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Resumen general

Se determind el estado oxidativo de ovinos en diferentes etapas de produccién y el uso de la
pulpa de café como una fuente de antioxidantes. Se realizaron cinco experimentos. En el primer
experimento, la pulpa de café fue ensilada. El ensilaje incrementé la PC, FDN, FDA vy lignina.
La cafeina disminuyé de 0.57 a 0.50 %. Se detectd &cido gélico, clorogénico y cafeico, este
altimo disminuyé con el ensilaje, aunque la capacidad antioxidante no se modificd. En el
segundo experimento 34 ovinos cruzas de Blackbelly fueron distribuidos en tres tratamientos,
TO: tratamiento testigo (n=11); T1: tratamiento con 8 % de pulpa de café en la dieta (n=12) y
T2: tratamiento con 16 % de pulpa de café en la dieta (n=11). Se utilizd un disefio
completamente al azar, para el caso de las variables productivas se considero el peso inicial de
los ovinos como covariable. La pulpa de café no afecté la ganancia diaria de peso, consumo
alimenticio y conversion alimenticia, aunque el consumo de agua, &cido acético y butirico y
AGVs totales se incrementaron (P<0.05) al incluir 16 % de pulpa de café. La capacidad
antioxidante no se modificé por la inclusién de pulpa de café, aunque si redujo la oxidacién
lipidica. En el tercer experimento 5 ovinos de cada tratamiento del experimento 2 fueron
sacrificados. Se encontré que la inclusion de 16 % de pulpa de café en la dieta incremento el
rendimiento de canal y disminuyd la grasa del rumen e intestinos. La composicion quimica,
capacidad antioxidante y oxidacion lipidica de la carne no se vio modificada por la inclusion de

pulpa de café en la dieta. En el cuarto experimento, 30 ovejas cruzas de Dorset y Suffolk de



diferentes partos (1, 2 y >4 partos) fueron muestreadas en diferentes etapas fisiologicas: cuando
estaban no gestantes, al primer, segundo, tercero y cuarto mes y al dia 143 de gestacion, asi
como en el dia 5 y al mes de lactancia. Se midi6 la capacidad antioxidante, oxidacion lipidica,
glutation peroxidasa y acido ascorbico. La capacidad antioxidante tuvo dos caidas, en el segundo
mes de gestacion y en el dia 5 de lactancia, en estos mismos tiempos se incremento la actividad
de la enzima glutation peroxidasa. La oxidacion lipidica disminuy6 al incrementarse el nimero
de partos. El acido ascorbico disminuyo en la lactancia y gestacion, con los valores méas bajos en
el tercer mes de gestacion. En el quinto experimento 40 ovejas fueron distribuidas a dos
tratamientos, TO: (n=21) suplementacion con 450 g de alimento y T1: (n=19) suplementacion
con 450 g de alimento con 25 % de pulpa de café. Se suplementd 14 dias antes de insertar el
progestdgeno y hasta 25 dias después del empadre. Se muestred a diferentes tiempos de la
sincronizacion y del inicio de la gestacion para determinar el estado oxidativo y la
concentracion de progesterona. La pulpa de café no afectd el porcentaje de presentacion de
estros, inicio de estros, prolificidad y concentracion de progesterona, pero disminuyé la
fertilidad. Previo a la insercion del progestadgeno, las borregas del T1 tuvieron una mayor
capacidad antioxidante. Se concluye que la pulpa de café puede ser utilizada ensilada o sin
ensilar debido a que su capacidad antioxidante no se ve modificada, y utilizada al 16 % de la
dieta sin afectar las caracteristicas productivas y logrando incrementar el rendimiento en canal.
La capacidad antioxidante presenta cambios durante la gestacion y lactancia por lo que es
necesaria la suplementacion con antioxidantes; sin embargo, no es recomendable la
suplementacion con pulpa de café antes del empadre y el inicio de la gestacion debido a que

disminuye la fertilidad.
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I. INTRODUCCION GENERAL

El grano de café es uno de los principales productos de exportacion de México. Es el producto
perenne con mas superficie sembrada después de los pastos cultivados, con un total de 718,126
hectéreas plantadas. Ademas, es el que méas unidades de produccion representa con un total de
23.59 % de las unidades totales conformadas por cultivos perennes (INEGI, 2007). Esta
actividad involucra alrededor de medio millon de productores. México se encuentra entre los 10
principales productores de café y el primero en produccién organica basado en el autoempleo, en
su mayoria indigenas de 25 etnias (SAGARPA, 2006). En el 2012 la produccion de café cereza
fue de 1,287,642 toneladas (SAGARPA, 2012). Del total de café cereza 40% corresponde a
pulpa de café, la cual en ocasiones es utilizada para la elaboracion de abono organico y en otras

es desechada sin beneficio alguno, siendo una fuente de contaminacion para afluentes de agua.

La inclusién de la pulpa de café en la alimentacion animal ha sido evaluada en ganancias de
peso, consumo de alimento y conversion alimenticia en diferentes especies animales (Barrueta et
al., 2000; Ferreira et al., 2000; Bautista et al., 2005). A este subproducto se le han encontrado
compuestos como los taninos y la cafeina (Ferreira et al., 2001; Noriega et al., 2009), los cuales
son limitantes en las dietas. Algunos compuestos fenolicos se han encontrado también en la
pulpa de café (Ramirez-Coronel et al., 2004) los cuales han mostrado ser potentes antioxidantes
(Sroka y Cisowski, 2003). El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la
materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar
dichas sustancias quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento

exagerado de la produccion de especies reactivas de oxigeno (Ames et al., 1993).



Actualmente las engordas animales se basan en la inclusion de granos para aumentar las
ganancias de peso y acortar los tiempos de finalizacion. Sin embargo, se ha visto que dietas con
granos incrementan el estrés oxidativo en los animales (Mercier et al., 2004). Este estrés
oxidativo disminuye los mecanismos de defensa a enfermedades y en animales en engorda se ha
demostrado que la carne proveniente de animales alimentados con granos muestra un mayor

grado de oxidacion (Insani et al., 2008), lo que provoca una menor vida de anaquel.

En vacas lecheras es donde més se han estudiado los estados criticos de estrés oxidativo y sus
consecuencias. El periodo de transicion estd asociado con una rapida diferenciacion del
parénquima, intenso crecimiento de la glandula mamaria y el inicio de la sintesis de produccién
de leche, las cuales son acompafiadas por una alta demanda de energia y un incremento en los

requerimientos de oxigeno (Gitto et al., 2002).

En cabras, se ha demostrado que existe un incremento de estrés oxidativo al utilizar
progestagenos para la sincronizacion de celos. También se ha visto que la inyeccion de 200 mg
de vitamina E (la cual es un potente antioxidante) al momento del retiro del progestageno y a la
segunda inseminacion logran disminuir el estrés oxidativo, incrementando con esto el nimero de
partos maltiples y la prolificidad (Sonmez et al., 2009). Sin embargo, no existen antecedentes
que indiquen si la inclusion permanente de antioxidantes en la dieta antes de la sincronizacion y
hasta la implantacion, pudiera lograr contrarrestar el aumento en el estrés oxidativo de los
animales durante el tiempo que permanecen con el progestageno y si pudiera existir una mejora

en las variables reproductivas.

En ovejas, pocas evidencias cientificas existen acerca del estado oxidativo y la suplementacion

de antioxidantes naturales como la pulpa de café, en diferentes etapas fisiologicas de los



animales como en la engorda, evaluacién de la canal, gestacién, lactancia y durante la

sincronizacion de estros, por lo que los objetivos de estudio fueron:

- Determinar los antioxidantes y composicion quimica de la pulpa de café ensilada y sin

ensilar.

- Evaluar las variables productivas, de fermentacion ruminal y estado oxidativo en ovinos
alimentados con pulpa de café en la dieta durante la engorda; asi como su efecto en las
caracteristicas quimicas y de la canal, y en la vida de anaquel de la carne.

- Determinar el estado oxidativo de ovejas durante la sincronizacion de estros y el inicio
de la gestacion y valorar si la adicién de pulpa de café en la dieta incrementa la
capacidad antioxidante y mejora las variables reproductivas.

- Conocer el estado oxidativo durante la gestacién y lactancia en ovejas de distinto nimero

de partos.



1.1 Revision de literatura

1.1.1 Ovinocultura en México

Debido a la diversidad de climas, situacion econdmica de los productores y tenencia de la tierra,
la explotacion de ovinos en México es variable; donde razas de pelo son criadas en climas
tropicales y razas de lana en climas templados. El tipo de tenencia de la tierra en México es
ejidal, comunal y propiedad privada, por lo que existen tres tipos de explotacion: el de
subsistencia donde predomina la mano de obra familiar, la produccion es para autoconsumo y se
dan ventas ocasionales; el sistema de explotacién comercial, donde se produce ovinos para
abasto y pie de cria y se usa mano de obra externa; y el de transicion que es considerado como
intermediario entre las unidades de produccién de subsistencia y el comercial (Pérez et al.,
2011).

El inventario ovino en México se ha incrementado considerablemente en la ultima década,
pasando de 6,819,771 ovinos en 2003 a 8,405,902 en el 2012. El estado de México es el
principal productor con 1,326,982, seguido por Hidalgo con 1,162,556, Veracruz con 664,258 y
Oaxaca con 527,369 ovinos (SIAP, 2014). De 1999 a 2009 la produccién de carne pasé de
31,000 a 59,000 toneladas, parte de esta mayor produccién se ha debido a la tecnificacion en la
explotacion de pie de cria y engordas (SIAP, 2014). A pesar de eso existe un incremento de
5.9% en la demanda anual, por lo que mas del 50% de la demanda se cubre con importaciones
(SAGARPA, 2014). La produccion de carne de ovinos en México no logra abastecer la demanda
nacional, por lo que en el 2008 se importaron alrededor de 35,000 toneladas a precios mas bajos

que los del mercado nacional (Martinez et al., 2010).



1.1.2 Cafeticultura en México

La produccion de café en México se concentra en cuatro estados que son: Chiapas, Veracruz,
Puebla y Oaxaca. Ecologicamente la cafeticultura es de gran importancia ya que la mayor parte
de las plantaciones del pais se cultivan bajo sombra, capturando carbono y agua, asi como
ayudando a la conservacion del suelo y la biodiversidad. Socialmente, involucra alrededor de
medio millén de productores (SAGARPA, 2006) y econdbmicamente tiene un gran impacto en el
sector agricola, ya que en el 2013 se exportaron 4.3 millones de sacos de café de 100 libras
(SAGARPA, 2014). Dos de los grandes problemas de la cafeticultura han sido la fluctuacion de
los precios del grano y la variabilidad del clima, lo que repercute en los ingresos y genera
incertidumbre para los productores (Tucker et al., 2010) ocasionando con esto migracion (Nava-
Tablada, 2012) por lo que es necesario ofrecer alternativas que incrementen los ingresos de los

cafeticultores.

1.1.3 Subproductos de la cafeticultura en la alimentacion animal

Una alternativa para incrementar los ingresos de los productores de café es la utilizacion de los
subproductos del procesado de café en la alimentacion de animales, lo que daria un valor extra a
los ingresos de los productores. En el despulpado de café se generan varios subproductos como
la pulpa de café, la cascara de la cereza, cascara del café pergamino y céscara del grano. Todas
ellas contienen grandes cantidades de compuestos antioxidantes, principalmente &cido
clorogénico (Murthy y Naidu, 2012). La pulpa de café contiene cantidades considerables de
minerales: 3.1 % de potasio, 0.46 % de calcio, 0.14 % de magnesio, 0.013 % de fosforo
(Figueroa y Mendoza, 2010), por lo cual ha sido utilizada en la alimentacion animal y para la

elaboracion de abono organico. Se han encontrado gran cantidad de compuestos fendlicos



(Arellano-Gonzalez et al., 2011). Estos acidos fendlicos le confieren el sabor y el aroma, el cual
va a depender de factores genéticos, el grado de madurez y practicas de manejo (Fara y Marino,
2006), por lo que la pulpa de café es un subproducto con capacidad antioxidante (Arellano-
Gonzalez et al., 2011) que puede ser incluido en las dietas de animales (Noriega et al. 2009).
Ademas de los compuestos antioxidantes la pulpa de café contiene 0.87 % de cafeina (Ferreira et
al., 2001), la cual ocasiona algunos efectos adversos por ser diurética (Stookey, 1999) e
incrementa la excrecion de nitrégeno a porcentajes elevados de inclusion. Diferentes métodos se
han utilizado para reducir la cafeina, fenoles y taninos por considerarlos indeseables, entre ellos
esta el ensilado con melaza, descomposicion aerdbica e inoculacion bacteriana (Ulloa et al.,
2003). Sin embargo, su uso incrementa los costos de produccion aun cuando se ha encontrado
que estos compuestos pudieran ejercer un efecto benéfico en el animal.

