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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el nivel éptimo de inclusién de pulpa de naranja
(PN) en dietas para corderos en un sistema in vitro, determinar la bioaccesibilidad de fenoles
y flavonoides totales en carneros, y evaluar el comportamiento productivo de corderos
alimentados con contenidos crecientes de PN y efecto antioxidante en la carne. En el primer
experimento se evaluaron los parametros de fermentacion in vitro con niveles crecientes de
PN deshidratada (PND; 0, 5, 10, 15 y 20 %) en dietas para corderos, donde 0.5 g de cada
dieta se incubaron durante 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h. La produccion de gas se midid por
desplazamiento de agua en cada horario indicado, al final de la incubacion se registro el pH
y se determind la concentracion de N-NHz y AGV; asi mismo, se evalud la degradacion in
vitro de la materia seca (DIVMS) en los horarios sefialados, el disefio experimental fue
completamente al azar. En el segundo experimento se medié la bioaccesibilidad de fenoles
(FeT) y flavonoides (FIT) totales con el uso de cuatro carneros de la cruza Suffolk x Dorset
(45 £ 2 kg PV) canulados en rumen y duodeno, distribuidos en un disefio cuadro latino 4x4,
cuatro periodos de 15 d, 12 de adaptacion a la dieta y 3 para la recoleccion de muestras con
muestreos cada 4 h. Los carneros fueron suplementados con contenidos crecientes de PND
en la dieta como tratamientos (T) (T1= 0, T2=17.5, T3=35 T4=52.5 %). Se recolectaron
muestras de liquido ruminal y contenido duodenal 0, 4, 8, 12, y 24 h después de suministrar
el alimento, las variables evaluados fueron degradacion in situ de la MS (DISMS) y

bioaccesibilidad de fenoles (FeT) y flavonoides (FIT) totales y pH. En el tercer experimento



se evalud el comportamiento productivo de corderos alimentados con contenidos crecientes
de pulpa de naranja (PN) y su efecto en la oxidacion de lipidos en la carne, con los
tratamientos (T), T1=0, T2=13, T3=26 y T4=39 % PN respectivamente. Se evalud la
ganancia diaria de peso (GDP), consumo de MS (CMS), conversion alimenticia (CA) y la
oxidacion de lipidos en la carne durante la vida de anaquel. El disefio experimental fue
completamente al azar y la comparacion de medias se realizo con la prueba de Tukey. Los
resultados del primer experimento mostraron que a las 6 h de incubacion, la produccién de
gas fue de 103.23° 103.69°, 111.27°, 113.63% 120.8° mL y la DIVMS de 36.13°, 37.03",
39.36°, 40.80°, 45.122% para los niveles de 0, 5, 10, 15, 20% de PND, respectivamente. No
existio diferencia (P>0.05) en la concentracion de AGV, pero el N-NHz, se redujo (P<0.05)
con 15y 20% de PND. En el segundo experimento se determino que la bioaccesibilidad de
FeT fue mayor (P<0.05) en los carneros del T4 con respecto a los del grupo testigo y la
bioaccesibilidad de FIT fue superior (P<0.05) para los tratamientos que incluyeron PND
(T2, T3 y T4), sin diferencia entre estos. Los resultados del tercer experimento mostraron
que la inclusién de contenidos crecientes de PN en la dieta no afectd (P>0.05) las variables
productivas de los corderos; sin embargo, la oxidacién de lipidos fue superior (P<0.05) en la
carne de los corderos del T1 y T2, donde se incluyeron los contenidos méas bajos de PN (0 y
13 % PN, respectivamente). La inclusion de 26 y 39 % de PN en la dieta (T3 y T4,
respectivamente) retraso la oxidacion de lipidos en la carne de corderos durante la vida de

anaquel evaluada.

Palabras clave: Pulpa de naranja, flavonoides, fenoles, bioaccesibilidad, borregos, efecto

antioxidante.



LAMBS PERFORMANCE FED WITH INCREASING LEVELS OF ORANGE
PULP AND ANTIOXIDANT EFFECT ON MEAT

Juan Carlos Torres Ramirez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the optimal level of inclusion of orange pulp
(OP) in lamb diets in an in vitro system, the bioaccessibility of phenols and total flavonoids
in rams fed with different levels of OP, and the productive performance of lambs fed with
increasing levels of OP and antioxidant effect on meat. In the first trial, the parameters of in
vitro fermentation with increasing levels of dehydrated OP (0, 5, 10, 15 and 20 %) in lamb
diets were evaluated using 0.5 g of each diet for incubated at 39 ° C for 0, 6, 12, 24, 48 and
72 h. Gas production was measured by displacement of water at each indicated time, and at
the end of the incubation pH, N-NHs and AGV concentration and in vitro dry matter
degradability (IVDMD) were measured; the experimental design was completely
randomized. In the second trial, bioaccessibility of total phenol (FeT) and flavonoids (FIT)
were measured in four Suffolk x Dorset cross rams (45 + 2 kg PV) provided with ruminal
and duodenal cannula, Latin desing 4x4, four periods of 15 d, 12 d to diet adaptation and 3 d
for samples collection with sampling at 4, 8, 12 and 24 h. Rams were supplemented with
increasing levels of OP in the diet as treatments (T) (T1=0, T2=17.5, T3=35, and T4=52.5
%). Samples of ruminal fluid and duodenal content were collected in the established times
and in situ DM digestibility (ISDMD), FeT and FIT bioaccesibility and pH was measured. In

the third trial was evaluated the productive performance of lambs fed with increasing levels



of orange pulp (OP) and its effect on meat lipid oxidation, and the treatments (T) evaluated
were T1=0, T2= 13, T3=26 and T4= 39% OP. Daily weight gain (DWG), DM consumption
(DMC), feed conversion (FC), and meat lipid oxidation during shelf life were evaluated. A
completely randomized design was used and treatments means were compared with Tukey
test. In the first trial, at 6 hours of incubation, the gas production was 103.23°, 103.69°,
111.27°, 113.63", 120.8* mL and IVDMD of 36.13, 37.03", 39.36, 40.80°, 45.12% % for 0,
5, 10, 15, 20 % of OP, respectively. There was no difference (P> 0.05) in VFA concentration,
but N-NH3 levels were reduced (P<0.05) with 15 and 20 % of OP. In the second trial, the
bioaccessibility of FeT was higher (P<0.05) in the rams of theT4 than in the control group
and the bioaccessibility of FIT was higher (P <0.05) for treatments that included OP (T2, T3
and T4), without difference between these treatments. The inclusion of 20 and 52 % of DOP
improved ruminal in vitro and in situ fermentation associated to the DM degradation. The
inclusion of 52.5 % of OP aport the best concentration of total phenols and flavonoids in the
duodenum to be bioaccessibles for antioxidant effect. The inclusion of 39 % OP in the diet
of lambs does not affect animal production performance, and indicating the feasibility of
replacing grains by OP; also FeT and FIT reduces meat lipid oxidation during shelf life.

Key words: Orange pulp, flavonoids, phenols, bioaccessibility, lambs, antioxidant effect,

lipids oxidation.
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INTRODUCCION GENERAL

La demanda de dietas saludables y seguras estdn en constante aumento, por ello
diversas investigaciones en alimentos analizan sustancias de origen natural capaces de
sustituir a los productos sintéticos utilizados para extender la vida util de los alimentos
(Gravador et al., 2014). Los antioxidantes naturales en diversas formas se han utilizado para
reducir o prevenir la oxidacién de lipidos en los productos carnicos, como son los extractos

de plantas (Inserra et al., 2014; Luciano et al., 2017).

En este sentido, la pulpa de naranja, se puede emplear en la alimentacion de
rumiantes, especialmente en épocas criticas de produccion de forraje (Gado et al., 2011;
Hernandez et al., 2012). En México se transforman alrededor de 4, 200, 000 t de citricos, de
las cuales el 50% corresponden a la céscara, bagazo y semillas (SAGARPA, 2017). Los
residuos de naranja aportan sustratos energéticos debido al alto contenido de pectina
(Lashkari y Taghizadeh, 2013; Shafiya et al., 2016), y pueden estimular la fermentacion
ruminal, digestién de la fibra y sintesis de proteina microbiana (Piquer et al., 2009; Gado et
al., 2011). Ademas, contribuye a reducir la contaminacion ambiental producida por desechos
industriales (L6pez-Vigoa et al., 2016; Zeki, 2016).

Los subproductos de la naranja representan una fuente importante de polifenoles
(Lagha-Benamrouche y Madani, 2013), los cuales son considerados como nutracéuticos por
su actividad antioxidante (Escobedo-Avellaneda et al., 2014) al presentar uno 0 mas grupos
fenolicos en su estructura, actian como metal-quelantes de radicales libres (Zong-Tsi et al.,
2012). Por lo anterior, la pulpa de naranja puede tener una aplicacion valiosa en la

alimentacion de rumiantes como una alternativa nutracéutica (Luciano et al., 2017).



En la literatura se ha documentado el uso de pulpa de naranja con el aumenté en la
estabilidad oxidativa en la carne de corderos (Gravador et al., 2014; Luciano et al., 2017),
por la actividad antioxidante de los polifenoles presentes; sin embargo, la oxidacion lipidos
es un proceso complejo y depende de la composicion quimica de la carne, la luz, el acceso
de oxigeno y la temperatura de almacenamiento (Inserra et al., 2014). La carne y los
productos carnicos son ricos en proteinas y dependiendo del tipo de mdsculo, contienen
cantidades y proporciones variables de triglicéridos y fosfolipidos (Guyon et al., 2016;
Ponnampalam et al., 2017). La estabilidad de almacenamiento de la carne se puede ampliar
con sistemas de envasado oportuno (Ponnampalam et al., 2013), por la adicién exdgena de
antioxidantes (Siripatrawan y Harte, 2010) o mediante la adopcion de sistemas de
alimentacion capaces de mejorar el estado antioxidante del musculo (Inserra et al., 2014;
Luciano et al., 2017). Con estos antecedentes, surge la necesidad de evaluar si la inclusion
de pulpa de citricos en la dieta de corderos incrementa la capacidad antioxidante y mejora
las caracteristicas fisicoquimicas de la carne. Por ello, el objetivo de este estudio fue
determinar el contenido éptimo de inclusion de pulpa de naranja en dietas para corderos en
un sistema in vitro, determinar la bioaccesibilidad de fenoles y flavonoides totales, y evaluar
el comportamiento productivo de corderos alimentados con contenidos crecientes de pulpa

de naranja y efecto antioxidante en la carne.
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CAPITULO I. CONTENIDOS CRECIENTES DE PULPA DE NARANJA EN LA

DIETAY SU EFECTO EN LA FERMENTACION RUMINAL in vitro

Juan C. Torres-Ramirez!: David Hernandez-Sanchez'": José R. Barcena-Gama'; Maria M.

