se obtuvieron menores conteos Unicamente en
L2, con un efecto de interaccion MA*L*DA (P = 0.003), hasta el final de la evaluacion en
esta linea. Lo anterior muestra una respuesta diferente por linea comercial al presentar

menores cargas bacterianas solo en L2 con el uso del MA.

Contrariamente a lo obtenido en pechuga, las UFC/mL de coliformes totales reportadas en
las muestras de pierna fueron mayores (Figura 3.7-A) en los grupos que recibieron el MA
unicamente al ts (P = 0.001), en los siguientes DA no se observd diferencia entre
tratamientos. No obstante, en el caso de los mesofilos totales las UFC/mL se redujeron de 2

a 2.54 Logio UFC/mL por el uso del MA (P = 0.001) tnicamente hasta el DA ts. en el resto
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de las evaluaciones no se observd diferencia entre tratamientos (Figura 3.7-B). Estos
resultados son importantes debido a que la carga inicial de la carne tiene un efecto directo
en la vida de anaquel (Russell, 2001; Castaneda et al., 2013), al mantener menores cargas
bacterianas la vida de anaquel es mayor; el uso del MA ayud6 en la disminucion de las
cargas bacterianas tanto en pechuga como en pierna al dia diez y cinco de almacenamiento
en refrigeracion respectivamente y a partir de muestras cubiertas con pelicula permeable al
oxigeno. Es importante recalcar que el efecto observado fue distinto para cada muestra,
estudios previos coinciden en indicar que los conteos bacteriologicos generalmente son

menores en muestras de pechuga (Castafieda et al., 2013)
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Figura 3.6

Promedios del conteo microbiano en pechugas de pollos (Musculo Pectoralis major), sacrificados
a los 49 dias de edad, pertenecientes a dos estirpe comerciales, tratados con el modulador alostatico
(MA) y almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante 15 dias. n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE =
sin modulador alostatico; L1 y L2 = Estirpes comerciales; DA = Dias de almacenamiento.
ANOVA Arreglo Factorial - Prueba de Tukey; A) MA-P = 0.001; L-P = 0.117; DA-P = 0.001
MA*L*DA-P = 0.022; B) MA-P = 0.085; L-P = 0.001; DA-P = 0.001 MA*L*DA-P = 0.003.
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Figura 3.7

Promedios del conteo microbiano de piernas de pollos (Musculo Biceps femoris), sacrificados a los
49 dias de edad, pertenecientes a dos estirpe comerciales, tratados con el modulador alostatico
(MA) y almacenadas en refrigeracion (4 °C) durante 15 dias. n=8 (2 muestras por 4 réplicas); TE =
sin modulador alostatico; L1 y L2 = Estirpes comerciales; DA = Dias de almacenamiento. ANOVA
Arreglo Factorial - Prueba de Tukey; A) MA-P = 0.001; L-P = 0.298; DA-P = 0.001 MA*DA-P =
0.001; B) MA-P =0.001; L-P = 0.079; DA-P = 0.001 MA*DA-P = 0.002.
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CONCLUSIONES
El presente proyecto mostrd que la suplementacion con el MA en el agua de bebida reduce
efectivamente el pH del buche, mejora la calidad microbiologica y disminuye la presencia

de lesiones en las canales de pollos de engorda.

La suplementacion del MA en el agua de bebida disminuye la pérdida por goteo en filetes

de pechuga almacenados en refrigeracion.

La oxidacion lipidica y la capacidad antioxidante en muestras de pechuga y pierna no fue

modificada por el consumo del MA.

La vida de anaquel, de pechuga y pierna cubiertas con pelicula permeable al oxigeno y
almacenadas en refrigeracion, mejora con el uso del MA debido a su efecto en la reduccion
de las poblaciones de coliformes y mesoéfilos totales; cabe destacar, que el MA no debe

considerarse como la unica alternativa para el control microbioldgico.

El uso de MA reduce la relaciéon Heterofilos:Linfocitos y niveles de Corticosterona en

plasma, ambos biomarcadores fisioldégicos importantes para determinar la carga alostatica

por estrés antemortem.

El porcentaje de pollos que present6 jadeo al arribo a la planta de procesamiento fue menor

por la suplementacion del MA.
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Todo esto indica que el uso del MA es una nueva alternativa para disminuir la carga
alostatica en el pollo de engorda, ya que favorece su bienestar durante los manejos
antemortem. Esta mejora se refleja en aspectos de calidad de la canal y de la carne como
son la reduccion en el pH de buche, menor porcentaje de defectos de apariencia,
disminucién en la pérdida por goteo y menores poblaciones de coliformes y mesofilos
totales en pechuga y pierna. Para la planta de procesamiento lo anterior redituara en

menores mermas por decomiso, favoreciendo la productividad.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

a* - Tonos rojos

AA - Acido ascorbico

ABTS - Acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
ACTH - Hormona corticotrdpica

AINEs - Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales
ANOVA - Andlisis de varianza

ASA - Acido acetilsalicilico

AST- Aspartato aminotransferasa

AU - Acido tirico

b* - Tonos amarillos

CAT- Catalasa

CEIEPAv-Centro de Ensefianza Investigacion y Extension en Produccion Avicola
CEPIPSA - Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal
CK - Creatinquinasa

CORT- Corticosterona

COX-2 - Ciclooxigenasa

CRH - Factor liberador de corticotrofina

CV - Coeficiente de variacion

DA - Dias de almacenamiento

FMVZ - Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

GLU - Glucosa

h - Horas
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H:L - Relacion heterdfilos:linfocitos

HPA - Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal

IL - Interleucinas

L - Litros

L*- Luminosidad

L1 y L2 - Estirpes

MA - Modulador alostético

MDA - Malonaldehido

w/v - Masa/volumen

OIE - Organizacion Mundial de Sanidad Animal

PBS - Solucion buffer de fosfatos

PGE - Prostraglandinas

pH - Potencial de hidrogeno

pH; - Potencial de hidrégeno antes del tanque de enfriado
pHi, - Potencial de hidrogeno después del tanque de enfriado
pH. - Potencial de hidrogeno tras 24 h de refrigeracion
PPGy4- Pérdida por goteo 24 h de almacenamiento
PPGuyg- Pérdida por goteo 48 h de almacenamiento
PPG7,- Pérdida por goteo 72 h de almacenamiento
PPGr,- Pérdida total por goteo en gramos

PPGT%- Porcentaje de pérdida total por goteo

PSE - Carne palda, suave y exudativa

PT - Proteinas totales
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ROS - Especies reactivas de oxigeno

SNS - Sistema nervioso simpatico

SOD - Superoxido dismutasa

T;_Evaluacion antes del manejo antemortem

T Evaluacion después del manejo antemortem

t; - Evaluacion al dia 1

ts - Evaluacion al dia 5

ti0 - Evaluacion al dia 10

t;5 - Evaluacion al dia 15

TBA - Acido tiobarbiturico

TBARS - Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TCA - Acido tricloroacético

TE - Testigo sin modulador

TGI - Tracto gastrointestinal

UFC - Unidades formadoras de colonia

UNAM - Universidad Nacional Autonoma de México
W-B - Warner-Bratzler

pnEq - microequivalentes
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