En dietas para novillos con 60:40 de forraje-concentrado con inclusién de 30 % de céscara de
café en el concentrado no se afecta la ganancia de peso, y se mejora considerablemente la
relacion beneficio-costo (Ferreira et al., 1997). En ovinos, la cascara de café en concentraciones
del 10 % no afecta el consumo y la digestibilidad total de nutrientes (Lima de Souza et al.,
2004). En vacas lecheras la produccion de leche, el contenido de grasa, proteina y solidos totales
no se ven afectados por la inclusién de 10.5 % de cascara de café (Lima de Souza et al., 2005).
En cerdos en crecimiento la inclusion de hasta 20 % de pulpa de café ensilada no afecta la
ganancia de peso y la eficiencia alimenticia, pero si el consumo de alimento, siendo la inclusion
méaxima en la cual no se afecta esta variable del 15 %; mientras que en la fase de engorda se
puede incluir hasta el 20 % sin afectar la ganancia de peso, consumo de alimento y eficiencia
alimenticia (Barrueta et al., 2000). En aves se ha reportado que la inclusion de pulpa de café por
arriba del 5% ocasiona efectos adversos en los valores de digestibilidad verdadera de la materia

seca, nitrégeno y energia metabolizable verdadera (Acosta et al., 1997); mientras que en
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alevines se ha comprobado que la inclusion de 18 % de pulpa de café ensilada o sin ensilar no
afecta los parametros productivos y reduce los costos de produccion (Bautista et al., 2005). Una
de las limitantes en su inclusion es que incrementa el nitrdgeno en heces y orina, por lo que el
porcentaje de nitrogeno retenido es menor (Monteiro et al., 2007). Sin embargo, tiene efectos
benéficos ya que se ha encontrado que la cafeina disminuye la grasa e incrementa la cantidad de
proteina en la carne (Poornahavandi v Zamiri 2008). Ademas se ha demostrado que los acidos
fendlicos se caracterizan por atrapar radicales libres y actuar como antioxidantes (Ohnishi et al.,

1994; Glcin, 2006; Kim et al., 2008).

1.1.4 Radicales libres

Un radical libre es un compuesto que posee uno o mas electrones desapareados, por lo que
interactla con otras moléculas para permanecer estable en su configuracién electrénica; cuando
las moléculas ceden electrones se denomina oxidacion y cuando los acepta reduccién. Sin
embargo, también existen otros compuestos oxidantes como el peréxido de hidrdgeno, &cido
hipocloroso e hidroperoxidos que no son radicales libres (Chihuailaf et al., 2002), por lo que a
todos estos radicales que se producen bajo condiciones basales en el metabolismo aerébico se
les denomina especies reactivas al oxigeno (ROS).

Estas sustancias son producidas durante los pasos intermediarios de reduccion del oxigeno, entre
ellos se encuentran el anion radical superdxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo
(Guérin et al., 2001). El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia
viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar
dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado

de la produccion de ROS (Ames et al., 1993), por lo que podemos decir que el oxigeno es un



elemento necesario, aunque también es considerado como un elemento oxidante. El organismo
tiene diversos mecanismos para contrarrestar la produccion de ROS, entre ellos se pueden

mencionar a los antioxidantes enzimaticos y los no enzimaticos.

1.1.5 Antioxidantes no enzimaticos y enziméticos

Los antioxidantes son moléculas capaces de prevenir o inhibir la oxidacién de sustratos, estos se
clasifican en dos grandes grupos: no enzimaticos, los cuales son adquiridos a través de la dieta o
sintetizados en el organismo y los enzimaticos, que son moléculas con actividad catalitica

producidos de manera enddgena por el animal.

1.1.6 Vitaminas con propiedades antioxidantes

Entre los antioxidantes no enzimaticos, los mas utilizados y evaluados en la produccion animal

son las vitamina A, Ey C.

1.1.6.1 Vitamina E

La vitamina E o o-tocoferol, ha sido la vitamina y el antioxidante més estudiado en la
produccion animal. Es una vitamina liposoluble, la cual reacciona con los lipidos de las
membranas. Suplementada en animales antes del parto ha demostrado reducir la concentracion
de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico) en células sanguineas y con ello ayuda a
disminuir la incidencia de retencion de membranas fetales (Brzezinska-Slebodzinsk et al.,
1994). En ovejas al inyectar intramuscularmente 15 dias antes de inseminar y cada 30 dias
durante la gestacion 8 mg/kg de peso vivo de B caroteno, 200,000 Ul de vitamina A, 0 una
combinacion de 4 mg/kg de P caroteno + 10,000 Ul de vitamina E, se encontrd un incremento en

la glutation peroxidasa en eritrocitos de corderos después del nacimiento, lo que demuestra que



esto proporciona una transferencia de sustancias protectoras de las ovejas a los corderos para
que puedan estimular el sistema antioxidante de defensa y también la supervivencia y las altas
tasas de crecimiento de los corderos (Kamiloglu et al., 2006). Ademas, los corderos nacidos de
las ovejas alimentadas con vitamina E durante la gestacion, son mas pesados al nacer, existiendo
transferencia placentaria de vitamina E a los tejidos de los corderos (Capper et al., 2005). Por lo
que la concentracion de la vitamina E del cordero recién nacido y lactante puede ser manipulada

al adicionar vitamina E en la oveja durante el embarazo y la lactancia (Capper et al., 2005).

1.1.6.2 Vitamina A

El B-caroteno el cual es un precursor de la vitamina A y en conjunto con el tocoferol mejora la
calidad de embriones en vacas superovuladas (Sales et al., 2008). Junto con las vitaminas C y
E, se clasifican como antioxidantes interruptores, porque actdan interrumpiendo la reaccion en
cadena de formacién de radicales libres, atrapandolos y reduciéndolos. En vacas superovuladas
la administracion de dos inyecciones de B-caroteno junto con tocoferol al inicio y en el dia 5 de

la sincronizacidn de estros mejora la calidad de embriones (Sales et al., 2008).

1.1.6.3 Vitamina C

El 4cido ascorbico o cominmente denominado vitamina C se obtiene a partir de la D-glucosa, L-
xilosa o L-sorbosa (Melo v Cuamatzi, 2006), es sintetizado en el higado de la mayoria de los
animales entre ellos los rumiantes. Es un compuesto eficaz en atrapar radicales libres como el
peréxido de hidrégeno (Yen et al., 2002), ademas de su funcion directa como antioxidante,
también indirectamente lo hace a través de la regeneracion via no enzimatica de la vitamina E
(Pita, 1997). La suplementacion via oral de vitamina C incrementa la concentracion de acido

ascorbico en plasma de vacas lecheras, por lo que la digestiébn en rumiantes no inhibe sus



propiedades (Hidiroglou, 1999). En mujeres con fase lutea defectuosa se ha visto que esta
vitamina incrementa la concentracion de progesterona, mejorando con ello la tasa de gestacion

(Henmi et al., 2003).

1.1.6.4 Compuestos fendlicos

Son compuestos antioxidantes producto del metabolismo secundario de plantas, los cuales son
encontrados en una gran variedad de frutas y vegetales (Soong vy Barlow, 2006; Li et al., 2008).
Son clasificados como antioxidantes no enzimaticos, hidrofobicos y se ubican en el citosol,
matriz mitocondrial y nuclear asi como en fluidos extracelulares (Chihuailaf et al., 2002). La
eficacia de los polifenoles como antioxidante es diversa y depende de varios factores como el
namero de grupos hidroxilo unidos al anillo aromaético, el sitio de union y la posicion mutua de
hidroxilos en el anillo aromatico. Por ejemplo, el 3,4,5-trihidroxibenzoico (acido géalico) y el
1,2,3-trihidroxibenceno (acido pirogalol), los cuales tienen tres grupos hidroxilos unidos al
anillo aromatico en la posicion ortho tienen una mayor actividad antioxidante que el 3,4-
dihidroxicinamico (&cido cafeico), el cual tiene 2 grupos hidroxilos unidos a un anillo aromatico
en la posicion ortho, mientras que el 3-hidroxibenzoico, el 4-hidroxifenilacético y el 2-
hidroxibenzoico (acido salicilico), tienen un solo grupo hidroxilo y presentan una menor

actividad antioxidante (Sroka y Cisowski, 2003).

Los acidos hidroxinamicos son compuestos fendlicos encontrados en una gran cantidad de
plantas. En el café el mas abundante es el acido clorogénico y el &cido cafeico los cuales son
absorbidos en el intestino delgado en humanos (Olthof et al., 2001). Algunas plantas con
compuestos fenolicos como Verbenaceae (Lippia spp.) ayudan a reducir la lipoperoxidacion y

ROS y a incrementar la vitamina A y E en ovejas posparto. Debido a la fermentacion ruminal se
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pudiera pensar que las propiedades antioxidantes de plantas con polifenoles pudieran perder sus
propiedades; sin embargo, Gladine et al. (2007) al evaluar las propiedades antioxidantes de 4
plantas ricas en polifenoles, encontraron que el proceso digestivo en rumiantes no inhibe las
propiedades antioxidantes de dichas plantas, observando que 15 horas después del suministro de

las plantas la capacidad antioxidante en plasma sanguineo empieza a elevarse.

1.1.7 Antioxidantes enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos se encuentran dentro del organismo animal y su funcion es
proteger y prevenir a las células de ROS producidos durante el metabolismo. Los tres principales
antioxidantes enzimaticos son la superdxido dismutasa que cataliza el anion superdéxido a
peroxido de hidrégeno; la catalasa que es una enzima tretramérica que convierte el peroxido de
hidrégeno en agua, la cual se localiza en los peroxisomas, y la glutation peroxidasa que ayuda a
la eliminacion del peréxido de hidrégeno, que a diferencia de la catalasa que usa el peroxido de
hidrégeno como dador de electrones utiliza el glutation reducido; se encuentra en el citosol y en
las mitocondrias (Montero, 1996).

Al-Gubory (2004) al estudiar la actividad de superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GPX), glutatién reductasa (GSR) y glutation transferasa en cuerpos lUteos de borregas
obtenidos en los dias 15, 40, 60, 80 y 128 de prefiez en borregas, encontraron que SOD1, GPX y
GSR se incrementaron del dia 15 a 40 y después de esto permanecieron sin cambios. Estos
cambios posiblemente ayuden a contrarrestar el efecto de ROS durante la gestacion, ya que se ha
visto que ROS son producidos durante la reaccion enzimatica principalmente por la familia
citocromo P-450 y por el sistema respiratorio de la mitocondria, y son considerados como
subproductos de sintesis de esteroides en el cuerpo luteo. En células luteas de ratas el H,O; es un

potente oxidante que ha demostrado inhibir la esteroidogénesis por bloqueo de LH y transporte
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de colesterol dentro de la mitocondria. La GSR, SOD varian acorde al tamafio del foliculo y
estado del ciclo estral, por lo que se sugiere un posible papel de estos antioxidantes enzimaticos
en el desarrollo folicular durante el ciclo estral (E!-Shahat y Kandil, 2012).

Se ha encontrado correlacion de hasta el 97 % para la actividad enzimética de la GPX y la
concentracion de selenio en plasma (Ceballos et al., 1999). La actividad GPX, SOD y catalasa
disminuye en tejidos glandulares del endometrio de borregas ovarioctomizadas tratadas con
estrogenos (Al-Gubory et al., 2008). Erisir (2009) Encontré que la concentracion de glutation,
glutation peroxidasa y catalasa varian con los meses de gestacion, lo cual se puede deber a los
diferentes cambios que se presentan durante la prefiez y a los diferentes mecanismos enzimaticos
de defensa por parte del organismo de las ovejas. Se ha visto que la glutation peroxidasa es

mayor en carne de corderos pastoreados en praderas ricas en leguminosas (Petron et al., 2007).