Crosby-Galvan!; Nicolas Torres-Salado?; Benigno Ruiz-Sesma®

Posgrado de Ganaderia, Instituto de Recursos Genéticos y Productividad, Colegio de
Postgraduados, Campus Motecillo, km 36.5, Carretera México-Texcoco, Montecillo,
Municipio de Texcoco, Edo. de México. sanchezd@colpos.mx*; 2Unidad Académica de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2, Universidad Auténoma de Guerrero; Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Chiapas.

Resumen
Agregar subproductos de naranja en dietas para rumiantes representa una alternativa ante el
alto costo y disponibilidad de los granos. El estudio tuvo como objetivo determinar los
pardmetros de fermentacion in vitro con contenidos crecientes de pulpa de naranja
deshidratada (PND; 0, 5, 10, 15 y 20 %) en dietas para corderos. Para ello, se desarrollé una
prueba de degradacion in vitro en donde 0.5 g de cada dieta se incubaron a 39°C durante 0,
6, 12, 24, 48 y 72 h. La produccion de gas se midio por desplazamiento de agua en cada
horario indicado, al final de la incubacion se registro el pH y se tomo 0.80 mL del cultivo
para determinar la concentracion de N-NHz y AGV; asi mismo, se determino la degradacion
in vitro de la materia seca (DIVMS) en los horarios sefialados. El disefio experimental fue
completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento, y la prueba de Tukey se utilizo

para la comparacion de medias. A las 6 h de incubacion, la produccion de gas fue de 103.23",
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103.69°, 111.27°, 113.63°, 120.8° mL y la DIVMS de 36.13", 37.03°, 39.36°, 40.80°, 45.122
% para los contenidos de 0, 5, 10, 15, 20% de PND, respectivamente. No existio diferencia
(P>0.05) en la concentracion de AGV, pero el N-NHs, se redujo (P< 0.05) con 15y 20 % de
PDN. La inclusion de 20 % de PND propicié las mejores condiciones de fermentacion

ruminal in vitro asociandose a una degradacion de MS.

Palabras clave: Degradacion in vitro, produccion de gas, pulpa de naranja, fermentacion.

Abstract

Adding orange by-products in diets for ruminants represents an alternative to the high cost
and availability of grains. The objective of this study was to determine the parameters of in
vitro fermentation with increasing levels of dehydrated orange pulp (PND, 0, 5, 10, 15 and
20 %) in diets for growing lambs., An in vitro degradability test was developed whit 0.5 g of
each diet incubated at 39 ° C for 0, 6, 12, 24, and 48 h. Gas production was measured by
water displacement, and at the end of the incubation the pH was measured, and 0.80 mL of
the culture was taken to determine the concentration of N-NH 3 and AGV; additionally, in
vitro dry matter degradability (IVDMD) was determined at the indicated times. The
experimental design was completely randomized and Tukey's test was used for means
comparison. At 6 hours of incubation the gas production was 103.23°, 103.69°, 111.27°,
113.63%, 120.8* mL and 1VDMD of 36.13", 37.03", 39.36", 40.80", 45.12%% for the levels of
0, 5, 10, 15, 20 % of PND, respectively. It is concluded that the inclusion of 20 % of PND

modifies the ruminal variables, reducing N-NH3 concentrations, and improved IVDMD.

Key words: in vitro degradability, gas production, orange pulp, fermentation.



Introduccion

En Meéxico se transforman alrededor de 4, 200, 000 t de citricos, de las cuales 50 %
corresponden a la céscara, bagazo y semillas (SAGARPA, 2017). Estos subproductos se
pueden emplear en la alimentacion de rumiantes, especialmente cuando la produccion de
forrajes es critica (Gado et al., 2011; Hernandez et al., 2012); ademas, contribuye a disminuir
la contaminacion ambiental producida por desechos industriales (Lépez-Vigoa et al., 2016;
Zeki, 2016) y reducen el uso de cereales, los cuales constituyen el ingrediente principal y
mas costoso en la dieta de rumiantes en sistemas intensivos (Olivera et al., 2017).

Los residuos de naranja aportan sustratos energéticos debido al alto contenido de pectina
(Lashkari y Taghizadeh, 2013; Shafiya et al., 2016), y pueden estimular la fermentacion
ruminal, la digestion de la fibra (Gado et al., 2011), existiendo mayor produccién de &cidos
grasos volatiles y disponibilidad de amonio para la sintesis de proteina microbiana (Piquer et
al., 2009); sin embargo, los informes relacionados con la produccién de gas al usar pulpa de
citricos no son consistentes, observandose incremento (Lopez-Vigoa et al., 2016) o reduccion
en esta variable (Seradj et al., 2014).

Los flavonoides presentes en subproductos de citricos contribuyen a la fermentacion ruminal,
estabilizan el pH al incrementar las bacterias utilizadoras de lactato (Balcells et al., 2012), y
pueden reducir la produccion de gas (Seradj et al., 2014) por una posible disminucién de
bacterias metanogénicas. No obstante, no se conoce el contenido de inclusion apropiado de
subproductos de citricos en la dieta de rumiantes, capaz de optimizar la fermentacion ruminal
y reducir la produccién de gas. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar la inclusion
de contenido crecientes de pulpa de naranja en la dieta y su efecto en la fermentacion ruminal

in vitro.



Materiales y métodos

El estudio se realizo en el Laboratorio de Nutricion Animal perteneciente al Posgrado de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Montecillo, Estado
de México.

Tratamientos y dietas experimentales

Se realizé una prueba de degradacion in vitro con la inclusion de 0, 5, 10, 15 y 20 % de pulpa
de naranja deshidratada (PND) en dietas para corderos en crecimiento como tratamientos

(Cuadro 1), elaboradas con base en los requerimientos establecidos por el NRC (2007).

Cuadro 1. Tratamientos experimentales y composicion quimica de las dietas

Tratamientos (T)

T1 T2 T3 T4 T5
Ingredientes, %
Pulpa de naranja deshidratada 0 5 10 15 20
Maiz quebrado 65 60 55 50 48
Pasta de soya 10 10 10 10 10
Melaza 5 5 5 5 5
Paja de avena 18 18 18 18 15
Premezcla mineral 2 2 2 2 2
Composicion quimica™
EM, Mcal kg* 2.84 2.83 281 2.80 2.83
PC, % 13.27 13.25 13.23 13.21 13.19



EE, % 3.2 3.18 3.16 3.14 3.18
CEN, % 5.74 6.00 6.25 6.51 6.58

FDN, % 21.9 22.51 23.12 23.73 22.43

IMS: materia seca, todos los demas valores estan en base materia seca. PC = proteina cruda;

CEN: cenizas; EE = extracto etéreo; FDN: fibra detergente neutro.

Incubaciones in vitro

Se realizaron cinco series de incubacién en diferentes dias y cada tratamiento tuvo cinco
repeticiones en cada horario de muestreo (0, 6, 12, 24, 48 y 72 h). Dos toros Holstein (750 +
40 kg PV) fistulados en rumen y alimentados con una dieta a base de forraje y concentrado
(20:80), se utilizaron como donadores de liquido ruminal, y fueron manejados de acuerdo al
Reglamento para el uso y cuidado de animales destinados a la investigacion en el Colegio de
Postgraduados (CP, 2016). El fluido ruminal se recolecté 2 h antes de la alimentacion
matutina, en cuatro puntos en la regién rumen-reticulo y se filtr6 a través de cuatro capas de
manta de cielo; se combinaron cantidades iguales de fluido ruminal de cada toro y la mezcla
se mantuvo a 39 °C en condiciones anaerobicas durante el transporte al laboratorio. El
experimento se llevo a cabo en viales de vidrio color &ambar de 120 mL con el sustrato de
cada tratamiento (0.5 g por vial; Cuadro 1), a los que se afiadieron 60 mL de indculo
elaborado a base de una mezcla de fluido ruminal y solucion mineral (Menke y Steingass,
1988; Cuadro 2) en una proporcién 1:2 v/v, respectivamente. Se incluyeron tres frascos como
blancos, que sélo contenian el indculo. Los viales se mantuvieron con flujo de CO; durante
la inoculacidn, se taparon y después se colocaron en una incubadora a 39 °C (Ramirez-

Bribiesca et al., 2011).
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Produccion de gas y degradacion in vitro de la materia seca

Se uso la técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1994) para evaluar la fermentacion.
Se midio la presion de gas en cada vial se midié a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h de incubacién,
mediante un manoémetro manual (INFRA Metron®, Modelo 63100, Finesa, México) con
escala de 0 a 1 kg cm. Las lecturas de presion (kg cm™) se transformaron a volumen de gas
con la ecuacion de regresion lineal V= (P+0.0145) (0.018)* (Orskov y Mc Donald, 1979).
Los datos de volumen de gas y tiempo de incubacion se usaron para obtener el volumen
fraccional (\Vf). Las variables de la cinética de produccion de gas: volumen méaximo de gas
producido (Vmax), fase de retardo (L) y tasa de produccidn de gas (S), se obtuvieron

mediante un modelo logistico (Pitt et al., 1999).

Cuadro 2 Componentes de la solucion mineral

Solucién buffer

Agua destilada, mL 932.02
Bicarbonato de amonio, g 3.7280
Bicarbonato de sodio, g 32.620

Soluciéon macromineral

Agua destilada, mL 932.02
Fosfato de sodio dibasico, g 5.3124
Fosfato de potasio monobasico, g 5.7784
Sulfato de magnesio heptahidratado, g 0.5592

Soluciéon micromineral

Agua destilada para 100, mL

Cloruro de calcio dihidratado, g 13.2
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Cloruro de magnesio tetrahidratado, g 10
Cloruro de cobalto hexahidratado, g 1

Cloruro férrico, g 8

Indicador de 6xido-reduccién

Resarzurina al 1%, mL 4.80

Solucidn reductora

Agua destilada, mL 186.6
Sulfato de sodio anhidros, g 1.064
S0sa 0.1 N, mL 7.466

Liquido ruminal

Liquido ruminal, mL 1666.66

Agua destilada, mL 1664.31

Menke y Steingass, 1988.
Al final de la incubacion, los viales se retiraron de la incubadora y el cultivo se filtré a través
de papel Whatman 541 (@ poro 10 um), las muestras residuales se secaron a 60 °C por 24 h,

se pesaron para calcular la MS residual y calcular la degradacion in vitro de la MS (DIVMS).