1.1.8 Estado oxidativo en animales de granja

1.1.8.1 En la reproduccién

Uno de los factores que afecta el estado oxidativo en la reproduccion es la condicion corporal,
ya que se ha visto que vacas con alta condicion corporal al parto son mas sensibles al estrés
oxidativo (Bernabucci et al., 2005). En cabras se ha demostrado que existe un incremento de
estrés oxidativo al utilizar progestdgenos para la sincronizacion de celos, también se ha
reportado que la inyeccién de 200 mg de vitamina E al momento del retiro del progestageno y a
la segunda inseminacion logran disminuir el estrés oxidativo e incrementar el nimero de partos
multiples y la prolificidad (Sonmez et al., 2009). Los productos de oxidacion, los cuales son
marcadores de la oxidacion de proteinas, son mayores en plasma sanguineo de borregas que
tienen mortalidades embrionarias (Celi et al., 2012). El estrés oxidativo estd relacionado con

desordenes como retencion placentaria (Kankofer, 2002), esto ocasiona que durante éste
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desorden exista alta demanda de antioxidantes y la capacidad antioxidante disminuya (Kankofer
et al., 2010), por lo que una dieta sin los antioxidantes necesarios puede incrementar el estrés
oxidativo y la retencion de membranas fetales en vacas lecheras (Brzezinska-Slebodzinsk,
1994). A pesar de los problemas fisioldgicos que ocasiona la produccion de ROS, también se ha
demostrado que estos son esenciales para que se lleve a cabo la ovulacion, por ejemplo,
Shkolnik et al. (2011) en ratones demostraron que los antioxidantes como el hidroxibutilanisol
inhibe la expansion del cumulus, el cual es indispensable para que se libere el ovocito, por lo que

también encontraron que el nimero de ovocitos ovulados fue menor.

1.1.8.2 Gestacidn y lactancia

Al medir los cambios enziméticos en placentomas de ovejas durante los primeros 80 dias de
gestacion se ha encontrado que la glutation peroxidasa aumenta al incrementarse el tiempo de
gestacion (Garrel et al., 2010).

La suplementacién con grasas en ganado lechero se utiliza para suplir las necesidades
energéticas; sin embargo, cuando se suplementa con grasa oxidada se tiene reduccion en el
consumo de alimento y disminucion de la capacidad antioxidante, para contrarrestar, esto la
adicién de antioxidantes incrementa el consumo de materia seca y la grasa de la leche, asi como
incrementa la capacidad antioxidante (\Vazquez-Afon et al., 2008). El incremento en la demanda
de energia durante el periparto estd acompafiado por un incremento en la produccion de especies
reactivas al oxigeno y si el animal no tiene un mecanismo enzimético eficiente o una
suplementacion con antioxidantes puede desencadenar un estado de estrés oxidativo. Turk et al.
(2013) demostraron que los cambios en la movilizacion de lipidos y el estreés oxidativo durante
el periodo de transicion en vacas lecheras es un proceso de adaptacion al déficit de energia.

Durante la lactancia en borregas se incrementan los ROS (Piccion et al., 2012).
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1.1.8.3 Engordas animales

Existen pocos estudios acerca de la influencia del tipo de engorda de los animales y la relacion
entre el estado oxidativo y las variables productivas. Sin embargo, se ha determinado a través
del tiempo de almacenamiento, que la carne de corderos engordados con concentrado tienen una
mayor oxidacion lipidica que la carne de corderos alimentados con pasturas (Sante”-Lhoutellier
et al., 2008). En carne de corderos Luciano et al. (2013) demostraron que al incrementarse el
tiempo de engorda con concentrados, la oxidacién de la carne es mayor. Luciano et al. (2009b)
al engordar ovinos con concentrado y con Vicia sativa fresca, encontraron que la oxidacion
lipidica en carne incrementa a través del tiempo; sin embargo, la alimentacion con forraje fresco

retard6 la oxidacion lipidica.

1.1.8.4 Caracteristicas de la canal

Las caracteristicas fisicas y quimicas asi como la vida de anaquel de la carne son de vital
importancia, ya que determinan su aceptacion por el consumidor. Para esto se han empleado
diferentes estrategias, como la suplementacién con antioxidantes como la vitamina E, la cual
retarda la oxidacion de la carne (Macit et al., 2003), ademas de algunos forrajes como la alfalfa
(Ripoll et al., 2013) y taninos (Luciano et al., 2011). En cuanto a los taninos que son un tipo de
polifenoles, se ha encontrado que su suplementacion incrementa la concentracién de polifenoles
en musculo y con ello proporciona una mayor capacidad antioxidante (Luciano et al., 2011),
ademés de incrementar la estabilidad de la coloracion de la carne durante la refrigeracion

(Luciano et al., 2009b).

Las dietas con acidos grasos poliinsaturados incrementan la oxidacion en la carne y reducen la

vida de anaquel; sin embargo, se ha demostrado que aceites esenciales de orégano y romero, los
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cuales tienen compuestos antioxidantes, reducen la oxidacion e incrementan la vida de anaquel,
estos aceites tienen un mayor efecto cuando se combinan. La vitamina E también ha retardado la
oxidacion de carne enriquecida con &cidos grasos omega-3, los cuales tiene gran aceptacion por
el consumidor (Muifio et al., 2012). Un indicador fisico relacionado con el grado de oxidacién
es el color, el cual es el principal atributo para su aceptacion por el consumidor. Estos cambios
en la coloracion se deben a la exposicion prolongada de la carne al oxigeno y la conversion de
mioglobina a metamioglobina, lo que le da a la carne un color marrén-pardo, por lo que la
metamioglobina incrementa con el tiempo de almacenamiento de la carne (Petron et al., 2007).
Una forma de retardar el deterioro de la carne es manteniendo la mioglobina o reduciendo la
metamioglobina; a este respecto Luciano et al. (2009b) reportan que dietas a base de Vicia

sativa reducen la concentracion de metamioglobina.
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1. CAMBIOS EN COMPOSICION, CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA PULPA DE CAFE DURANTE EL
ENSILAJE

2.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la calidad nutritiva, la presencia de compuestos
antioxidantes y la capacidad antioxidante de la pulpa de café antes y después del ensilaje con 5
% de melaza. Se determind materia seca (MS), proteina cruda (PC), cenizas, fibra detergente
acida (FDA), fibra detergente neutra (FDN) y lignina. Se evaluaron los compuestos
antioxidantes presentes en la pulpa de café y la capacidad antioxidante. Se utiliz6 un disefio
completamente al azar, y un anélisis de varianza con ocho repeticiones por tratamiento. En el
ensilado aumentd el porcentaje de PC de 9.86 a 11.16 %, la FDN de 41.46 a 51.95 %, la FDA de
38.39 2 43.93 % y la lignina de 12.29 a 13.36 %. La cafeina disminuy6 de 0.57 a 0.50 %. Se
detectaron tres compuestos antioxidantes, de los cuales el acido cafeico disminuy6 (P<0.05) en
el ensilado (1.64 vs 1.46 %). El acido gélico (0.28 vs 0.25 %) y el acido clorogénico (6.21 vs
5.60 %) no fueron diferentes (P>0.05), al igual que la capacidad antioxidante de la pulpa de café
sin ensilar (215.66 pmol trolox/g MS) y la pulpa de café ensilada (206.59 umol trolox/g MS). A
pesar de que el contenido de &cido cafeico disminuyé debido al proceso de ensilaje, es posible
usar la pulpa de café ensilada o sin ensilar para alimentacion animal por su alta capacidad

antioxidante.

Palabras clave: cafeico, cafeina, clorogénico, ensilado, géalico, trolox.
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2.2 Abstract

The objective of the present study was to determine the nutritive value, the presence of
antioxidant compounds, and the antioxidant capacity of coffee pulp either ensiled or non-
ensiled. Dry matter (DM), crude protein (CP), ash, acid detergent fiber (ADF), neutral detergent
fiber (NDF), and lignin were determined. The antioxidant compounds present in the coffee pulp
and their antioxidant capacity were determined. A completely random design was used. Data
were analyzed by analysis of variance. Ensiling of coffee pulp increased CP content from 98.6 to
111.6 g/kg DM, NDF from 414.6 to 519.5 g/kg DM, ADF from 383.9 to 439.3 g/kg DM, and
lignin from 122.9 to 133.6 g/kg DM. Caffeine decreased from 5.72 to 5.02 mg/g DM. Three
antioxidant compounds were detected. Caffeic acid decreased (P<0.05) due to ensiling (16.49 vs
14.69 mg/g DM). Gallic acid (2.88 vs 2.58 mg/g DM) and chlorogenic acid (62.12 vs 56.00
mg/g DM) did not differ (P>0.05), being also similar the antioxidant capacity of non-ensiled
coffee pulp (215.66 pmol trolox/g DM) and ensiled coffee pulp (206.59 pmol trolox/g DM).
Despite the decrease of caffeic acid content due to the ensiling process, it is possible to use
either ensiled coffee pulp or non-ensiled coffee pulp for animal feeding because of their high

antioxidant capacity.

Key words: caffeic, caffeine, chlorogenic, silage, gallic, trolox.

2.3 Introduccion

El café es una de las bebidas méas consumidas en el mundo. En el despulpado se producen 400 g
de pulpa de café/kg de cereza, la cual es poco utilizada y en ocasiones representa una fuente de

contaminacion de rios y arroyos. Se ha evaluado la ganancia de peso, consumo de alimento y
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eficiencia alimenticia, en cerdos (Barrueta et al., 2000), borregos (Ferreira et al., 2000) y
alevines (Bautista et al., 2005) alimentados con pulpa de café y se ha demostrado que es posible
utilizarla pero limitando su inclusion en la dieta debido a la presencia de algunos factores
antinutricionales como la cafeina y los taninos. Se han utilizado diferentes métodos para reducir
el contenido de cafeina (Mazzafera, 2002; Tagliari et al., 2003; Orozco et al., 2008); sin
embargo, su aplicacion ha sido dificil debido a los grandes volimenes de pulpa que se generan
en el despulpado del grano, ademés de que se incrementan los costos de produccion. Debido a su
alto contenido de humedad y rapida descomposicion, una alternativa para su almacenamiento es
el ensilaje agregando melaza a la pulpa fresca (Ulloa et al., 2003). Por otra parte, las bebidas a
base de café han demostrado que tienen una fuerte actividad antioxidante (Richelle et al., 2001),
esta actividad es debida a la gran cantidad de compuestos fendlicos presentes en el grano (Farah
y Marino, 2006), los cuales se reducen por el tipo de tostado, lo que se debe a la disminucién en
la concentracion de polifenoles (Castillo et al., 2002; Da Silveira et al., 2005). Al igual que el
grano, a la pulpa de café se le han atribuido algunas propiedades antioxidantes (Arellano et al.,
2011) y es posible que algunas practicas de manejo alteren su capacidad antioxidante. Ademas
de la cantidad de nutrientes presentes en la pulpa de café, el conocimiento del perfil de
antioxidantes y de su capacidad antioxidante pudiera ayudar a disminuir el estrés oxidativo en
los animales. Por lo que es necesario determinar si el ensilaje puede afectar sus caracteristicas
quimicas. El objetivo de este trabajo fue determinar la calidad nutritiva, compuestos
antioxidantes y la capacidad antioxidante de la pulpa de café antes y después de ensilarla con 5

% de melaza.
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2.4 Materiales y Métodos

La presente investigacion fue realizada de acuerdo a las normas de ética y bioseguridad del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.

La cereza de café (Coffea arabica) fue cosechada en el municipio de San Juan Lachao, Oaxaca,
México, el cual esta ubicado a 16° 09" N y 97° 07 O a 1000 msnm, con un promedio de
precipitacion de 2200 mm anuales (INEGI, 2011). Esta fue despulpada en himedo dentro de las
12 horas después de cosechada y se dejé reposar por 12 horas para permitir que perdiera el
excedente de agua adquirida durante el despulpado. Posteriormente la pulpa fue mezclada con 5
% de melaza y se ensil6 en 8 tambos de plastico con una capacidad de 200 kg. El tiempo de
fermentacion durd 60 dias. Al término del ensilaje se tomo el pH en la pulpa de café fermentada.
Antes y después del ensilaje se tomaron 3 muestras de 1.50 kg por tambo (parte superior, media
e inferior) mezclandose para obtener una sola muestra por tambo. Estas muestras fueron

divididas en tres submuestras.