Variables de fermentacién ruminal in vitro

Al concluir la incubaciéon se midié el pH en el medio de cultivo de cada vial con un
potencidmetro (ORION® model 250A, Thermo Scientific, USA), posteriormente del fluido
filtrado se mezclaron muestras (1 mL) con 0.2 mL de acido metafosforico al 25% (p/v) y se
almacenaron a 4 °C. El nitrogeno amoniacal (N-NHs3) se midio por la técnica de fenol-
hipoclorito (McCullough, 1967) usando un Espectrofotometro (CARY® 1-E Varian, USA)

y la concentracion de acidos graso volatiles (AGV) (Erwin et al., 1961) fue medida en un
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cromatografo de gases (Hewelt packard, model 6890, USA) con detector FID,
automuestreador 738376, la columna capilar HP-FFAP longitud 30 m, diametro interno 0.25
mm y pelicula de 0.25 micras. Temperatura del inyector 230°C, detector 240° C con un flujo
de hidrogeno de 33 mL miny flujo de aire de 330 mL min™ y como gas acarreador nitrégeno
a 0.8 mL min? y el horno con una rampa de temperatura inicial de 65°C (1 min) a 95°C
(durante 0.15 min) a 65°C min y posteriormente un incremento a 145°C (durante 6 min) a

una velocidad de 15°C min™ con un Split de 10, originando una corrida de 5.5 minutos.

Disefio experimental y andlisis de los datos

El disefio experimental fue completamente al azar y los datos de produccion de gas y
degradacién in vitro de la MS (DIVMS) se analizaron con medidas repetidas en el tiempo,
mediante PROC MIXED (SAS, 2013). Las variables pH, nitrogeno amoniacal (N-NH3) y
acidos grasos volatiles (AGV) fueron analizados con PROC GLM (SAS, 2013) y las medias

de tratamientos se compararon con la prueba de Tukey.

Resultados y discusion

Produccion de gas y degradacion in vitro de materia seca

La produccion de gas (PG) in vitro (Cuadro 3) fue superior (P<0.05) a las 6, 48 y 72 h de
incubacion al incluir 20 % de pulpa de naranja deshidratada (PND) en la dieta (T5). Asi
mismo, la inclusion del contenido mas alto de PND (20 %; T5) en la dieta se relacion6 con
la maxima (P<0.05) degradacién in vitro de la materia seca (DIVMS) (Cuadro 4) alas 6 h de
incubacion. Se ha documentado que la degradacion microbiana de la dieta depende de
interacciones con otros nutrientes, principalmente compuestos energéticos y proteinicos que

estimulen el crecimiento y actividad de la flora ruminal (Piquer et al., 2009); en este sentido,
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la DIVMS y la PG observada en el T5 se explica por el contenido de carbohidratos
fermentables aportados con 20 % de PND en la dieta y se relacion6 con mayor suministro de
azUcares y pectinas presentes en los residuos de naranja (Lashkari y Taghizadeh, 2013;
Shafiya et al., 2016), los cuales estimulan la fermentacion ruminal, la digestion (Gado et al.,

2011), e incrementan la sintesis de proteina microbiana (Piquer et al., 2009).

Cuadro 3. Produccion acumulada de gas in vitro (mL g* MS) de dietas con contenidos

crecientes de pulpa de naranja deshidratada

Tratamientos (T) Horarios de incubacion
Nivel de PND, % 0 6 12 24 48 72
T1=0 63.01° 124.71° 17527 287.42  348.82°  347.81°
T2=5 64.26" 113.72° 185.23 29355 351.81°  357.19°
T3=10 71.73°  12224° 18576  291.40  350.85°  356.34°
T4=15 71.86° 12272 186.39 298.65 352.52°  357.01°
T5=20 78.14°  131.90* 197.43 303.83 364.77*  367.75°
EEM* 5.69 5.69 5.69 5.69 5.69 5.69

PND= Pulpa de naranja deshidratada; EEM*= Error estandar de la media; *° Valores con
distinta literal en columna indican diferencias (P<0.05).

Los resultados de este estudio son congruentes con los reportados en la literatura en los cuales
se recomienda sustituir los granos por PND en ditas para rumiantes (Gado et al., 2011;

Hernandez et al., 2012); sin embargo, la respuesta esta en funcién del contenido de inclusion,
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observandose mejoras en la degradacion con 40 % de PND, al sustituir almidon por pectina
contenida en la pulpa de citricos; aunque al incluir 65 % de PND en la dieta causa trastornos
metabdlicos (Bueno et al., 2002); no obstante, los resultados de este estudio presentaron

mejoras en la DIVMS con 20 % de PND.

Cuadro 4. Degradacién in vitro de la materia seca de dietas elaboradas con contenidos

crecientes de pulpa de naranja deshidratada

Tratamientos (T) Horarios de incubacion

Nivel de PND, % 6 12 24 48
T1=0 36.13° 50.04 61.99 77.72
T2=5 37.03° 52.19 65.22 79.12
T3=10 39.36" 51.30 60.53 78.95
T4=15 40.80° 50.19 63.83 78.38
T5=20 45,122 47.97 66.92 81.81
EEM* 1.86 1.86 1.86 1.86

PND= Pulpa de naranja deshidratada; EEM*= Error estandar de la media; *° Valores con
distinta literal indican diferencias (P<0.05).

El incremento en la PG al incluir 20 % de PND en la dita se relacion6 con la degradacion y
estuvo en funcidén de la disponibilidad energética de los componentes de la dieta (Van Dung
et al., 2014), donde la pectina tuvo efecto primordial (Shafiya et al., 2016). Congruente con
lo anterior, LOpez-Vigoa et al. (2016) relacionaron el aumento en la PG con la degradacion
de la MS al incluir 10 y 20 % de PND en la dieta, como ocurri6 en este estudio en el T5.
Adicionalmente, se ha relacionado el aumento en la produccién de gas con mayor
degradacion de la FDN, cuando se incrementa la PND en la dieta (Soltan et al., 2012;
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Hernandez et al., 2012; Lashkari y Taghizadeh, 2013) y se explica por los componentes de

la fraccion de FDN que incluye pectina (250 g kg™?), azticares solubles (120 a 400 g kg™),

ademas de residuos de almidén en la PND (10 g kg™?) (Volanis et al., 2004), haciendo de esta

un producto altamente fermentable cuando se incluyen contenidos considerables de PND en

la dieta (Gado et al., 2011) como ocurri6 en el T5.

Variables ruminales

El Cuadro 5 presenta los resultados de las variables ruminales evaluadas. La concentracion

de nitrogeno amoniacal (N-NHz) disminuy6 (P<0.05) con 15y 20 % de PND en la dieta.

Cuadro 5 . pH, Concentracion de nitrégeno amoniacal (mg dL™) y de 4cidos grasos

volatiles en dietas elaboradas con contenidos crecientes de pulpa de naranja

deshidratada incubadas in vitro

Niveles de pulpa de naranja deshidratada, %

Variables 0 5 10 15 20 EEM*
pH 6.61 6.60 6.62 6.64 6.60 0.019
N-NHs 61.3% 60.64° 61.96° 54.16° 51.81° 1.34
Acético 62.4 63.38 62.92 61.29 63.60 2.164
Propidnico 173 17.35 17.68 19.11 18.63 1.221
Butirico 16.73 16.79 16.70 15.58 15.86 0.681
Isobutirico 1.85 1.82 1.81 1.74 1.80 0.121
Isovalérico 211 2.06 2.06 1.90 2.01 0.110
Ac:P 3.27 3.0 3.37 3.50 3.59 0.018

N-NHjs = Nitrégeno amoniacal; EEM*= Error estandar de la media; > Valores con distinta

literal en hilera indican diferencias, (P<0.05).
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No existieron diferencias (P>0.05) en los valores de pH y acidos grasos volatiles (AGV) entre
los tratamientos evaluados. La disminucion de 15.48 N-NHs observada en este estudio
coincide con lo reportado por Gado et al. (2011) quienes observaron una disminucion de 11
% en la concentracion de este metabolito cuando incluyeron ensilado de pulpa de naranja (15
%) en la dieta y se explica por un incremento en el consumo de N-NHs por las bacterias
ruminales (Kholif et al., 2014; Seradj et al., 2014) cuando estas disponen de fuentes
carbonadas disponibles en la PND (Piquer et al., 2009; Lashkari y Taghizadeh, 2013). Lo
anterior propicia incremento en la sintesis de aminoacidos y mayor crecimiento microbiano,
relacionandose con un aumento de la fermentacion (L6opez et al., 2014; Berumen et al., 2015),

como ocurri6 en este estudio (Cuadro 4) al incluir 20 % de PND en la dieta.

Dietas concentradas como la evaluada en esta investigacion suelen afectar el pH ruminal en
un sistema in vivo; sin embargo, en un sistema in vitro, los componentes del medio de cultivo
amortiguan los cambios de pH y favorecen la viabilidad de las bacterias ruminales (Vallejo,
2014). A pesar de haberse detectados cambios en la DIVMS con el nivel mas alto de PND,
la concentracion de AGV no fue afectada. De manera similar, en un estudio in vitro donde
se evaluo la inclusion de extractos de flavonoides de citricos no reportaron cambios en las
concentraciones de AGV y pH manteniéndose en 6.7 (Seradj et al., 2014), similares a los
datos encontrados en el presente estudio. No obstante, con contenidos de 13, 15, 26 y 33 %
PND en la dieta e incubaciones in vivo se reportd una disminucion en el pH de 6.3 después
de la alimentacidn, relacionandose con la fermentacién rapida de azUcares y pectinas (Piquer

et al., 2009; Gado et al., 2011).
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Conclusiones

La inclusion de 20 % de pulpa de naranja deshidratada mejora la degradacion ruminal in vitro
de la materia seca y redujo la concentracion de nitrogeno amoniacal, sin afectar el pH y la
concentracion de AGV. Se sugiere sustituir 20 % de PND en la dieta de rumiantes para

evaluaciones posteriores in vivo.
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CAPITULO I11. BIOACCESIBILIDAD DE POLIFENOLES Y FLAVONOIDES DE