La primera submuestra fue deshidratada a 55 °C y utilizada para determinar materia seca (MS),
cenizas, proteina cruda (PC) mediante la técnica de AOAC (1990); fibra detergente neutra

(FDN), fibra detergente acida (FDA) y lignina mediante la técnica de \Van Soest et al. (1991).

La segunda fue utilizada para determinar acidos grasos volatiles y acido lactico. Para esto, 20 g
de material fresco fueron pesados, se les agregaron 20 mL de agua destilada, se licud, se filtro y
se mezcld en una proporcién 4:1 con acido metafosférico al 25 %. La determinacion de acidos
grasos volatiles se realiz6 mediante la técnica de Erwin et al. (1961) y de acido lactico por la

técnica modificada de Taylor (1996).
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La tercera submuestra fue liofilizada a -55 °C durante 5 dias. Se pesé un gramo de muestra
liofilizada, se le agregaron 5 mL de H,O, se agitd por 20 minutos, posteriormente se centrifugo a
5,000 rpm durante 10 minutos y se recogio el sobrenadante. Este extracto acuoso se filtrd a
través de un acrodisco de nylon con 0.45 um de diametro de poro. Posteriormente se inyect6 en
un cromatografo de liquidos marca Agylen Technologies modelo 1100, equipado con un arreglo
de diodos e inyector automéatico marca Agylen Technologies modelo 1200. La columna que se
utiliz6 fue una Nucleosil 100 A, 125 * 4.00 mm de tamafio de particula. Para conocer los
compuestos antioxidantes presentes en la pulpa de café se realizd el andlisis por gradiente
utilizando metanol en A 'y 5% de &cido férmico en H,O en B. La velocidad de flujo fue de 1.50
mL por minuto a una temperatura de 25 °C, inyectando 20 pl de muestra y leyendo a 280 nm.
Diez acidos con propiedades antioxidantes de la marca sigma fueron utilizados para la
construccion de la curva estandar, estos fueron el gélico, clorogénico, siringico, vainillinico, 2-5-

di-hidroxibenzoico, cafeico, p-hidroxibenzoico, 2-3-di-hidroxibenzoico, ferulico y p-coumarico.

Para determinar la cantidad de cafeina presente en la pulpa se realizd un andlisis isocratico
utilizando agua y acetonitrilo grado HPLC en una proporcion 75:25. Se inyectaron 10 ul de la
muestra a una velocidad de flujo de 0.80 mL por minuto, temperatura de 25 °C y lectura a 273

nm. Para la elaboracion de la curva estandar se utilizé como estandar cafeina de la marca Merck.

Para medir la capacidad antioxidante se utilizé la misma submuestra utilizada para detectar los
compuestos antioxidantes y la cafeina. Antes de medir la capacidad antioxidante, un extracto de
la muestra se obtuvo de acuerdo a la técnica descrita por Restrepo et al. (2009) con algunas
adaptaciones. Esta consistié en pesar 0.50 g de pulpa de café, se hizo un lavado con 10 mL de
metanol al 50 % en agua y acidifico con HCI 2N a un pH de 2. Posteriormente se agitd durante 1

h a 37 °C y se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se recolecto el sobrenadante y

26



el precipitado se tratd con una mezcla de 70 % de acetona y 30 % de agua, se agitd y se
centrifugé de igual manera que en la primera dilucién. Este segundo sobrenadante se recolectd y
se mezcl6 con el primero. La capacidad antioxidante se midié usando la técnica FRAP (poder
antioxidante de reduccién férrica) de Benzie y Strain (1999). Con la modificacion a la técnica
que las muestras se incubaron en agitacion por 20 minutos, para posteriormente ser leidas en un
espectrofotometro a 593 nm. Para su interpretacion las curvas patron se realizaron con diferentes
concentraciones de trolox (acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-croman-2-carboxilico), el cual es

un equivalente hidrosoluble de la vitamina E.

Se usé un disefio completamente al azar con dos tratamientos: Pulpa de café sin ensilar y pulpa
de café ensilada, con 8 repeticiones. Las unidades experimentales fueron los tambos. Se utilizé
un andlisis de varianza considerando a los tambos donde fue ensilada la pulpa de café como
bloque. Se utilizé el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System, version 9, 2002). El

modelo usado fue:

Yij=p + ti + Bj + &ij

Donde: Yij= Variable respuesta, p= media general, ti = efecto del i-ésimo tratamiento, pj=efecto

del j-ésimo tambo yeij= error experimental.

2.5 Resultados y discusién

El pH de la pulpa de café después de dos meses de fermentacién fue de 4.16 (Cuadro 2.1). Este
se encuentra cercano a 4, en el cual se inhibe el crecimiento bacteriano (Ryser et al., 1997). Sin
embargo, en cebada se han reportado valores de pH superiores a 4.50 y con valores de acido
lactico y acético altos, lo que indica una buena fermentacion (Hristov y McAllister, 2002). Se

encontré 1.85% de acido acético en el ensilado, sin que se detectara &cido propidnico ni acido
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butirico (Cuadro 2.1). A pesar del alto contenido de humedad en el ensilado, al no detectarse
acido butirico el ensilado de pulpa de café no present6 olor o sabor desagradable, lo que podria
causar rechazo por los animales. Se encontr6 un elevado valor de &cido lactico (4.73 %), mayor
que los reportados para ensilados de maiz y sorgo (Jaurena, 2008). El elevado contenido de
acido lactico indica que habia suficientes carbohidratos solubles en la pulpa de café, la cual tiene
un sabor dulce por la presencia de gran cantidad de azUcares, ademés de que se le adicion6 5%
de melaza, lo que aumento su contenido de carbohidratos solubles. Debido a esto es importante
conocer si la inclusion de melaza es necesaria en el ensilado de este subproducto o si para fines

practicos y econdmicos su uso puede omitirse.

Cuadro 2.1. pH, &cido lactico y concentracion de acidos grasos volatiles en pulpa de café

ensilada por 60 dias con 5 % de melaza

Caracteristica Valor

pH 4.16 £ 0.06
Acido acético (%) 1.854 +1.34
Acido propionico (%) No detectado
Acido butirico (%) No detectado
Acido lactico (%) 4.738 +1.64

La composicién de los nutrientes encontrados en la pulpa de café antes de ensilar y después del
ensilaje (Cuadro 2.2), muestra que la pulpa de café con 5 % de melaza contiene 76.40 % de
humedad. A pesar de tener poca cantidad de materia seca el ensilado no se descompuso ni
presentd malos olores. El porcentaje de cenizas para la pulpa de café no fue diferente (P>0.05)

antes de ensilar ni para la pulpa ensilada. Estos valores de cenizas son superiores a los

28



encontrados por Figueroa y Mendoza (2010) que reportan promedios de 6.6 % y a los
encontrados por Bautista et al. (2005) que reportan 7.4 % para pulpa de café sin fermentar y 6.9
% para la pulpa de café ensilada con 5 % de melaza. El alto valor de cenizas encontrado
posiblemente se deba al método de cosecha manual y al proceso de despulpado, en los cuales se

pudo contaminar con diferentes minerales del suelo.

En lo que se refiere al porcentaje de PC, en el ensilado aumento6 (P<0.05) a 11.16 % comparado
con 9.86 % de la pulpa sin ensilar. Noriega et al. (2009) reportan que el porcentaje de PC
aumento en la pulpa de café al aumentar el tiempo de ensilaje, observando los niveles maximos
de PC a los 120 d de ensilaje. Por el contrario Bautista et al. (2005) no encontraron un aumento
en el porcentaje de PC al evaluar la pulpa de café sin ensilar, ensilada con 5 % de melaza y sin
ningun aditivo. El valor promedio de PC reportado por estos autores fue de 8.5 %. Por su parte
Molina et al. (1990) en pulpa de café sin fermentar determinaron 11.43 % de proteina cruda,
mientras que Figueroa y Mendoza (2010) en pulpa de café variedad Typica sin fermentar
reportaron 11.5% de proteina el cual es similar al encontrado en el presente estudio. Es posible
que las diferencias encontradas entre autores se deban a diferentes factores tales como estado de
madurez, tipo de suelo, variedad o fertilizacién de los cafetos. Los cafetales en los que se
recolectaron las muestras para este trabajo, no son fertilizados y se encuentran bajo sombra en
un sistema de produccién organica. El valor de FDN se increment6 de 41.46 a 51.95 %
(P<0.05), mientras que la FDA aumento de 38.39 % a 43.93 % (P<0.05) al ensilar la pulpa de
café. Estos resultados contrastan con Molina et al. (1990) que reportan que el ensilado
disminuye la FDN de 45.4 a 38.5 % y la FDA de 44.2 a 37.0 %, mientras que Villalba et al.
(2011) reportaron 61.58 % de FDN y 37.21 % de FDA en la pulpa de café ensilada con 5 % de

melaza. Las diferencias entre autores para los valores de FDN, FDA y PC posiblemente se deba
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a factores similares a lo reportado en el ensilado de maiz, en el cual el estado de madurez y la

variedad modifican dichos valores (Vilela et al., 2008).

El porcentaje de lignina se incremento un 1.07% del total de la MS (P<0.05). A medida que la
materia seca se va perdiendo durante el ensilaje, su composicion quimica también cambia, esto
debido principalmente a que existe una pérdida de carbohidratos solubles, que se mezclan
durante la fermentacion con los efluentes, mientras que la fibra se mantiene intacta, por lo que
aumenta su proporcion durante el proceso de fermentacion, y por lo tanto el porcentaje de FDN,
FDA vy lignina puede ser mayor. Pedroso et al. (2005) en cafia de azUcar encontraron que la PC,
FDA, FDN vy lignina, incrementaron su concentracion en la materia seca debido a la gran
pérdida de nutrientes solubles en forma de gases, conversion a agua y en menor grado a
efluentes. En el presente experimento el aumento se pudo deber a que ademés de los azlcares
presentes en la pulpa de café se le adiciond 5% de melaza, los cuales pudieron transformarse a
acido lactico o perderse durante el ensilaje lo que provocd que aumentara la proporcion de PC,

FDA, FDN vy lignina.
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Cuadro 2.2. Composicién de la pulpa de café antes y después de ensilar con 5% melaza (datos

en base seca)

TRATAMIENTOS

Nutriente Pulpa de cafeé sin ensilar (%) Pulpa de café ensilada (%) SEM Valor de P
Humedad (%) 76.40 78.10 0.756 0.234
Cenizas (%) 14.56 14.47 0.520 0.901
PC (%) 9.86" 11.16° 0.168  <0.0001
FDN (%) 41.46° 51.95° 1.017 0.0014
FDA (%) 38.39" 43.93° 0.940 <0.0001
Lignina (%) 12.29° 13.36° 0.302  0.027

a, b: letras distintas a y b en la misma fila indican diferencia (P<0.05).

El ensilado disminuy6 (P<0.05) la cantidad de cafeina de 0.57 % a 0.50 % (Cuadro 2.3). Estos
valores son inferiores a los reportados por Ferreira et al. (2001) que observaron un promedio de
0.87% para pulpa de café deshidratada de tres variedades cultivadas en Brasil. Molina et al.
(1990) al fermentar la pulpa de café con urea y fosfato dicélcico e inocularla con Aspergillus
niger lograron reducir el porcentaje de cafeina de 0.98 a 0.72 %. A pesar de que la cafeina ha
sido mencionada como un factor limitante para la alimentacién animal, se ha logrado la
inclusién de pulpa de café en diferentes niveles en las dietas de los animales ya sea ensilada o
sin ensilar sin que ocasionen problemas (Barrueta et al., 2000, Ferreira et al., 2000 y Bautista et

al., 2005).

En la pulpa de café antes y después de ensilada se encontraron compuestos que han mostrado
capacidad antioxidante (Cuadro 2.3), tales como &cido cafeico (Gulcin, 2006), acido galico (Hun

Kim et al., 2008) y é&cido clorogénico (Ohnishi et al., 1994). El acido cafeico disminuyo su
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concentracion debido al proceso de ensilaje (P<0.05) de 1.64 a 1.46 %. Este acido es un potente

antioxidante el cual es comparado con el alfa tocoferol (Gulcin, 2006).

Tanto en el &cido galico y en el acido clorogénico se observo una disminucion en su
concentracion al ensilar la pulpa de café; sin embargo, estas no fueron significativas (P>0.05).
Molina et al. (1990) reportaron que la fermentacion con Aspergillus niger disminuye la
concentracion de polifenoles, sin especificar de qué tipo. Ademas de la pulpa de café se ha
encontrado acido clorogénico en otros subproductos que envuelven la cereza, el pergamino y el

grano de café (Murthy y Naidu, 2012).

Torres-Mancera et al. (2011) lograron extraer de la pulpa de café, usando métodos de extraccion
enzimatica, 0.52 % de acidos hidroxinamicos de los cuales 58.70 % correspondieron a acido
clorogénico, 37.60 % a &cido cafeico, 2.10% a acido ferdlico y 1.50 % a &cido p-coumarico.
Estos autores destacan la importancia de la extraccion de dichos compuestos ya que presentan
actividades anticarcinogénicas, antiinflamatorias y propiedades antioxidantes. En el presente
trabajo el acido clorogénico represent6 la mayor parte de los antioxidantes, seguido del cafeico,
sin embargo; a diferencia de Torres-Mancera et al. (2011) se logré detectar acido galico a

concentraciones de 0.28 % en pulpa de café sin ensilar y 0.25 % en pulpa de café ensilada.

Arellano Gonzalez et al. (2011) reportaron que la fermentacion de la pulpa de café con
Aspergillus tamarii redujo el contenido total de acidos hidroxinamicos en un 34 %. Sin
embargo; el contenido de acidos hidroxindmicos libres, los cuales no estan ligados a la pared
celular se incrementd en un 134 %. Los autores atribuyen estos cambios a la accion enzimatica
de Aspergillus tamarii en la pared celular, con lo cual explican las propiedades antioxidantes de

la pulpa de café fermentada.
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Cuadro 2.3. Niveles de cafeina, compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante de la pulpa

de café antes y después de ensilar, expresados en base seca

TRATAMIENTOS

Compuesto Pulpa de cafée Pulpa de café SEM Valor de P
sin ensilar ensilada

Cafeina (%) 0.57° 0.50° 0.022 0.038

Acido cafeico (%) 1.64° 1.46° 0.059 0.024

Acido galico (%) 0.28° 0.25° 0.025 0.357

Acido clorogénico 6.21° 5.61° 0.276 0.295

FRAP (umol 215.66 206.59 13.59 0.647

trolox/g MS)

a, b: letras distintas en la misma fila indican diferencia (P<0.05)

A pesar de que el acido cafeico disminuyé su concentracion en la pulpa de café ensilada y de la
tendencia a la disminucion del acido clorogénico y el acido galico, los valores de capacidad
antioxidante medida por la técnica de reduccién férrica (FRAP) resulto ser similar (P>0.05) para
la pulpa de café sin ensilar (215.66 pumol/trolox g MS) y para la pulpa de café ensilada con 5 %

de melaza (206.59 pmol trolox/g MS) (Cuadro 2.4).

El 4cido cafeico presente en la pulpa de café puede ser responsable de una parte de su capacidad
antioxidante. Gulcin (2006) al medir la capacidad de este compuesto encontré que el éacido
cafeico tiene 20.10 % maés de capacidad antioxidante que el trolox el cual es analogo del alfa

tocoferol y 54.70 % mas que el tocoferol.

A pesar de que el &cido galico se encontré en menor cantidad que el acido clorogénico y el acido
cafeico, este puede contribuir en la actividad antioxidante de la pulpa de café. Se ha demostrado
que el &cido galico tiene mas actividad captadora de peroxido de hidrdgeno, seguido por el acido

cafeico y posteriormente por el acido clorogénico (Sroka y Cisowski, 2003). Por su parte Sato et
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al. (2011) al evaluar las propiedades antioxidantes in vitro e in vivo del acido cafeico y del &cido
clorogénico, encontraron que el &cido cafeico tiene mayor actividad antioxidante que el acido

clorogénico.

La capacidad antioxidante encontrada para pulpa de café en el presente estudio es mayor que la
de la fibra del cacao (73.32 pumol/g MS), la cual contiene compuestos fendlicos que se ha
demostrado se absorben e incrementan la capacidad antioxidante en suero de ratas (Lecumberri
et al., 2006). En bebidas de café se ha reportado que el tipo de preparacion modifica su
capacidad antioxidante, se han encontrado 199.00 pumol/g MS en café italiano, 162.00 umol/g

MS para café expreso y 236.00 umol/g MS para el filtrado (Sanchez et al., 2005).

Li et al. (2008) al evaluar 45 plantas medicinales en China con diferentes concentraciones de
polifenoles, reportaron diferentes concentraciones de trolox de las cuales 42 son muy inferiores
a las encontradas para pulpa de café; Paeonia lactiflora Pall y Paeonia suffruticosa Andr
resultaron ser similares y sélo Sargentodoxa cuneata Rehd. Et Wils mostr6 mayores pmol
trolox/g a las encontradas en el presente estudio. De igual manera la concentracién de trolox en
la pulpa de café son mayores a las encontradas por Tiveron et al. (2012) en 23 diferentes

vegetales producidos en Brasil.

Debido a las practicas actuales de produccién como son la suplementacion de los animales con
acidos grasos polinsaturados para mejorar su valor nutricional, la cual aumenta la susceptibilidad
a la lipoperoxidacion (Gladine et al., 2007a); a algunos eventos fisioldgicos criticos como los de
gestacion (Garrel et al., 2010) y transicion al parto (Gitto et al., 2002); en practicas de manejo
como los protocolos de sincronizacion (Sonmez et al., 2009), o para mejorar la vida de anaquel

de los productos carnicos (Karre et al., 2013), la pulpa de café puede ser un subproducto
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agricola con gran potencial para reducir el estrés oxidativo en animales en etapas fisiologicas
demandantes, ya que demuestra tener alta capacidad antioxidante. Se han realizado algunos
trabajos para evaluar los antioxidantes naturales en la respuesta animal. Gladine et al. (2007b) al
estudiar cuatro diferentes plantas ricas en polifenoles, lograron determinar que tienen alta
capacidad antioxidante y que son eficientes para disminuir la lipoperoxidacion proveniente de
dietas con acidos grasos poliinsaturados (Gladine et al., 2007a). Las hojas de tomillo (Thymus
zygis ssp. gracilis) que tienen actividad antioxidante, reducen la oxidacion de la carne de
corderos provenientes de borregas suplementadas con estas hojas durante la gestacion (Nieto et
al., 2011). Extractos de hojas de Verbenaceae (Lippia spp.), que contiene 0.17 % de &cido
galico, entre otros fenoles, ha demostrado reducir los niveles de oxidacion en plasma en
borregas posparto (Casamassima et al., 2012). Otras plantas como romero, uva, citricos y
caléndula han mostrado eficacia en reducir la lipoperoxidacion de plasma (Gladine et al.,

2007h).

Queda demostrado que ademas del grano de café que es usado en bebidas para consumo humano
y de los residuos del tostado de dicho grano, los cuales muestran propiedades antioxidantes (Jye
Yen et al., 2005), la pulpa de café es un subproducto agricola con alta disponibilidad en zonas
cafetaleras que tiene un valor nutricional aceptable y de acuerdo a lo encontrado en el presente
trabajo, contiene un alto contenido de polifenoles, ademas de su capacidad antioxidante que
puede ser utilizada para proteger a los animales del estrés oxidativo, ya que se ha demostrado
gue aun en rumiantes, durante la digestion no se inhiben las propiedades antioxidantes de las

plantas ricas en polifenoles (Gladine et al., 2007h).
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2.6 Conclusiones

El ensilado de pulpa de café aumento el contenido de PC, asi como la FDA, FDN vy lignina. Se
encontraron compuestos antioxidantes como el acido clorogénico, acido cafeico y acido galico.
El &cido cafeico disminuyd por efecto del ensilaje; sin embargo, la capacidad antioxidante
permanecio sin cambios, por lo que la pulpa de café sin ensilar o ensilada muestra gran
capacidad antioxidante, la cual podria ser probada para proteger a los animales en estados de

estrés oxidativo.
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I11.  ESTADO OXIDATIVO Y PRODUCTIVIDAD DE OVINOS ALIMENTADOS
CON PULPA DE CAFE

3.1 Resumen

Con el objetivo de evaluar los parametros productivos, de fermentacién ruminal y estado
oxidativo de ovinos alimentados con pulpa de café ensilada con 5 % de melaza, 34 ovinos cruza
de Blackbelly con una edad promedio de 6 meses y un peso promedio de 21.2 + 0.63 kg fueron
divididos en tres tratamientos. TO: tratamiento testigo (n=11), T1: tratamiento con 8 % en base
seca de pulpa de café en la dieta (n=12) y T2: tratamiento con 16 % en base seca de pulpa de
café en la dieta (n=11). Se utiliz6 un disefio completamente al azar y un analisis de varianza,
para el caso de las variables productivas se considerd el peso inicial de los ovinos como
covariable. La pulpa de café a los niveles evaluados no afectd la ganancia diaria de peso,
consumo de alimento y conversién alimenticia (P>0.05). Sin embargo, el consumo de agua,
acido acético, acido butirico y acidos grasos volatiles totales se incrementaron al incluir 16 % de
pulpa de café en la dieta (P<0.05). No se observaron diferencias estadisticas (P<0.05) en la
capacidad antioxidante en el plasma de los ovinos; sin embargo, los valores de TBARS fueron
menores para los ovinos alimentados con 16 % de pulpa de café, por lo que la pulpa de café al
16 % redujo la peroxidacion lipidica. Se concluye que es posible utilizar la pulpa de café hasta
en 16 % del total de la dieta, sin que se afecten los pardmetros productivos, ademas de que al

agregarla se disminuye el estrés oxidativo en ovinos en engorda.

Palabras claves: engorda, fermentacion, oxidacién, tbars, trolox.
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3.2 Abstract

In order to evaluate the productive, ruminal fermentation, and oxidative state parameters in
sheep fed with coffee pulp ensiled with 5 % molasses, 34 Blackbelly cross-breed sheep, average
age 6 months, mean weight 21.2 kg were separated into three treatments. TO: Control treatment
(n=11), T1: Treatment with 8 % dry base coffee pulp in the diet (n=12), and T2: Treatment with
16 % dry base coffee pulp in the diet (n=11). A completely random design and a variance
analysis were used. In the case of productive variables, the initial weight of the sheep was
considered as a covariable. Coffee pulp at the levels evaluated did not affect daily weight gain,
feed intake, and food conversion (P>0.05). However, water intake, acetic acid, butyric acid, and
total volatile fatty acids increased when including 16 % coffee pulp in the diet (P<0.05). No
statistical differences (P<0.05) were observed in the antioxidant capacity in the sheep’s plasma;
however, the TBARS values were lower for the sheep fed with 16 % coffee pulp, thus coffee
pulp at 16 % reduced lipid peroxidation. It is concluded that up to 16 % coffee pulp can be
added to the diet without affecting the productive parameters, while at the same time the

oxidative stress of meat sheep is decreased.

Key words: fattening, fermentation, oxidation, TBARS, trolox.