PULPA DE NARANJA EN CARNEROS
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Resumen
La pulpa de naranja deshidratada (PND) representa una fuente importante de fenoles y
flavonoides, los cuales son considerados como nutracéuticos por su actividad antioxidante
en la carne. El objetivo del presente estudio fue determinar la bioaccesibilidad de fenoles
(FeT) y flavonoides (FIT) totales en duodeno con contenidos crecientes de PND en la dieta
(0, 17.5, 35, 52.5 %). Para ello, se desarroll6 una prueba de degradacion in situ (DISMS) con
carneros provistos con canula ruminal y duodenal, en donde 0.5 g de cada dieta fueron
incubadas por duplicado en la porcion ventral del rumen a las 48 h, para evaluar la
degradacion insitu de la MS (DISMS), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida
(FDA). Se recolectaron muestras de liquido ruminal y contenido duodenal a 0, 4, 8, 12 y 24
h después de suministrar el alimento para medir el pH y determinar las concentraciones de

FeT y FIT. Se utilizé un disefio en Cuadro Latino 4 x 4 y las medias de tratamientos se

23


mailto:sanchezd@colpos.mx

compararon con la prueba de Tukey. La DISMS fue superior (P<0.05) en el T4=78.572 %,
respecto a los tratamientos T1=68.66°, T2=70.10 y T3=72.95". La concentracion de FeT y
FIT en liquido ruminal fue mayor (P<0.05) en el T4, en los horarios 0, 4, 8, 12y 24 h, y en
contenido duodenal, el T3 y T4 mostraron las concentracion mas alta (P<0.05) alas 12 h. La
bioaccesibilidad de FeT disponibles para la absorcion intestinal fue mayor (P<0.05) en los
carneros del T4 con respecto a los del grupo testigo y la bioaccesibilidad de FIT fue superior
(P<0.05) para los tratamientos que incluyeron PN (T2, T3 y T4), sin diferencia para esta
variable entre estos. La inclusion de 52.5 % de PN favorece el mejor aporte de polifenoles y
flavonoides totales en duodeno, bioaccesibles para ejercer efecto antioxidante.

Palabras clave: Flavonoides, polifenoles, bioaccesibilidad, pulpa de naranja, borregos.

Abstract

Orange pulp (OP) represents an important source of phenols and flavonoids, considered as
nutraceuticals because of their antioxidant activity. The objective of the present study was to
determined the bioaccessibility of total phenols (TPh) and flavonoids (TFI) in duodenum
with increasing levels of dehydrated OP in the diet (0, 17.5, 35, 52.5%). An in situ
digestibility test (DISMS) was carried out using four rams provided with ruminal and
duodenal fistula, where 0.5 g of each diet were incubated in duplicate in the rumen ventral
portion at 48 h, to evaluate in situ DM digestibility (ISDMD), NDF, ADF. Ruminal fluid and
duodenal contents samples were collected at 0, 4, 8, 12, and 24 h after animal feeding to
measure pH and determine phenols (FeT) and total flavonoids (FIT) concentrations. A aquare
latin design 4 x 4 was used and the means of treatments were compared with Tukey test. The
ISDMDwas higher (P<0.05) in T4 = 78.57% % than T1 = 68.66°, T2 = 70.10° and T3 = 72.95"

treatments. The concentration of TFhand TFI in ruminal fluid was higher (P<0.05) in rams
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of the T4, at 0, 4, 8, 12 and 24 h, and in duodenal content, T3 and T4 showed the highest
concentration (P<0.05) at 12 h. The bioaccessibility of TFh available for intestinal absorption
was greater (P<0.05) in T4 rams than in the control group and the bioaccessibility of TFI was
higher (P<0.05) for treatments that included OP (T2, T3 and T4), without difference between
these. The inclusion of 52.5% of OP improved the best contribution of total polyphenols and
flavonoids in duodenum, bioaccessible for antioxidant effect.

Key words: Flavonoids, polyphenols, bioaccessibility, orange pulp, lambs.

Introduccion

La pulpa de naranja (PN) es un subproducto de la industria citricola utilizado en la
alimentacion de rumiantes (Lashkari et al., 2014), puede adicionarse fresco, ensilado o
deshidratado (Lashkari y Taghizadeh, 2015). La importancia de estos subproductos radica en
el potencial de reemplazar el uso de granos en la dieta de rumiantes y la respuesta estara en
funcion del nivel de inclusién, observandose mejoras en el comportamiento animal cuando
se incluye 40 % de PN, pero con niveles de 65 % causa trastornos metabolicos después de

utilizarse por periodos largos (Bueno et al., 2002).

Los subproductos de la naranja representan una fuente importante fenoles y flavonoides
(Lagha-Benamrouche y Madani, 2013), considerados como nutracéuticos por su actividad
antioxidante (Escobedo-Avellaneda et al., 2014), al presentar uno o mas grupos fendélicos en
su estructura, actian como metal-quelantes de radicales libres (Zong-Tsi et al., 2012). En los
citricos, los flavonoides estan presentes como flavononas, describiéndose la neoeriocitrina,

naringenina, narirutina y neohesperidina en la naranja amarga (Citrus aurantium) (Ramful et
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al., 2011), la hesperidina en la naranja dulce (Citrus sinensis) (Escobedo-Avellaneda et al.,

2014) y naringenina en la cascara de toronja (Paradisi citrus) (Seradj et al., 2014).

Los flavonoides deben ser liberados de la matriz del alimento para ejercer su efecto bioldgico,
a este proceso se le denomina bioaccesibilidad fendlica y es la cantidad de polifenoles
disponibles para la absorcion intestinal (Ahmad-Qasem et al., 2014; Zhiyong et al., 2016;
Karés et al., 2017) y la biodisponibilidad fendlica es la fraccion de polifenoles liberados en
la circulacién para el metabolismo en los tejidos (Rodriguez et al., 2014; Zhiyong et al.,

2016; Karas et al., 2017).

En la literatura se ha documentado el uso de pulpa de naranja con el aumentd en la estabilidad
oxidativa en la carne de corderos (Simitzis et al., 2013; Inserra et al., 2014; Luciano et al.,
2017), por la actividad antioxidante de los fenoles y flavonoides presentes; sin embargo, se
desconocen los contenidos 6ptimos de estos compuestos para propiciar el efecto antioxidante
y no se encontraron estudios en la literatura relacionados con la estabilidad de los fenoles y
flavonoides de la PN a su paso por el rumen. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue
determinar la bioaccesibilidad de fenoles y flavonoides usando dietas con contenidos
crecientes de PN.

Materiales y métodos
Localizacion
El ensayo se realiz6 en la unidad metabdlica y en el Laboratorio de Nutriciéon Animal,
pertenecientes al Posgrado de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Texcoco, Estado de México.
Se realiz6 una prueba metabodlica con borregos fistulados en rumen y duodeno, para conocer

la estabilidad de polifenoles y flavonoides a su paso por el rumen. La inclusion de pulpa de
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naranja deshidratada (PND) en las dietas se estableci6 de acuerdo al contenido de hesperidina
(Hes), el flavonoide de mayor importancia antioxidante, con niveles de 0, 1500, 3000 y 4500
mg Hes kg MS™, para el T1, T2, T3y T4, respectivamente. La composicion quimica de las
dietas experimentales y los tratamientos se presentan en el (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion quimica de las dietas experimentales y tratamientos evaluados

T1 T2 T3 T4
Ingredientes, %
Pulpa de citrico deshidratada 0 175 35 52.5
Maiz quebrado 50 50 31 12
Pasta de soya 20 20.5 22 23
Melaza 4 1 1 1
Paja de avena 25 10 10 10
Premezcla mineral 1 1 1 1
Composicion quimical
Energia Metabolizable, Mcal kg™ 2.78 2.94 2.81 2.92
PC, % 16.30 16.10 16.07 16.04
EE% 3.07 3.36 3.22 3.07
FDN, % 23.23 18.08 20.83 23.58

IMS: materia seca, todos los demas valores estan en base materia seca. PC= proteina cruda;
EE= extracto etéreo; FDN= fibra detergente neutro; 0, 1500, 3000 y 4500 mg Hes kg MS,

parael T1, T2, T3y T4, respectivamente.

27



Muestras de pulpa de naranja (cascara y pulpa) se secaron en una estufa de aire forzado a

40°C por 48 h, posteriormente la muestra fue molida (1 mm) y almacenada en bolsas Ziploc.

Determinacion de hesperidina en la pulpa de naranja

La extraccion de hesperidina se realizd de acuerdo al método propuesto por Chang et al.
(2002), se pesaron 250 mg de muestra y se colocaron en tubos Eppendorf (2.0 mL),
afiadiendo 1 mL de metanol (MeOH) al 80% e se incubaron en bafio maria a 40°c por 1 h,
después se centrifugaron a 5031 x g durante 10 min. Se transfirieron 500 pL del sobrenadante
en tubos Eppendorf (2.0 mL) y se inyectaron 15 pL en un cromatografo de liquidos (HPLC

System, Agilient Hewlett Packard® mod 1100, USA).

Extraccion de fenoles y flavonoides totales

El procedimiento de extraccidn de fenoles y flavonoides totales se realizé segun la técnica
descrita por Chun et al. (2003) y Franke et al. (2004).

Determinacion de Fenoles totales

La determinacidn de fenoles totales (FeT) de la PND se realizé mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu segun la técnica descrita por Singleton y Rossi (1965). Se registré la lectura de la
absorbancia a 685 nm en un espectrofotometro (CARY 1-E Varian®, USA) y la
concentracion de FeT se calcul6 con respecto a la curva estandar de acido galico (0 a 12 mg
mL™). Los resultados se expresaron en miligramo de acido galico por gramo MS de PN.
Determinacion de flavonoides totales

La concentracion de flavonoides totales (FIT) se obtuvo por el método colorimétrico descrito
por Zhishen et al. (1999). Se registro la lectura de la absorbancia a 370 nm en un

espectrofotometro (CARY 1-E Varian®, USA) y la concentracion de FIT se calculd con
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respecto a la curva estandar de hesperidina (50 a 200 mg mL"1). Los resultados se expresaron
en miligramos de hesperidina por gramo MS de PN.

Prueba metabolica

En la prueba metabdlica se utilizaron cuatro carneros de la raza Suffolk x Dorset (45 + 2 kg
PV), fistulados en rumen y duodeno, alojados en jaulas metabolicas individuales. Al inicio
del experimento los animales fueron desparasitados con Ivermectina® 1 % (0.5 mL 25 kg
PV, via IM) y vitaminados (ADE, 1 mL 50 kg™ PV, via IM). Las dietas experimentales se
suministraron dos veces al dia (7:00 y 16:00 h) y el agua ad libitum. Antes del estudio
metabolico, los borregos fueron adaptados 12 d a las dietas experimentales y el manejo de
los ovinos se realiz6 de acuerdo al Reglamento para el uso y cuidado de animales destinados
a la investigacion en el Colegio de Postgraduados (CP, 2016). La ingesta de materia seca se
calcul6 con base al 5 % del peso corporal. EI experimento se distribuy6 en un disefio cuadro
latino 4 x 4, cuatro periodos de 15 d, 12 de adaptacion a la dieta y 3 para la recoleccién de
muestras.