3.3 Introduccion

México es un pais exportador de grano de café. Brasil es el principal productor con el 36 % del
volumen total, seguido por Vietnam, Colombia, Indonesia y Etiopia, que en conjunto producen
el 69% del volumen mundial total. Debido al mejoramiento de variedades y tecnologias, la

produccién del grano ha ido en aumento, con una tasa de crecimiento de 1990-2010 de 1.79%
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(ICO, 2010). Del total de cereza de café un 40 % lo constituye la pulpa de café. la cual en
ocasiones es utilizada para la elaboracion de abono organico y en otras es desechada sin
beneficio alguno siendo fuente de contaminacién para afluentes de agua. En diferentes especies
animales, la pulpa de café ha sido incluida en la dieta (Barrueta et al., 2000; Ferreira et al., 2000;
Bautista et al., 2005), pero debido a la presencia de compuestos como taninos y cafeina (Ferreira
et al., 2001; Noriega et al., 2009) se ha limitado su inclusién en las dietas. También se han
encontrado algunos compuestos fendlicos (Ramirez-Coronel et al., 2004) los cuales han
mostrado ser potentes antioxidantes (Sroka y Cisowski, 2003). Actualmente las engordas
animales se basan en la inclusion de granos para aumentar la ganancia de peso y reducir el
tiempo de finalizacion. Aunque, se ha visto que dietas con granos incrementan el estrés
oxidativo en los animales (Mercier et al., 2004). Este disminuye los mecanismos de defensa a
enfermedades y en animales en engorda se ha demostrado, que la carne proveniente de animales
alimentados con granos muestra un mayor grado de oxidacion (Insani et al., 2008). Debido a
esto se plantea que la pulpa de café ademas de tener nutrientes necesarios para la alimentacion
animal podria proteger al animal de un estado de estrés oxidativo. El objetivo de este trabajo fue
evaluar las variables productivas, de fermentacion ruminal y el estado oxidativo de ovinos
alimentados con diferentes niveles de pulpa de café ensilada con 5 % de melaza en la dieta

durante la engorda.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Ensilajey analisis de la pulpa de café

La pulpa de café (Coffea arabica) fue ensilada con 5 % de melaza y fermentada por dos meses
para posteriormente ser deshidratada. Se le determind MS, PC y cenizas totales mediante la

técnica AOAC (1990); FDN, FDA vy lignina mediante la técnica de VVan Soest et al. (1991). La
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cafeina y los compuestos antioxidantes se determinaron diluyendo un gramo de pulpa de café en
5 mL de H,O. Este extracto se centrifug6 a 5,000 rpm por 10 min. Para la determinacién de los
antioxidantes presentes en la pulpa de café el sobrenadante se inyectd en un cromatdgrafo de
liquidos marca Agylen Technologies modelo 1100, equipado con un arreglo de diodos e inyector
automatico marca Agylen Technologies modelo 1200. La columna que se utilizé fue una
Nucleosil 100 A, 125 x 4.00 mm de tamafio de particula. Se utiliz6 metanol en Ay 5 % de acido
férmico en H,O en B. La velocidad de flujo fue de 1.50 mL por minuto a una temperatura de 25
°C, inyectando 20 pL de muestra y leyendo a 280 nm. La curva estandar se construyd con

antioxidantes de la marca Sigma.

Para determinar la cantidad de cafeina se realiz6 un analisis isocratico utilizando agua y
acetonitrilo grado HPLC en una proporcién 75:25. Se inyectaron 10 pL de la muestra a una
velocidad de flujo de 0.80 mL por minuto, temperatura de 25 °C y lectura a 273 nm. Para la

elaboracion de la curva estandar se utilizé como estandar cafeina de la marca Merck.

3.4.2 Animales

Se utilizaron 34 ovinos enteros cruza de Blackbelly con un peso promedio de 21.2+0.63 kg.
Fueron desparasitados via subcutanea con 10 mg/50 kg de ivermectina, se les suministrd
intramuscularmente 3 mL de un estimulante metabdlico a base de fésforo organico y vitamina
B12 y se vacunaron con 2.5 mL de bacterina toxoide 8 vias. Los ovinos fueron distribuidos en
forma aleatoria a tres tratamientos, TO: testigo (n=11), T1: dieta con 8 % de pulpa de café en
base seca (n=12) y T2: dieta con 16 % de pulpa de café en base seca (n=11). Los ingredientes
fueron ajustados para balancear las dietas de acuerdo a los requerimientos del NRC (1985). Los

ingredientes utilizados, asi como la composicion quimica de las dietas se muestran en el cuadro
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3.1. Los ovinos se adaptaron a las dietas por 12 dias. Posteriormente se sometieron a 56 dias de
engorda, en los cuales se midieron las variables productivas, de fermentacion ruminal y de

estado oxidativo.

Cuadro 3.1. Ingredientes y composicion quimica en base seca de las dietas para engorda de

ovinos
DIETAS

INGREDIENTE (%) TO Tl T2
Residuo de alfalfa 57.57 48.53 39.50
Sorgo grano molido 25.24 22.76 21.20
Pasta de soya 14.18 17.69 20.20
Melaza 2.00 2.00 2.00
mezcla de minerales® 1.00 1.00 1.00
Pulpa de café 0.00 8.00 16.00
COMPOSICION (%)

MS 83.73 86.32 86.74
PC 17.05 17.03 17.12
FDA 24.63 21.083 21.21
FDN 37.32 32.36 31.47
Cenizas 9.10 9.05 9.33

TO: Testigo, T1:8 % de pulpa de café y T2:16 % de pulpa de café.

& Composicion de la sal mineral: Calcio 150 g/kg, Fosforo 70 g/kg, sal comtn 120 g/kg, Manganeso 2.5 g/kg, Zinc

4.5 g/kg, Cobre 0.5 g/kg y Hierro 3.5 g/kg.

3.4.3 Area del ojo de la costilla y espesor de grasa dorsal

El area del ojo de la costilla (AOC) y espesor de grasa dorsal (EGD) se midio al inicio y al final

de la engorda en el Gltimo espacio intercostal entre la doceava y la treceava costilla. Para esto se
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uso un ultrasonido marca Pie Medical Esaote, modelo Aquila pro y un transductor lineal de 3.5

mhz.

3.4.4 Variables productivas

Los ovinos se alojaron de manera individual en corrales de 1.2 * 1.1 metros con comedero y
cubetas con agua con capacidad de 6 litros. Se pesaron al inicio y al final de la engorda con una
bascula digital MR Torrey modelo L-EQM 250. La ganancia diaria de peso (GDP) se calculo
por diferencia entre el peso final y el peso inicial, dividido entre el nimero de dias de engorda.
El consumo de alimento (CONS) se midi6 diariamente en una bascula Torrey, modelo LPCR,;
este se ofrecid 2 veces por dia a las 8:00 y 16:00 h para asegurase que en los comederos se
tuviera alimento en todo momento. El rechazo se midi6 cada tercer dia. La conversion
alimenticia (CA) se calcul6 dividiendo el consumo de alimento total entre la ganancia total de

peso.

El consumo y rechazo de agua se midi6 diariamente con una probeta de 1 litro graduada en

mililitros.

3.4.5 Digestibilidad in vivo

Al final de la engorda 5 borregos del TO, 6 del T1 y 5 del T2 se separaron para determinar la
digestibilidad in vivo. Se les colocaron bolsas recolectoras de heces durante 8 dias, el primer dia
fue de adaptacion a las bolsas y los 7 dias restantes se recolectaron las heces por la mafiana y por
la tarde. El alimento se proporcioné acorde al consumo de cada borrego con la finalidad de que
no dejaran residuos. Las heces se pesaron y se congelaron a -4 °C. Al final las muestras
individuales se mezclaron y se tomo una muestra de medio kilogramo por cada borrego para su
analisis.
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En el alimento y en las heces se determiné proteina cruda (PC), materia organica y materia seca
mediante la técnica AOAC (1990), fibra detergente &cida (FDA) y fibra detergente neutra (FDN)
mediante la técnica de VVan Soest et al. (1991). La digestibilidad se determin6 por diferencia

entre los nutrientes ingeridos y los excretados (Harris 1970).

3.4.6 pH, AGV’'sy nitrogeno amoniacal en liquido ruminal

Finalizada la engorda 5 ovinos por tratamiento fueron sacrificados previo ayuno de 12 horas, se
obtuvieron 200 mL de liquido ruminal inmediatamente después del sacrificio, se midio el pH
con un potenciometro marca Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star. Ocho mL de liquido
ruminal se mezclaron con 2 mL de acido metafosforico al 25 % para determinacion de AGV y
N-amoniacal, los que se congelaron a -20 °C hasta su analisis. La determinacion de acidos
grasos volatiles se realizé por cromatografia de gases mediante la técnica de Erwin et al. (1961).
El cromatografo utilizado fue un Perkin Elemer, modelo Claurus 500 con columna capilar elite

FFAP, dando un tiempo de corrida de 8 minutos.

La determinacion del nitrdgeno amoniacal se realizé utilizando la técnica de Mc Cullough
(1967). La concentracion se midié por absorbancia en un espectrofotémetro de luz ultravioleta

(\Varian, modelo Cary-1-E) a 630 nm.

3.4.7 TBARSyFRAP

Al inicio del experimento 10 animales fueron muestreados al azar para la obtencion de plasma
sanguineo, y otros diez por tratamiento al final de la engorda. Las muestras se centrifugaron a
3500 rpm a 4 °C por 10 min. El plasma fue depositado en tubos de criostato y almacenados en

nitrégeno liquido a -196 °C hasta su analisis.
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La capacidad antioxidante se midid usando la técnica FRAP (poder antioxidante de reduccion
férrica) de Benzie y Strain (1999). Para su interpretacion las curvas patron se realizaron con
diferentes concentraciones de trolox (acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-croman-2-carboxilico),

el cual es un equivalente hidrosoluble de la vitamina E.

El analisis de TBARS (Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico) se realiz6 de acuerdo a la
técnica descrita por (Ohkawa et al., 1979). Para esto se prepard una solucion de acido acético al
20 % ajustado a pH 2.5 con NaOH; TBA (acido tiobarbitdrico) al 0.8 % en H,0; 1,1,3,3
tetraedroxipano (TEP) al 0.1 mM. La curva de reaccion se prepar6é con 1 mL de TBA al 0.8 %, 2
mL de acetato y 0 a 80 puL de TEP para tener concentraciones de 0 nmol/mL a 80 nmol/mL de
malondialdehido (MDA). Las muestras se leyeron en un espectrofotometro UV-V15 marca

Thermo Scientific. Los andlisis de las muestras se hicieron por duplicado.
3.4.8 Anadlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 3 tratamientos. Para el analisis de las variables
evaluadas se realiz6 un analisis de varianza, para el caso del AOC, EGD y variables productivas
se utilizé el peso inicial como covariable y cuando fue detectada alguna significancia menor al
0.05 se realiz6 una prueba de comparacion de medias de Tukey. Los analisis estadisticos se

realizaron con el programa SAS version 9 (SAS, 2002).

El modelo utilizado cuando se utilizo peso inicial como covariable fue Yij=p +Ti + o (Pi-pi)k
+Eij. Donde: Yij=Respuesta del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion, p= Media general,
Ti= efecto del i-ésimo tratamiento, Bo=Coeficiente de regresion lineal, (Pi-pi)k= k-ésima

covariable peso inicial y Eij= Error experimental.
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3.5 Resultados

3.5.1 Ensilaje y andlisis de la pulpa de café

La composicion quimica, los antioxidantes y la cafeina de la pulpa de café ensilada con 5 % de
melaza se muestran en el cuadro 3.2. Se encontré 0.50 % de cafeina de la MS total. Los
antioxidantes encontrados fueron el acido clorogénico (5.61 % de la MS), &cido cafeico (1.47 %

de la MS) y acido gélico (0.26 % de la MS).

Cuadro 3.2. Composicion quimica y antioxidantes en base seca de la pulpa de café ensilada con

5 % de melaza

Compuesto Pulpa de café con 5 % de melaza
MS (%) 86.57
Cenizas (%) 14.47
PC (%) 11.16
FDN (%) 51.95
FDA (%) 43.93
Lignina (%) 13.36
Cafeina (%) 0.50
Acido clorogénico (%) 5.61
Acido cafeico (%) 1.47
Acido galico (%) 0.26

3.5.2 Area del ojo de la costilla y espesor de grasa dorsal

Al inicio de la engorda los ovinos cruza de Blackbelly tuvieron 7.03, 6.95 y 6.90 cm? de AOC y
1.85,1.74 y 1.84 mm de EGD para TO, T1 y T2, respectivamente, como al inicio de la engorda

no existia aun influencia de los tratamientos no se hicieron comparaciones estadisticas para estas
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variables. Después de 56 dias de engorda los animales tuvieron 11.43, 11.99 y 12.30 cm? de
AOC y 3.42,3.08 y 2.95 mm de EGD para TO, T1 y T2, respectivamente (Cuadro 3.3). A pesar
de que existio una tendencia a disminuir la grasa dorsal y a aumentar la AOC en los tratamientos

con pulpa de café, no se encontraron diferencias entre tratamientos (P>0.05).

Cuadro 3.3. Area del ojo de la costilla y espesor de grasa dorsal al inicio y al final de la engorda

en ovinos cruzas de Blackbelly alimentados con diferente inclusion de pulpa de café

Inicio de la engorda Final de la engorda
Tratamiento ~ AOC (cm®) EGD (mm) AOC (cm°) EGD (mm)
T0 7.03+0.19 1.85+0.02 11.43+0.0.32 3.42+0.16
T1 6.95+0.13 1.74 £ 0.04 11.99+0.31 3.08+£0.15
T2 6.90 £ 0.21 1.84 +0.02 12.30 £ 0.33 2.95+0.16

No se encontraron diferencias (P<0.05) por efecto de tratamiento.
TO: Testigo, T1: 8 % de pulpa de café y T2: 16 % de pulpa de café.

3.5.3 Variables productivas

El peso inicial de los ovinos fue de 20.89 para el TO, 21.2 para el T1y 21.71 kg parael T2 y
finalizaron con 30.34, 31.25 y 32.2 kg de peso para los tratamientos TO, Tl y T2,
respectivamente. EI CONS fue de 1189.90 g para el TO, 1217.80 para el T1 y 1227.00 para el
T2. La GDP fue de 169.13 g para TO, 179.67 para T1 y 186.80 para el T2; no se observaron
diferencias (P<0.05), a pesar de encontrarse una tendencia numérica a aumentar la GDP cuando
se incremento la inclusion de pulpa de café en la dieta. La CA (7.06, 6.82 y 6.64 para TO, T1y
T2, respectivamente; cuadro 3.4), mostrd una tendencia opuesta al CONS y a la GDP, la cual

disminuyo al aumentar la inclusion de pulpa de café, sin ser diferente (P>0.05).
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El consumo de agua en los ovinos se incremento al aumentar la inclusion de pulpa de café en la
dieta (Cuadro 3.4). EI TO y T1 fueron similares (P>0.05), se observd un aumento de 102.87 mL
en el consumo de agua diaria al incluir un 8 % de pulpa de café en la dieta. Al subir el nivel de
inclusion a 16 % en la dieta se observd que se incrementd (P<0.05) 301.6 mL el consumo diario

de agua con respecto a la inclusion del 8 %, y 404.47 mL con respecto al testigo.

Cuadro 3.4. Ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia y consumo de agua
en ovinos Blackbelly en engorda alimentados con 0, 8 y 16 % de pulpa de café en la dieta

TRATAMIENTOS

TO T1 T2
Peso inicial 20.89 +1.34 21.2+101 21.71£1.02
Peso final 30.34+1.54 31.25+1.09 32.20+£1.06
CONS (g) 1189.90 + 27.80 1217.80 + 26.58 1227.00 + 27.83
GDP (g) 169.13+£6.9 179.67 £ 6.6 186.80 £ 6.9
CA 7.06+£.19 6.82 +.18 6.64 £ .19

Consumo de agua (mL)  2514.06 + 92.79° 2616.93 + 88.70° 2918.53 + 92.86°

GDP: Ganancia diaria de peso, CA: conversion alimenticia, CONS: Consumo Diario de Alimento.
a,b: Letras distintas en la misma hilera indican diferencias (P<0.05).
TO: Testigo, T1:8 % de pulpa de café y T2:16 % de pulpa de café.

3.5.4 Digestibilidad in vivo

La digestibilidad in vivo de la PC y FDN (Cuadro 3.5) mostré una tendencia a disminuir con la
inclusién de la pulpa de café en la dieta, pero no fue diferente (P>0.05). Sin embargo, para el
caso de la FDA su digestibilidad disminuy6 (P<0.05) al incluir 8 % de pulpa de café (42.12 %)

en la dieta, con respecto al testigo (49.60 %). A pesar de esto la digestibilidad de la FDA no se
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redujo mas al incrementarse a 16 % (42.24 %). La digestibilidad de la materia organica mostré

valores similares para los tres tratamientos (P>0.05).

Cuadro 3.5. Digestibilidad de PC, FDA, FDN y MO en ovinos alimentados con 0, 8 y 16 % de
pulpa de café

Tratamientos PC (%) FDA (%) FDN (%) MO (%)

TO 78.75+1.52 49.60 + 1.79° 62.96 + 3.07 72.81+2.24
Tl 76.06 £ 1.39 42.12 +1.63" 57.60 + 2.80 73.45+2.05
T2 76.84 £ 1.52 42.24 +1.79° 57.13 +£3.07 73.93+2.24

a,b: Letras distintas en la misma columna indican diferencias (P<0.05).
TO: Testigo, T1:8 % de pulpa de café y T2:16 % de pulpa de café.

3.5.,5 pH, nitrégeno amoniacal y AGV’s en liquido ruminal

Los valores de pH encontrados en el liquido ruminal no se modificaron por la inclusion de la
pulpa de café, los promedios fueron 6.82, 6.70 y 6.79 para TO, T1 y T2 respectivamente, sin que
se encontraran diferencias (P>0.05) debido a la inclusion de pulpa de café en la dieta. La mayor
concentracion de nitrégeno amoniacal se observd para el tratamiento con 16 % de pulpa de cafe,
seguido del testigo, el cual mostrd un mayor promedio (P<0.05) que el tratamiento con 8 % de

pulpa de café (Cuadro 3.6).

En lo que respecta a la produccion de acidos grasos volatiles el tratamiento con 16 % mostré los
valores mas altos (39.70 mmol/L) de acido acético (P<0.05) que el tratamiento con 8 % de pulpa
de café (23.25 mmol/L) y el testigo (25.8 mmol/L). El acido propidnico mostré la misma
tendencia que el acido acético donde el tratamiento con 16 % (8.53 mmol/L) fue mayor (P<0.05)

que el tratamiento con 8 % de pulpa de café (4.44 mmol/L) y el testigo (5.49 mmol/L). El
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promedio de &cido butirico fue mayor (P<0.05) en el tratamiento con 16 % de pulpa de café
(9.56 mmol/L) que para el de 8 % (3.98 mmol/L) y el testigo (5.02 mmol/L). Por lo tanto, los
acidos grasos volatiles totales siguieron la misma tendencia, donde el liquido ruminal de los
ovinos alimentados con 16 % de pulpa de café (57.79 mmol/L) tuvieron una mayor cantidad de
acidos grasos volatiles totales que los ovinos alimentados con 8 % de pulpa de café (31.68

mmol/L) y el tratamiento testigo (36.33 mmol/L).

Cuadro 3.6. Nitrégeno amoniacal y &cidos grasos volatiles en liquido ruminal de ovinos

alimentados con 0, 8 y 16 % de pulpa de café en la dieta

TRATAMIENTOS

TO T1 T2
pH 6.82 +0.13 6.70 +0.13 6.79 +0.13
Nitr6geno amoniacal mg/dL 17.49+1.89®  13.88+1.89°  21.41+1.89°
Acido acético(mmol/L) 25.80 + 4.08" 23.25+4.08"  39.70 + 4.08
Acido propidnico (mmol/L) 5.49 + 0.9 4.44 +0.9° 8.53+0.9°
Acido butirico (mmol/L) 5.02 + 1.09° 3.98 + 1.09° 9.56 + 1.09°
AGV'’s totales (mmol/L) 36.33+5.97° 31.68+5.97°  57.79 +5.97°

a,b: Letras distintas en la misma hilera indican diferencias (P<0.05).
TO: Testigo, T1:8 % de pulpa de café y T2:16 % de pulpa de café.

3.5.6 TBARSyFRAP

Al aumentar la inclusion de pulpa de café en las dietas, su capacidad antioxidante se incrementd,
esta fue de 32 ug trolox/g MS para la dieta testigo, 37.58 g trolox/g MS para la dieta con 8 %
de pulpa de café y 40.25 ug trolox/g MS para la dieta con 16 % de pulpa de café (Cuadro 3.7). A
pesar de que la pulpa de café incrementd la capacidad antioxidante de las dietas, no se

observaron diferencias (P<0.05) en la capacidad antioxidante del plasma de los ovinos

53



alimentados con pulpa de café al final de la engorda. Al inicio de la engorda previo al suministro
de las dietas experimentales, la capacidad antioxidante fue méas baja (P<0.05) comparada con los
ovinos al final de la engorda. Esto demuestra que las tres dietas mejoraron la capacidad
antioxidante del plasma de los ovinos. Para TBARS, el cual es un indicador de oxidacion se
encontrd que no existieron diferencias (P>0.05) entre los animales al inicio de la engorda (4.22
nmol MDA/mL) vy al final de la misma en el tratamiento testigo (4.49 nmol MDA/mL) vy los
alimentados con 8 % de pulpa de café (4.36 nmol MDA/mL); sin embargo, la inclusion de 16 %
de pulpa de café en la dieta redujo los niveles de malondialdehido (P<0.05) a 3.55 nmol

MDA/mL (Cuadro 3.8).

Cuadro 3.7. Capacidad antioxidante de las dietas suministradas a los ovinos en engorda

Dieta FRAP (ug trolox/g MS)
TO 32.20
T1 37.58
T2 40.25

TO: Testigo, T1:8 % de pulpa de café y T2:16 % de pulpa de café.
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Cuadro 3.8. Niveles de TBARS y FRAP en plasma en ovinos cruzas de Blackbelly alimentados

con diferentes niveles de pulpa de café en la dieta

FRAP (nmol trolox/mL) MDA (nmol/mL)

Inicio de la engorda 190.26 + 12.17° 4.22 +0.30
TO 270.09 + 12.17° 4.49 ¥ 0.30°
T1 27439 +12.17° 4.36 + 0.30°
T2 272.16 £ 12.17° 3.55 + 0.30°

TO: testigo, T1: 8 % de pulpa de café en a dieta, T2: 16 % de pulpa de café en la dieta.
a,b: Letras distintas en la misma columna indican diferencias (P<0.05).

3.6 Discusion

3.6.1 Area del ojo de la costilla y espesor de grasa dorsal

La medicion del AOC y EGD es una herramienta Util, la cual ayuda a predecir las caracteristicas
de la canal in vivo (Stouffer, 1994). En ovinos es posible estimar el &rea del ojo de la costilla y el
espesor de grasa in vivo por ultrasonografia, ya que existe una alta relacion con las mediciones

en la canal (Sahin et al., 2008).

En borregos con pesos por arriba de 50 kg Poornahavandi y Zamiri (2008) observaron que la
cafeina disminuye la cantidad de grasa en la canal, por lo que la tendencia a la disminucion de
grasa subcutanea tal vez hubiese sido significativa con pesos mas altos de finalizacién o con
niveles mas altos de inclusién de pulpa de café. Se ha encontrado que la raza es un factor que
influye en el EGD y el AOC, reportandose valores de 15.87 cm?®de AOC y 3.62 mm de espesor
de grasa para Dorper x Katahdin con pesos de 42.15 kg (\VVazquez et al., 2011). Estos valores
difieren a los encontrados en el presente estudio, esto se debe a las diferencias de peso en que

fueron finalizados los ovinos, ya que con pesos de 30 kg se reportan valores de 1.4 y 2.2 mm de
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EGD, asi como 9.0 y 10.4 cm? de AOC en St. Croix White y cruzas de Dorper X St. Croix

White, respectivamente (Godfrey v Weis, 2005).
3.6.2 Variables productivas

Diferentes trabajos se han realizado con pulpa de café la cual se obtiene en el procesado en
humedo del café, o con cascara de café la cual se obtiene en el procesado en seco. Ferreira et al.
(2000) al incluir 15.23 % de cascara de café en la dieta no encontraron diferencias en el
consumo de alimento y en la GDP de ovinos de cruzas de Texel, Bergamacia y Santa Ines. Lima
de Souza et al. (2004) tampoco encontraron que la cascara de café a concentraciones del 10% de
la dieta afectara el consumo alimenticio en ovinos. En toretes alimentados con una relacion
60:40 de forraje:concentrado, se ha observado que la inclusion de 40 % de cascara de café en el
concentrado disminuyo la ganancia de peso; mientras que la inclusion de 30 % de cascara de
café en el concentrado no afectd la ganancia de peso y el consumo de alimento, por lo que se
incrementd la relacion beneficio costo (Ferreira et al., 1997a). En un segundo experimento
Ferreira et al. (1997b) determinaron que la inclusion de cascara de café al 20 % en el
concentrado disminuyd la ganancia de peso, pero no afectd el consumo de concentrado; sin
embargo, la inclusion de cascara de café al igual que en el primer experimento incrementd la
relacion beneficio costo. En toretes de 250 kg se ha suministrado 1.13 kg de cascara de café al
dia sin afectar las ganancias de peso ni la conversion alimenticia (Riberio et al., 2000).