Caracterizacién quimica de las dietas

Durante la prueba metabolica se recolectaron muestras de cada una de las dietas
experimentales y se elaboraron muestras compuestas por periodo para determinar el
contenido de materia seca (MS), proteina cruda (PC), cenizas (CEN) y extracto etéreo (EE)
(AOAC, 2005), y fibra detergente neutro (FDN) y acido (FDA) (Van Soets et al., 1991).
Degradacion in situ

La digestibilidad in situ de la MS (DISMS), FDN y FDA se determind por duplicado en 0.5
g de muestra de cada dieta experimental con el uso de bolsas ANKOM® F57. Las bolsas con

la muestra fueron incubadas en la porcion ventral del rumen a las 48 h (Salinas et al., 2011),
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posteriormente se retiraron, se lavaron con agua corriente, se secaron en una estufa de aire

forzado a 55 °C por 24 h hasta peso constante y se pesaron.

pH en liquido ruminal y duodenal

En cada periodo experimental, durante tres dias consecutivos, se recolectaron 10 mL de
liquido ruminal y contenido duodenal a 0, 4, 8, 12 y 24 h después de suministrar el alimento.
Las muestras fueron filtradas a traves de una capa doble de gasas y se midié inmediatamente
el pH con un potenciémetro portatil (ORION®, modelo SA 210, USA).

Fenoles y flavonoides en liquido ruminal y contenido duodenal

Las muestras utilizadas para la medicion del pH, fueron congeladas a -20 °C para analisis
posterior de fenoles y flavonoides totales, y hesperidina mediante los métodos descritos
previamente.

Anélisis estadistico

El disefio experimental fue un Cuadro Latino 4 x 4, 4 niveles de PN y 4 periodos de
evaluacion. Los resultados de la degradacion in situ y variables ruminales se analizaron con
el procedimiento GLM (SAS, 2013), las medias de tratamientos se compararon con la prueba

de Tukey (Steel et al., 1997).

Resultados y discusion

Degradacion in situ de MS, FDN, FDA

La degradacién in situ de la materia seca (DISMS) y FDN (Cuadro 2) fue superior (P<0.05)
en el T4 con la inclusién de 52.5 % de pulpa de naranja deshidratada (PND) y result6 similar
(P>0.05) entre los tratamientos con T1, T2 y T3. La degradacion de la FDA fue baja (P>0.05)

en T2 y los valores mas altos se registraron en el T1 y T4, entre los cuales no existio
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diferencia. La DISMS en el T4 se explica por el aporte de carbohidratos fermentables en la
dieta con la PND, pricipalmente pectinas (Piquer et al., 2009), las cuales estimulan el
crecimiento microbiano y propician mayor degradacion de la MS (Arriola et al., 2011; Gado
etal., 2011). Ademas, la alta DISMS observada en este estudio se relaciona con el contenido
de carbohidratos (80% MS) remanentes en la pulpa de citricos (Lashkari y Taghizadeh,
2015), de los cuales 35 % son de facil fermentacion (Lashkari y Taghizadeh, 2013) y se
estimulan la DISMS, sobre todo cuando la dieta incluye niveles altos de PND como ocurrid

en el T4 (52.5 % PND).

Cuadro 2. Digestibilidad in situ de la MS, FDN, FDA de dietas elaboradas con

contenidos crecientes de pulpa de naranja

Tratamientos Niveles de pulpa de naranja deshidratada, %
Digestibilidad, %  T1 T2 T3 T4 EEM*
MS 68.66° 70.10° 72.95° 78.572 1.356
FDN 34.34° 33.01° 33.35° 38.007 1.134
FDA 18.542 16.45° 17.07° 19.06° 0.062

T1, T2, T3y T4 con0, 17.5, 35y 52.5% de PND, respectivamente. EEM*= Error estandar
de la media; ® ¢ Valores con distinta literal en hilera indican diferencias (P<0.05).

La resultados de DISMS observados en este estudio al incluir PDN resultan superiores a lo
reportado por Lépez et al. (2016) y Bueno et al. (2002) cuando se incluye la PND en la dieta
en contenidos similares. Asimismo, la mayor degradacion de la FDN observada en el T4 se
explica por el alto contenido de fibra soluble presentes en la pulpa de citricos (36 %), la cual
es utilizada por los microorganismos del rumen (Gado et al., 2011; Lashkari y Taghizadeh,
2013).
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Ademas, la pectina de la PND produce mas acetato (Liu et al., 2014) y menos lactato en
comparacion con el almidon (Hall et al., 1998), creando mejores condiciones en el rumen
para la fermentacion de las fibras (Gholizadeh y Naserian, 2010). Sin embargo, la digestion
de la FDN varia con la composicién quimica de la dieta (Rodriguez-Prado et al., 2004 y
Arriola et al., 2011), tamafio de particula, tasa de digestion y velocidad de flujo (Firkins et
al., 1998; Arriola et al., 2011). A pesar de que las dietas de los tratamientos evaluados
tuvieron una composicién quimica y tamafio de particula similar, la digestion de la FDN fue
diferente entre estos y fue mayor en el T4 con respecto al T1. Aln cuando estos contenian
similar porcentaje de FDN, indicando que el contenido de inclusion de PND influy6 en estos

resultados.

pH ruminal y duodenal

Los valores de pH registrados en los diferentes horarios estuvieron dentro del intervalo
reportado en rumen (Russell et al., 1992; Piquer et al., 2009). No se observaron diferencias
(P>0.05; Cuadro 3) entre tratamientos en los valores de pH ruminal. Los resultados de este
estudio son congruentes con los valores de pH reportados por Piquer et al., (2009) al incluir
13, 26 y 39 % de pulpa de naranja'y con el pH observado por Balcells et al. (2012) al incluir

extractos de flavonoides de naranja amarga y toronja en la dieta de rumiantes.
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Cuadro 3. pH, en dietas elaboradas con contenidos crecientes de pulpa de naranja

incubadas in situ

Variables Horarios de incubacion
Nivel de PND, % 0 4 8 12 24
pH ruminal
T1 6.88 5.77 6.34 5.28 6.85
T2 6.29 5.45 5.68 5.29 6.68
T3 6.53 5.56 5.71 5.19 6.48
T4 6.52 5.68 5.61 5.50 6.54
EEM* 0.096 0.079 0.241 0.060 0.053
pH Duodenal
T1 211 1.84 2.18 2.10 2.23
T2 2.05 1.89 2.06 1.93 2.27
T3 2.07 1.90 1.94 1.95 2.04
T4 2.06 1.93 2.10 2.03 1.99
EEM* 0.025 0.012 0.380 0.047 0.039

T1,T2, T3y T4con0, 17.5, 35y 52.5% de PND, respectivamente. No existieron diferencias
(P>0.05); EEM*= Error estandar de la media.

En esta investigacion, los valores de pH ruminal en las primeras cuatro horas después de la
alimentacion se ubicaron entre 5.28 y 5.68, indicando condiciones propicias para la actividad
enzimatica (Tripathi y Karim, 2011).

Fenoles totales en liquido ruminal y duodenal

La concentracion de fenoles totales (FeT) en liquido ruminal fue mayor (P<0.05; Cuadro 4)

en el T4 en los horarios evaluados. En liquido duodenal, no se observé una tendencia definida
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ya que a las 0 h la mayor (P<0.05) concentracién de FeT se observo en el T4, alas 4 hen el
T2,alas 8y 24 henel T3 con respecto al grupo testigo y a las 12 h la mayor concentracion
de FeT ocurrié en el T3y T4. La concentracion de FeT en liquido ruminal observada en el

T3y T4 se relaciond con los contenidos mas altos de pulpa de naranja en la dieta.

Cuadro 4. Fenoles totales en liquido ruminal y duodenal (mg AG g*) de carneros

alimentados con contenidos crecientes de pulpa de naranja

Horarios
Variables 0 4 8 12 24
Liquido ruminal
T1 3.34P 2.464 5.80P 3.77° 2.85¢
T2 3.89P 4.82° 5.36P 6.77° 5.05P
T3 6.952 5.88P 6.35P 7.55ba 4.88P
T4 7.132 9.562 9.118 9.092 7.342
EEM* 0.433 0.247 0.306 0.635 0.255
Liquido duodenal
T1 7.80° 12.30¢ 20.40° 18.35¢ 19.70¢
T2 17.60° 22.702 22.75bPa 22.40P 22.25¢
T3 18.15° 16.55¢ 24.652 26.052 26.152
T4 19.80? 19.95° 21.45Pa 25.352 23.60°
EEM* 0.137 0.801 0.561 0.762 0.275

AG= Acido galico; T1, T2, T3y T4 con 0, 17.5, 35 y 52.5% de PND, respectivamente.
EEM*= Error estandar de la media: ® ® ¢ 9Valores con distinta literal en columna indican
diferencias (P<0.05).
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Sin embargo, las concentraciones de FeT determinadas en liquido duodenal no son
concluyentes entre tratamientos y se puede explicar por la reacciones de estos compuestos
durante el metabolismo ruminal; a este respecto se han descrito interacciones entre fenoles y
moléculas de los alimentos como reacciones hidréfobas no covalentes ( Yuksel et al., 2010 )
como en el caso de las interacciones entre polifenoles con proteinas (Frazier et al, 2010;
Shpigelman et al., 2010) y carbohidratos (Saura-Calixto, 2011). Esto puede explicar las
concentraciones de FeT observadas en contenido duodenal al incluir contenidos altos de
almidon (T2), el cual se liga con los FeT, protegiéndolos de la degradacién ruminal debido a
la presencia de anillos aromaticos hidrofdbicos y grupos hidroxilo hidrofilicos capaces de
enlazar polisacaridos (Serrano et al., 2009; Saura-Calixto, 2010). Adicionalmente los FeT
reaccionan con el grupo carboxilo del &cido urénico de la hemicelulosa y pectina, y el grupo
hidroxilo presente en la celulosa (Metzler y Mosenthin, 2008), para evitar la oxidacion de
fenoles en rumen y propiciar el flujo de estos a duodeno (Chanteranne et al., 2008; Saura-
Calixto, 2010; Jakobek, 2015). Lo anterior se pudo constatar en las concentraciones de FeT
determinadas en duodeno en este estudio al incrementar los niveles de pulpa de naranja en la
dieta, indicando baja degradacion ruminal. Lo anterior se sustenta en estudios previos donde
se reporta que el extracto de fenoles se ligan a las fracciones de MO, FDN y carbohidratos
totales (Ozturk et al., 2010; Prado et al., 2010; Costa et al., 2012); ademas, los FeT
disminuyen la concentracion y actividad microbiana ruminal implicando una disminucién en

su degradacién (Morsy et al., 2015; de Paula et al., 2016).

Flavonoides en liquido ruminal y duodenal
La concentracion de flavonoides totales (FIT) en liquido ruminal fue mayor (P<0.05; Cuadro

5) en el T4 en los horarios evaluados, y a las 0 y 12 h la concentracion de FIT en el T3 resulto
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similar al T4. En liquido duodenal, no se observé una tendencia definida en la concentracion
de FIT, observandose los valores més altos (P<0.05) enel T2 alas 0, 4, 12 y 24 h con respecto
al grupo testigo, y la concentracion determinadaenel T4alas4 h,yenel Tlalas8y 24 h

resultando similares al T2.

Cuadro 5. Flavonoides contenidos en liquido ruminal y duodenal (mg Hes g*) de

carneros alimentados con contenidos crecientes de pulpa de naranja

Horarios
Variables 0 4 8 12 24
Liquido ruminal
T1 12.00° 12.05° 12.55¢ 11.85° 11.00°
T2 11.80° 10.35¢ 11.50¢ 10.80° 10.60°
T3 16.05° 15.50° 15.25" 18.00° 14.00°
T4 16.122 18.55° 17.10° 18.50° 17.002
EEM* 0.356 0.019 0.211 0.227 0.136
Liquido duodenal
T1 13.50° 16.47° 18.052 17.80° 21.152
T2 19.502 20.152 17.12% 20.352 20.552
T3 14.80° 16.95° 16.35" 17.50% 16.95
T4 13.47° 19.00? 16.65° 17.00° 17.35
EEM* 0.660 0.552 0.429 0.110 0.450

Hes= Hesperidina; T1, T2, T3y T4 con 0, 17.5, 35 y 52.5% de PND, respectivamente.
EEM*= Error estandar de la media; ® ° ¢ Valores con distinta literal en columna indican
diferencias (P<0.05).
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La concentracion de FIT en liquido ruminal registrada en el T4 se relaciond con los
contenidos mas altos de pulpa de naranja en la dieta, observandose una relacion positiva en
el incremento de FIT a medida que aumentaba el contenido de pulpa de naranja en la dieta.
Sin embargo, las concentraciones de FIT determinadas en contenido duodenal no son
concluyentes entre tratamientos y se pueden explicar por la reacciones de estos compuestos
durante el metabolismo ruminal, en el cual existe una hidrdlisis y liberacion del aglicon,
responsable de ejercer el efecto antioxidante después de su absorcidn intestinal (Chanteranne
et al., 2008) lo cual propicia una disminucion de FIT determinada en duodeno. Esto explica
el resultado observado en la concentracion de FIT con los contenidos més altos de PND,
donde a pesar de existir degradacion de flavonoides en rumen, el flujo de FIT a duodeno fue
superior en el T3y T4. En la literatura disponible existen escasas evidencias de actividad de
flavonoides en la fermentacion microbiana ruminal, informéandose que extractos de naringina
deprimen la actividad bacteriana por la interrupcion de la fuerza motriz protén y en algunos
especies inhibe la motilidad (Gladine et al., 2007), indicando que la degradacion de los
flavonoides por las bacterias puede ser baja. Ademas, los flavonoides de citricos tienen
actividad favorable en el ambiente ruminal cuando se utilizan dietas concentradas o bajo
induccién de acidosis por estabilizar el pH ruminal (De Freitas et al., 2007; Balcells et al.,
2012) y reducir la produccién de gas (Seradj et al., 2014), explicandose por la inhibicién de
bacterianas especificas. En contraste, se ha documentado la degradacién de los FIT por
algunos géneros bacterianos del rumen (Tzounis et al., 2008). Lo anterior explica la
variabilidad en la concentracion de FIT a nivel duodenal observada en este estudio, ante una

posible degradacion de estos a su paso por el rumen.
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Bioaccesibilidad de fenoles y flavonoides

Las dietas elaboradas con niveles crecientes de PND presentaron diferencias (P<0.05; Cuadro

6) en la concentracion de fenoles (FeT) y flavonoides totales (FIT), los cuales incrementaron

conforme aument6 el contenido de inclusion de PND en la dieta. La mayor (P<0.05)

excrecion de FeT ocurrio en el T3y de FIT en el T4. La bioaccesibilidad de FeT fue mayor

(P<0.05) en las carneros del T4 con respecto a los del grupo testigo y la bioaccesibilidad de

FIT fue superior (P<0.05) en los animales del T2, T3y T4 con respecto a los del grupo testigo,

sin observar diferencia (P>0.05) en los grupos suplementados con PND.

Cuadro 6. Bioaccesibilidad de fenoles (mg AG g!) y flavonoides (mg Hes g*) totales en

dietas y heces de carneros alimentados con contenidos crecientes de pulpa de naranja

Variables

Tratamientos

Muestra analizada

FeT en la dieta

FeT en heces

Bioaccesibilidad de FeT

FIT en la dieta

FIT en heces

T1

3.444

1.544

1.9¢

24.80¢

7.17¢

T2 T3
----- mg AG g! MS
5.96° 8.36°
3.80P 4.612
2.16° 3.75P
----- mg Hes g* MS

31.90¢ 35.76°

8.86°¢ 12.75°

T4

10.40°

2.69°

7.718

36.342

14.162

EEM*

0.456

0.256

0.125

0.235

0.764
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Bioaccesibilidad de FIT 17.63° 23.042 23.018 22.182 0.658

AG= Acido gélico; Hes= hesperidina; FeT= Fenoles totales; FIT= Flavonoides totales; T1,
T2, T3y T4 con 0, 17.5, 35y 52.5% de PND, respectivamente. EEM*= Error estandar de la

media; * ¢ 9 Valores con distinta literal en hilera indican diferencias (P<0.05).

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de polifenoles disponibles para la absorcion
intestinal (Ahmad-Qasem et al., 2014; Zhiyong et al., 2016; Karas et al., 2017), y la
bioaccesibilidad de FeT y FIT observada en este estudio se relacion6 positivamente con los
incrementos en el contenido de inclusién de PND en la dieta y tuvo su maxima concentracion
los carneros alimentados con la dieta del T4 y a su vez favorecid la absorcion intestinal de
los compuestos bioactivos evaluados en el presente estudio. La bioaccesibilidad y absorcion
se relaciona con la desglicosilacion de los FeT y FIT ocasionada por la enzima lactasa-floricin
hidrolasa (LFH) presente en las células epiteliales del intestino delgado (Gonzales et al.,
2015; Gonzales et al., 2016) y en el caso de los FIT, las agliconas se transportan a través de
las células epiteliales por difusion pasiva (Day et al., 2000), después es transportada del
enterocito al higado via porta-hepética (Donovan et al., 2006; Stalmach et al, 2010). Por otra
parte, los FeT son transportados en las células epiteliales, a través de proteinas de transporte
sodio-glucosa localizadas en la mucosa del intestino delgado (Day et al., 2000), y dentro del
enterocito los FeT sufren una serie de reacciones de metilacion, glucuronidacion y
sulfatacion, con el fin de atenuar el efecto prooxidante y citotoxico de estos compuestos
(Donovan et al., 2006). Sin embargo, se desconoce si altas concentraciones de Fet y FIT
compiten con otros nutrientes por los puntos de absorcion en intestino delgado y esto afecte
la bioaccesibilidad de los mismos.
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La absorcion de una proporcion alta de FeT y FIT contenidos en la dieta también se ha
documentado en animales (Besle et al., 2010), humanos (Crozier et al., 2010), cerdos
(Cermak et al., 2003), ratas (Morand et al., 2000) y perros (Reinboth et al., 2010), indicando
la alta bioaccesibilidad de estos compuestos el tubo digestivo para ejercer su efecto

antioxidante.

Conclusiones
Con base en los resultados de este estudio se concluye que el contenido de inclusion de 52.5
% de pulpa de naranja deshidratada en la dieta de carneros es recomendable para mejorar la
degradacion de la materia seca y de fibra, y favorecer la bioaccesibilidad de alta proporcién
fenoles y flavonoides contenidos en la dieta. Estudios posteriores deberan evaluar el efecto

antioxidante de estos compuestos y su relacién con la bioaccesibilidad.
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RESUMEN

En la basqueda de insumos econémicos y de facil disponibilidad, la pulpa de citricos es un
subproducto alternativo para la alimentacion de rumiantes y con funciones nutracéuticas. El
objetivo fue evaluar la respuesta productiva de corderos alimentados con contenidos
crecientes de pulpa de naranja (PN) y su efecto en la oxidacion de lipidos en carne con
contenidos crecientes de PN en la dieta como tratamientos (T) (T1=0, T2=13, T3=26 y T4=39
% PN respectivamente). La respuesta productiva se realizé en 60 d. Se utilizaron 32 corderos
machos de la raza Hampshire, con un peso vivo inicial de 25+1 kg y se distribuyeron en
cuatro tratamientos usando un disefio completamente al azar, con ocho repeticiones. Los
corderos fueron sacrificados a los 60 d y se evalud la ganancia diaria de peso (GDP), consumo

de MS (CMS), conversion alimenticia (CA), biodisponibilidad de fenoles y flavonoides en

49



carne y la oxidacion de lipidos durante la vida de anaquel a 1, 7, 14 y 21 dias. Se utiliz6 un
disefio experimental disefio completamente al azar y la comparacion de medias se realiz6
mediante la prueba de Tukey. La inclusion de contenidos crecientes de PN en la dieta no
afecté (P>0.05) las variables de respuesta productiva de los corderos; sin embargo, la
concentracion de fenoles totales fue mayor (P<0.05) en la carne de los corderos del T3y T4
al, 7yl4d,ylamayor (P<0.05) concentracion de flavonoides totales se obtuvo en la carne
de los corderos del T3y T4 los d 7, 14 y 21. La oxidacion de lipidos fue superior (P<0.05)
en la carne de los corderos del T1y T2, donde se incluyeron los contenidos mas bajos de PN
(0 y 13 % PN, respectivamente). La inclusion de 26 y 39 % de PN en la dieta (T3 y T4,
respectivamente) retraso la oxidacion de lipidos en la carne de corderos durante la vida de
anaquel evaluada. Se concluye que los contenidos de inclusion de pulpa de naranja en la dieta
de corderos evaluados en este estudio no afectan la respuesta productiva animal, indicando
la factibilidad de sustituir granos por PN; ademas, incluir 26 y 39 % de PN reduce la

oxidacion de lipidos en la carne a 21 d de anaquel.

Palabras clave: Respuesta productiva, oxidacion de lipidos, biodisponibilidad de fenoles y

flavonoides, pulpa de naranja.

Introduccion

En la basqueda de insumos econémicos y de facil disponibilidad, la pulpa de citricos es un
subproducto alternativo para la alimentacion rumiantes (Vasta et al., 2008; Inserra et al.,
2014). En México, se cosechan alrededor de 4, 200, 000 t de naranja, de las cuales cerca del
50% corresponden a la cascara, bagazo y semillas, y las principales entidades productoras

son Veracruz, Tamaulipas y San Luis Potosi, aportando 67.9 % de la produccion nacional

50



(SAGARPA, 2017). En este sentido, la pulpa de naranja debido a su alto contenido de
compuestos bioactivos, son considerados como nutracéuticos por su actividad antioxidante
(Escobedo-Avellaneda et al., 2014), al contener uno o méas grupos fendlicos en su estructura,

actian como metal-quelantes de radicales libres (Gomez-Estaca et al., 2014).

El uso de conservadores sintéticos se ha relacionado con riesgos para salud al presentar
actividad carcinogenica (Karpinska-Tymoszczyk 2014; Shah et al., 2014). Por el contrario,
el uso de antioxidantes naturales son inocuos, pueden prolongar la vida de anaquel, aumentan
la aceptabilidad de la carne y su valor en el mercado (Inserra et al., 2014; Luciano et al.,
2017). Congruente con lo anterior, se ha observado una reduccién en la oxidacion de los
lipidos en carne de corderos al adicionar pulpa de citricos en la dieta (Gravador et al., 2014;
Inserraet al., 2014; Luciano et al., 2017). Asi mismo, los extractos de citricos han aumentado
la resistencia a la oxidacion del lipido en albéndigas (Fernandez-Lépez et al., 2005) y en

carne de pavo (Contini et al., 2012).

La pulpa de naranja contienen compuestos bioactivos, dentro de los cuales, los polifenoles,
terpenos, carotenoides y acido ascorbico exhiben propiedades antioxidantes (Abeysinghe et
al., 2007; Tripoli, et al., 2007). Estos compuestos bioactivos contienen grupos aromaticos
hidroxilo capaces de eliminar radicales libres y son responsables de la actividad antioxidante
en la carne (Simitzis et al., 2013). Dentro de los compuestos bioactivos de la pulpa de naranja,
la hesperidina es la mas abundante (Garg et al., 2001), y después de ser absorbida en intestino
delgado, se distribuye a través del sistema circulatorio del animal y se fija en los tejidos para

disminuir la oxidacion (Simitzis, et al., 2013).

Sin embargo, aunque la pulpa de naranja tiene se ha evaluado por sus propiedades
antioxidantes, las investigaciones realizadas no abordan el aspecto de la biodisponibilidad
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fendlica y en la proporcion de estos compuestos que son liberados en la circulacién para el
metabolismo en los tejidos cuando se ingiere como componentes de la dieta de los animales,
incluyendo los seres humanos (Rodriguez-Roque et al., 2011; Luciano 2017). Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento productivo de corderos alimentados
con contenidos crecientes de pulpa de naranja y su efecto en la oxidacion de lipidos de la
carne.
Materiales y métodos

Localizacion

El ensayo se realizd en la unidad metabolica y en el Laboratorio de Nutricion Animal,
pertenecientes al Posgrado de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,

Texcoco, Estado de México.

Animales

La prueba de crecimiento se realiz6 en un periodo de 75 dias: 15 de adaptacién, y 60 de
finalizacion. Se utilizaron 32 corderos machos de la raza Hampshire, con un peso vivo inicial
de 25+1 kg, los cuales se desparasitaron (Closantil® 5%; 1 mL 5 kg PV e Ivomec® 1%; 1
mL 50 kg PV), vacunaron (Bobact® 8; 2.5 mL animal™) y se distribuyeron en cuatro
tratamientos usando un disefio completamente al azar, con ocho repeticiones. Los animales
se alojaron en jaulas metabolicas individuales acondicionadas con comedero y bebedero, y
el alimento se ofreci6 a razén de 5 % del peso vivo, aportado dos veces al dia (8:00 y 16:00
h), y el agua se ofrecio ad libitum. Los corderos fueron manejados de acuerdo al Reglamento
para el uso y cuidado de animales destinados a la investigacion en el Colegio de

Postgraduados (CP, 2016).
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Variables productivas

Se evalu6 el consumo de materia seca (CMS; g dt) mediante el pesaje del alimento ofrecido
menos el rechazado. La ganancia diaria de peso (GDP) se calculé mediante el pesaje de los
animales al inicio del experimento y posteriormente cada 15 dias antes de ofrecer el alimento.

La conversion alimenticia se estim6 como la relacion entre CMS y GDP.

Dietas y determinacion de hesperidina

La inclusion de pulpa de naranja deshidratada (PND) en las dietas se establecié de acuerdo
al contenido de hesperidina (Hes) con niveles de 0, 1500, 3000 y 4500 mg Hes kg* MS, para
el T1, T2, T3y T4, respectivamente. La composicion quimica de las dietas experimentales y

los tratamientos evaluados se presentan en el Cuadro 1.

La extraccion de hesperidina se realizé de acuerdo al método propuesto por Chang et al.
(2002), se pesaron 250 mg de muestra y se colocaron en tubos Eppendorf (2.0 mL),
afiadiendo 1 mL de metanol (MeOH) al 80% e incubaron en bafio maria a 40°C por 1 h,
después se centrifugaron a 5031 x g durante 10 min. Se transfirieron 500 pL del sobrenadante
en tubos Eppendorf (2.0 mL) y se inyectaron 15 pL en un cromatografo de liquidos (HPLC

System, Agilient Hewlett Packard mod 1100, USA).

Caracterizacion quimica de las dietas

Durante la prueba metabdlica se recolectaron muestras de cada una de las dietas
experimentales y se elaboraron muestras compuestas por periodo para determinar el
contenido de materia seca (MS), proteina cruda (PC), cenizas (CEN) y extracto etéreo (EE)

(AOAC, 2005), y fibra detergente neutro (FDN) (Van Soets et al., 1991).
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados y composicién quimica de las dietas experimentales

Tratamientos* (T)

T1 T2 T3 T4
Ingredientes %
Pulpa de citrico deshidratada 0 13 26 39
Maiz quebrado 46 45.5 31.5 17.5
Pasta de soya 23 23.5 24.5 25.5
Paja de avena 25 14 14 14
Melaza 5 3 3 3
Premezcla mineral 1 1 1 1
Composicion quimical
Energia Metabolizable, Mcal kg 2.77 2.89 2.86 2.83
Proteina cruda, % 17.29 17.17 1711  17.05
Extracto etéreo 2.94 3.14 3.05 2.93
Fibra Detergente Neutro, % 23.31 19.56 21.59 23.63

Hes= Hesperidina; T1, T2, T3 y T4 con 0, 1500, 3000 y 4500 mg Hes kg* MS,

respectivamente.
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Extraccién de fenoles y flavonoides totales
El procedimiento de extraccion de fenoles y flavonoides totales se realizé segun la técnica

descrita por Chun et al. (2003) y Franke et al. (2004).

Determinacion de Fenoles totales

La determinacidn de fenoles totales (FeT) de la PND se realizé mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu segun la técnica descrita por Singleton y Rossi (1965). Se registro la lectura de la
absorbancia a 685 nm en un espectrofotometro (CARY 1-E Varian, USA) y la concentracion
de FeT se calculd con respecto a la curva estandar de acido galico (0 a 12 mg mL™). Los

resultados se expresaron en miligramo de &cido galico por gramo MS de PN.

Determinacion de flavonoides totales

La concentracion de flavonoides totales (FIT) se obtuvo por el método colorimétrico descrito
por Zhishen et al. (1999). Se registré la lectura de la absorbancia a 370 nm en un
espectrofotometro (CARY 1-E Varian, USA) y la concentracion de FIT se calculé con
respecto a la curva estandar de hesperidina (50 a 200 mg mL™1). Los resultados se expresaron

en miligramos de hesperidina por gramo MS de PN.

Oxidacidn de lipidos en carne

La oxidacion de lipidos se evalu6 mediante la medicion de sustancias reactivas al &cido 2
tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al método descrito por Siu y Draper (1978), y se
evaluaron alos 1, 7, 14 y 21 d. Muestras de carne de 2.5 g se homogeneizaron con 12.5 mL
de agua destilada, durante la homogenizacion, las muestras se colocaron en un bafio maria,
posteriormente, se adicionaron 12.5 mL de acido tricloroacético para precipitar las proteinas
y se agito en vortex. Los homogenizados se filtraron (papel de filtro Whatman No. 1) y del
filtrado se tomaron 4 mL, se colocaron en tubos de vidrio Pyrex y se mezclaron con 1 mL de
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acido tiobarbitdrico, posteriormente se incubaron en bafio maria a 80 °C durante 90 min, y
finalmente se leyd la absorbancia de cada muestra a 532 nm en un espectrofotémetro (CARY
1-E Varian, USA). El ensayo se calibré con una solucién de concentracion conocida de TEP
(1, 1, 3, 3, -tetraethoxypropane). Los resultados se expresaron como miligramos de

malonaldehido (MDA) por kilogramo de carne.

Anélisis estadistico

Los datos se analizaron con un disefio completamente al azar mediante el procedimientos
PROC GLM de SAS (2013) utilizando como covariable el peso vivo inicial para las variables
consumo de materia seca (CMS), ganancia diaria de peso (GDP) y conversién alimenticia
(CA). La comparacion de medias se realizé mediante la prueba de Tukey (Steel et al, 1997).

Resultados y discusion

Variables productivas

El reemplazo parcial de maiz por inclusion de contenidos crecientes de pulpa de naranja (PN)
en la dieta de corderos no afecté (P>0.05; Cuadro 2) la ganancia diaria de peso (GDP), el
consumo de MS (CMS) y la conversion alimenticia (CA) entre los tratamientos evaluados,
observandose valores promedio de GDP de 265 g d*. Los resultados en el presente estudio
son superiores 265 g d*a los reportados en la literatura, donde se mencionan GDP entre 210
y 222 g d* al incluir contenidos de 23 a 68 % de PN en la dieta (Rodriguez et al., 2008;
Polizel et al., 2016). En contraste, Caparra et al. (2007) y Lanza et al. (2015) reportaron GDP
inferiores a las del presente estudio, con valores de 178 y 177 g d* al incluir entre 24 y 45%
de PND en la dieta de corderos. Los resultados de este estudio demuestran la factibilidad de
sustituir maiz por PN hasta 39 % en la dieta de corderos en finalizacién, sin afectar las

variables productivas. No obstante, la respuesta productiva de corderos se afecta
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negativamente con contenidos de 66 % PN en la dieta, porque se afecta la absorcion de Ca,
Py Mg y genara trastornos metabdlicos cuando utiliza de forma prolongada (Bueno et al.,
2002). Por lo anterior, el uso de contedos moderados de la PND (39 %, T4) puede tener una
aplicacion valiosa en la alimentacion de rumiantes, como alternativa para reducir el uso de
cereales, los cuales constituyen el ingrediente principal y méas costoso de la dieta en sistemas
intensivos (Olivera et al., 2017).

Cuadro 2. Comportamiento productivo de corderos alimentados con contenidos

crecientes de pulpa de naranja en la dieta

Variables T1 T2 T3 T4 EEM*
Peso inicial, kg 25.62 26.26 25.39 25.79 3.87
Peso final, kg 40.79 42.89 40.91 42.33 3.57
GDP, gd* 252 277 258 275 0.059
CMS, gd* 1330 1320 1250 1260 0.123
CA 5.38 4.87 5.03 4.66 0.630

T1, T2, T3y T4 con 0, 13, 26 y 39% de PND, respectivamente. GDP= Ganancia diaria de
peso; CMS= Consumo de materia seca; CA= Conversion alimenticia; EEM*= Error estandar

de la media; *® ¢Valores con distinta literal en hilera indican diferencias (P<0.05).

Fenoles y flavonoides totales en carne

La concentracién de fenoles totales (FeT) en carne fue mayor (P<0.05; Cuadro 4) enel T3y
T4 en los periodos 1, 7 y 14 d, observandose que a los 21 ya no existio diferencia (P<0.05)
entre tratamientos para esta variable. La concentracion de flavonoides totales (FIT), mostr6
su maxima concentracion en carne de corderos del grupo T3y T4 los dias 7, 14 y 21, en de

forma general, las méximas concentraciones de Fet y FIT observadas en carne de corderos
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del T3y T4 se relacionaron con contenidos de inclusion més altos de pulpa de naranja en la

dieta.

Cuadro 3. Fenoles y flavonoides totales en la carne de corderos alimentados con

contenidos crecientes de pulpa de naranja durante la vida de anaquel

Tratamientos

Periodo , d T1 T2 T3 T4 EEM*
Fenoles totales ~ —---mm-mmmmmee- mg AG gt MS----mm-mmeeee-

1 0.72° 0.74° 0.75h? 0.80? 0.012
7 0.67° 0.70P 0.81b2 1.002 0.061
14 0.77¢ 0.84b¢ 0.98ba 1.03? 0.033
21 1.30 1.31 1.36 1.39 0.028
Flavonoides =~ -----m-nmmmmmmm- mg Hes g* MS ----mmmmmemme-

1 0.93 1.04 1.06 1.08 0.036
7 1.18° 1.25° 1.522 1.602 0.028
14 0.95¢ 1.42° 1.762 1.872 0.029
21 1.96° 3.08° 4.00? 4.05? 0.077

T1, T2, T3y T4 con 0, 13, 26 y 39% de PN, respectivamente. AG= Acido galico; Hes=
Hesperidina; ® ¢ Valores con distinta literal en hilera indican diferencias (P<0.05).

Los resultados de este estudio demuestran el aumento en la biodisponibilidad de Fet y FIT
de la pulpa de naranja (PN) en funcién del incremento en la inclusién de ésta en la dieta de
corderos. Estudios anteriores sefialan la capacidad de los flavonoides para atravesar las
membranas microsomales del higado (Van Acker et al., 2000) y de esta manera los grupos

hidroxido fendlicos actian como donantes de hidrégeno a los radicales peréxidos, producidos
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en la oxidacion de lipidos, retardando asi la formacion de perdxido hidroxilo, lo cual actdan
eliminando radicales libres en los sistemas in vivo en defensa de antioxidantes como la
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa (Yanishlieva-Maslarova, 2001). Asi mismo,
adicionar pulpa de naranja en la dieta del animal o directamente en la carne, es una estrategia
simple y conveniente para introducir de manera uniforme antioxidantes naturales en los
fosfolipidos de las membranas, donde puede inhibir eficazmente reacciones oxidativas en sus
sitios localizados (Lauridsen et al., 1997). Los resultados del presente estudio, destacan la
importancia del aporte a nivel de tejido de compuestos bioactivos con potencial de ejercer el
efecto antioxidante, en aquellos corderos que recibieron los contenidos mas altos de PN en

la dieta (T3 y T4).

Algunos de los compuestos fenolicos presentes en los citricos han demostrado ser
biodisponible en rumiantes; asi lo demostraron Gladine et al. (2007) después de administrar
un extracto de citricos en la dieta de ovejas y detectar naringenina en plasma y fue capaz de
aumentar su resistencia a la peroxidacion de lipidos. Por lo tanto, nuestros resultados estan
de acuerdo a diversos estudios que informaron un aporte mayor de compuestos bioactivos
para mejora de estabilidad oxidativa de la carne en respuesta a la administracion de las dietas

con PN al contener FeT y FIT (Gravador et al., 2014; Inserra et al., 2014).

Oxidacion de lipidos en carne

La oxidacion de lipidos, expresada como la concentracidon de malondialdehido, fue superior
(P<0.05; Cuadro 3) en la carne de corderos del grupo T1 y T2, donde se incluyeron los
contenidos méas bajos de PN (0 y 13 % para T1 y T2, respectivamente) durante la vida de
anaquel evaluda; por el contrario, la carne de corderos que recibieron los contenidos mas

altos de PN en la dieta (T3 y T4) presentaron los indices mas bajos (P<0.05) de oxidacion de
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lipidos en los periodos evaluados e indica que la incorporacion de la pulpa de naranja en las
dietas en los de cordero T3 y T4 retraso la oxidacion de lipidos desde el dia 1 y hasta los 21

dias en anaquel.

Cuadro 4. Oxidacion de lipidos en carne de corderos alimentados con contenidos

crecientes de pulpa de naranja durante la vida de anaquel

Tratamientos

Dia T1 T2 T3 T4 EEM*

---------- mg MDA Kg*MS  -----------

1 1.522 0.840° 0.585¢ 0.452¢ 0.031
7 4.112 3.90? 1.65° 1.00° 0.390
14 5.362 4.90? 3.26° 2.26P 0.356
21 7.102 5.722 3.48° 2.99P 0.432

T1, T2, T3y T4 con 0, 13, 26 y 39% de PN, respectivamente. MDA= Malondialdehido
EEM*= Error estandar de la media. ; * ® ¢ Valores con distinta literal indican diferencias
(P<0.05).

El deterioro oxidativo de la carne inicia en la fraccion de los acidos grasos insaturados
presentes en los fosfolipidos de la membrana, lo que lleva a la produccion de hidroperoxidos
susceptibles a la oxidacion de productos de reacciones secundarias como son aldehidos de
cadena corta, cetonas y otros compuestos oxigenados que pueden causar rancidez y
limitacién de la vida uatil de la carne (Kanner, 1994) y es aqui donde los compuestos
bioactivos de la PN actian eliminando radicales libres y reduciendo la oxidacion
(Yanishlieva-Maslarova, 2001) como ocurrié en la carne de los corderos en el grupo T3y

T4.
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En este sentido, la oxidacion lipidica depende del equilibrio de los componentes quimicos
presentes, oligoelementos quelantes de hierro o antioxidantes (Ponnampalam et al., 2017).
En este entendido, el mecanismo principal de los Fet y FIT de la PN es la neutralizacion de
radicales libres para reducir el deterioro de la calidad en alimentos y especialmente en los
productos cérnicos (Kanner, 1994) y resulta congruente con los resultados de este estudio al
observarse mayor actividad antioxidante al incrementar los niveles de PND en la dieta; no
obstante, esta capacidad antioxidante se vio disminuida con el tiempo, al detectarse que del
dia 1 al 21, la concentracion de malondialdehido se fue incrementando ain en los

tratamientos que incluyeron los contenidos mas altos de PN en la dieta (T3 'y T4).

Niveles de 4.2 a 7.5 mg MDA kg™* MS en musculo se han relacionado con carnes rancias
(Berruga et al., 2005) y congruente con esto, la carne de corderos de los grupos T1y T2, ya
presentaban oxidacion desde el dia 7; sin embargo, los valores de MAD observados en el T3
y T4 a los 21 dias muestran ausencia de rancidez en las carnes de corderos suplementados
con los niveles més altos de PN y resulta congruente con lo reportado por Inserra et al. (2014),
quienes determinaron en promedio 0.64 mg MDA kg al incluir 24 y 35 % PN a 6 dias de
anaquel. Resulta de importancia destacar que una mayor ingesta de antioxidantes naturales
en la dieta contribuira a una mayor biodisponibilidad de compuestos bioactivos en el musculo
y ejercera mejoras al evitar el deterioro oxidativo de la carne (Descalzo y Sancho, 2008;

Gravador et al., 2014).
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Conclusiones

Se concluye que los contenidos de inclusion de pulpa de naranja en la dieta de corderos
evaluados en este estudio favorecen la sustitucion de maiz sin afectar las respuesta productiva
de los corderos; ademas, el nivel de inclusion de 39 % de pulpa de naranja en la dieta mejoro
el aporte de fenoles y flavonoides en el tejido muscular para reducir la oxidacién de lipidos

en carne durante la vida de anaquel.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los resultados de este estudio se concluye que el nivel de inclusion de 20 y 52
% de PND propicio las mejores condiciones de fermentacion ruminal in vitro e in situ
respectivamente, asociandose a la mayor degradacién de la MS. La inclusion de 52.5 % de
PND favorece el mejor aporte de fenoles y flavonoides totales en duodeno, bioaccesibles

para ejercer efecto antioxidantes.

La inclusién de niveles de pulpa de naranja en la dieta de corderos evaluados en este estudio
favorecen el reemplazo de maiz sin afectar las respuesta productiva del animal; ademas, el
nivel de inclusion de 39 % de pulpa de naranja en la dieta mejoré el aporte de fenoles y
flavonoides a nivel de tejido muscular para reducir la oxidacion de lipidos en carne durante

la vida de anaquel.
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