En cerdos en crecimiento se ha observado que la pulpa de café ensilada puede ser incluida en la
dieta hasta en un 15 % sin causar efectos adversos en la ganancia diaria de peso y en el consumo
de alimento, sin que se afecte la eficiencia alimenticia, mientras que para la etapa de engorda
con un 10 % de inclusion se pueden tener resultados similares a las dietas testigo (Barrueta et

al., 2000). En la Tilapia del Nilo se ha observado que la pulpa de café fresca o ensilada no es un
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producto adecuado para su alimentacion ya que las ganancias de peso se ven drasticamente
afectadas (Moreau et al., 2003). Sin embargo, en otro tipo de peces como los alevines del
hibrido Cachamay se ha empleado la pulpa de café hasta en un 18 % teniendo ganancias de peso
y conversiones alimenticias mejores que las dietas testigo (Bautista et al., 2005). De acuerdo a
los resultados en el presente estudio podemos decir que es factible usar la pulpa de café ensilada
con 5 % de melaza con los niveles evaluados de hasta 16 % sin que esto afecte la GDP, CA 'y
consumo de alimento en engordas de ovinos, por lo que esto seria de gran beneficio en zonas

cafetaleras donde este subproducto existe en abundancia.

La ganancia de peso encontrada en el presente estudio para ovinos cruzas de Blackbelly son
aceptables para esta raza, ya que Bores et al. (2002) reportaron ganancias de peso posdestete de
217, 219 y 222 g para crias de ovejas cruza de Pelibuey con Blackbelly y razas paternas de lana
Dorset, Hamspshire y Suffolk respectivamente, mientras que Pineda et al. (1998) reportaron

ganancias de 182 g para ovinos Pelibuey, las cuales son similares a las del presente estudio.

La inclusion de pulpa de café incrementd el consumo de agua. Una probable explicacion al
incremento en el consumo de agua en ovinos alimentados con pulpa de café, es que la cafeina
incrementa el consumo de agua y a dosis elevadas incrementa la excreciéon de orina. Esto se
fundamenta con diversos estudios que se han realizado en humanos por ejemplo, Stookey (1999)
menciona que al quitar el consumo de cafeina y alcohol en humanos el consumo de agua
disminuye. Al respecto, Armstrong et al. (2005) reportaron que dosis de hasta 6 mg de cafeina
por kilogramo de peso en humanos no afectd la osmolalidad en orina, color de orina,
osmolalidad del suero de sodio y potasio y volumen de orina. Kovacs et al. (1998) tampoco
encontraron efectos en diuresis por el consumo de hasta 4.5 mg de cafeina por kilogramo de

peso. Sin embargo, Neuhauser-Berthold et al. (1997) encontraron que dosis un poco mMas
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elevadas, la cual fue de 642 mg de cafeina diaria en humanos incrementa la excrecion de orina.
En el presente estudio solo existiéo un aumento significativo (P<0.05) en el consumo de agua al
incluir 16 % de pulpa de café en la dieta, por lo que se podria pensar que si hubiera habido
pérdidas de agua a traves de la orina, esto solo se podria dar a ciertos niveles de inclusion de
pulpa de café en la dieta y que el animal estaria sustituyendo esas pérdidas aumentando el

consumo de agua.

3.6.3 Digestibilidad in vivo

La digestibilidad de la FDA de las dietas con 8 y 16 % disminuy0; mientras que la PC y FDN
mostré una tendencia similar. En otros estudios se ha encontrado que la cascara de café
proveniente del despulpado de café en seco se puede incluir hasta en un 10 % de la dieta total sin
reducir la digestibilidad de la MS, materia organica (MO), PC, FDN, carbohidratos totales,
carbohidratos no fibrosos y nutrientes totales (Lima de Souza et al., 2004). Xu et al. (2007) al
usar residuos de granos de café ensilados en una proporcion de 0, 10 y 20 % del total del
ensilado para alimentar ovinos observaron que al incrementarse la inclusion de residuos de
grano de café disminuyd la digestibilidad de la materia seca, proteina cruda, FDN y FDA. Los
autores atribuyeron la disminucién de la digestibilidad de la proteina a que el nitrdgeno se unié
al residuo de FDA, en el calentamiento del procesado del grano de café, reduciendo con esto su

digestibilidad.

La menor digestibilidad de la FDA en la dieta con 16 % de pulpa de café pudo deberse a los
polifenoles presentes en la pulpa de café, ya que se ha demostrado que estos reducen la digestion
de la fibra por formar complejos con la lignocelulosa y disminuir la digestion microbiana o por

inhibir directamente a los microorganismos celuloliticos (McSweeney et al., 2001).
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3.6.4 pH, nitrogeno amoniacal y AGV’s en liquido ruminal

La pulpa de café no modifico el pH ruminal. En vacas Holstein alimentadas con 40 % de
concentrado en la dieta, el cual contenia 25 % de cascara de café, se observé que no se modificd
el pH ruminal, medido a las 3 horas después de ofrecido el alimento (Soares et al., 2007).
Monteiro et al. (2007) tampoco encontraron que la cascara de café proporcionada a niveles de 0,
7, 14y 21 % de la materia seca total afectara el pH ruminal; lo cual concuerda con los resultados
del presente estudio. A diferencia de Soares et al. (2007) donde la cascara de café no modifico la
concentracion de nitrégeno amoniacal, en el presente estudio se observd una menor
concentracion de nitrégeno amoniacal al incluir 8 % de pulpa de café con respecto a la inclusion

de 16 %.

El 4cido acético representd el 71.01 % de los AGV'’s totales en los ovinos alimentados con la
dieta testigo, el 73.39 % en la dieta con 8 % de pulpa de café y el 68 % en la dieta con 16 % de
pulpa de café. El gran porcentaje de acido acético producido indica que las dietas tuvieron gran
cantidad de carbohidratos estructurales (Dijkstra, 1994). Esta puede ser una de las razones por la
que se tuvo un pH éptimo, ya que los carbohidratos no estructurales modifican la fermentacion
reduciendo el pH ruminal, al encontrarse mayor cantidad de acidos grasos volatiles totales en el
liquido ruminal de ovinos que consumieron 16 % de pulpa de café en la dieta, es un indicador de
una mayor disponibilidad de energia, esto podria explicar el aumento en los pardmetros

productivos con la inclusion de la pulpa de café.

3.6.5 TBARSyFRAP

Al aumentar la inclusion de pulpa de café en las dietas se incrementd la capacidad antioxidante.

A pesar que gran parte de la pulpa de café fue sustituida por el residuo de alfalfa. La alfalfa es
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un forraje con gran capacidad antioxidante (Cao et al., 1996) a pesar de esto, se logré una mayor
capacidad antioxidante en las dietas al sustituir la pulpa de café por el residuo de alfalfa, por lo
que ademés de contener valores nutricionales aceptables, la inclusion de la pulpa de café en la

dieta aumento la capacidad antioxidante de estas.

De acuerdo a la concentracion de trolox encontradas en las dietas con inclusion de pulpa de café,
esta representaria una buena alternativa como antioxidante en dietas con pobre actividad
antioxidante. Al haber una mayor cantidad de FRAP en el plasma de ovinos de los tres
tratamientos con respecto a los ovinos al inicio de la engorda, sugiere que tanto la pulpa de café
como el residuo de alfalfa durante la engorda aumentaron la capacidad antioxidante de los
ovinos. La disminucion de los niveles de MDA al incluir 16 % de pulpa de café en la dieta
indica que los animales estuvieron expuestos en menor grado al estrés oxidativo, por lo tanto la
pulpa de café mostro ser un subproducto adecuado para reducir el estrés oxidativo en corderos
en engorda. Estos resultados difieren de los obtenidos por Po et al. (2012) quienes encontraron
que la Yerba Mate (llex paraguarensis), una planta con alto contenido de polifenoles y que
contiene propiedades antioxidantes, suplementada al 2.5 % de la dieta en ovinos en crecimiento
no incremento la capacidad total antioxidante de los ovinos (Po et al., 2012). Zhou et al. (2012)
al evaluar diferentes concentraciones de extractos de hoja de té verde (llex kudingcha C. J.
Tseng), que han mostrado disminuir la oxidacion lipidica no encontraron diferencias en la

concentracion de MDA, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa en plasma de cabras.

La disminucidn de la concentracion de malondialdehido en plasma de ovinos cuya dieta contenia
16 % de pulpa de café, puede deberse a las concentracion de &cidos fenolicos de la pulpa de
café, ya que en el presente experimento se encontraron los acidos clorogénico, cafeico y galico.

Se ha encontrado que el acido cafeico es un antioxidante captador de radicales libres (Gulcin,
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2006), asi como el acido clorogénico y el acido galico, los cuales han mostrado tener alta
capacidad antioxidante (Marinova et al., 2009, Yen et al., 2002). En un estudio en ovinos para
determinar la capacidad antioxidante de cuatro plantas ricas en polifenoles en animales
sometidos a lipoperoxidacion, se encontrd que el proceso de digestion no inhibe sus propiedades
antioxidantes (Gladine et al., 2007). Esto ayuda a entender porque los ovinos alimentados con
16 % de pulpa de café mostraron tener un menor grado de oxidacion en plasma sanguineo al

final del experimento.

3.7 Conclusiones

La pulpa de café al mayor nivel evaluado de 16 %, no afectd la ganancia de peso, consumo de
alimento, conversion alimenticia y pH ruminal, mientras que su inclusion incremento la
capacidad antioxidante de las dietas y la produccion de acidos grasos volatiles en el rumen. La
pulpa de café es un subproducto con propiedades nutricionales aptas para la inclusién en dietas
para ovinos; ademas de ayudar a reducir la oxidacién, lo que podria tener grandes ventajas en
retardar la oxidacion de la carne proveniente de los animales que consumen pulpa de café y

también protegerlos de estados de estrés oxidativo.
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IV. CARACTERISTICAS DE LA CANAL, CAMBIOS FiSICO-QUIMICOS E
INDICADORES DE OXIDACION DE LA CARNE DE OVINOS ALIMENTADOS
CON PULPA DE CAFE

4.1 Resumen

La pulpa de café ha sido utilizada en la alimentacion animal a diferentes porcentajes de
concentracion en la dieta para evaluar las variables productivas, aunque no esta determinada su
influencia en la evaluacion de la canal. El objetivo fue determinar el efecto de la inclusion de
pulpa de café en la dieta de ovinos en las caracteristicas de la canal, cambios fisico-quimicos e
indicadores de oxidacion. Se experimentd con 15 corderos cruza de Blackbelly, con un peso
inicial de 22.86 + 0.54 kg y una edad promedio de 6 meses, asignados a tres tratamientos. TO:
dieta testigo, T1: dieta con 8 % de pulpa de café y T2: dieta con 16 % de pulpa de café. Después
de 56 dias de engorda los ovinos fueron sacrificados y la canal fue evaluada. Se encontré que la
inclusion de 16 % de pulpa de café en la dieta incrementd (P<0.05) de 47.53 a 49.50 % el
rendimiento de la canal caliente y disminuy6 la grasa de rumen e intestinos de 3.43 a 2.53 %. No
se observd que la inclusion de pulpa de café en la dieta modificara la cantidad de proteina y
grasa de la carne; asi como la oxidacion y la capacidad antioxidante a travées del tiempo de vida
de anaquel. La inclusién de pulpa de café en la dieta disminuyd la grasa de rumen e intestinos y

con ello se incrementé la cantidad de carne consumible.

Palabras clave: antioxidante, engorda, grasa, vida de anaquel.
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4.2 Abstract

The objective of this study was to determine how feeding sheep coffee pulp affects carcass
characteristics and what changes occur in physicochemical, antioxidant capacity and oxidation
of the meat during refrigerated storage. The experiment was carried out with 15 Blackbelly
lambs weighing an average 22.86+0.76 kg. The animals were assigned to three treatments: TO:
control diet, T1: diet with 8 % coffee pulp and T2: diet with 16 % coffee pulp. After fattening
for 56 days, the sheep were slaughtered and the carcasses assessed. Inclusion of 16 % coffee
pulp in the diet increased carcass dressing from 48.19 to 50.83 % and decreased the amount of
fat in rumen and intestines from 3.43 to 2.53 % (P<0.05). The inclusion of coffee pulp in the diet
did not alter the amount of crude protein or fat in meat or its oxidation and antioxidant capacity
during refrigerated storage. However, inclusion of coffee pulp in the diet decrease fat in the

rumen and intestines, and thus increased the amount of usable meat.

Key words: antioxidant, carcass, dressing percent, fat.

4.3 Introduccion

La oxidacion produce cambios en las caracteristicas fisico-quimicas de la carne. Estos cambios
son determinantes para la aceptacion del consumidor. Se ha comprobado que la carne de
animales engordados con dietas con concentrados tienen una mas acelerada oxidacion que
animales consumiendo forraje (Sante-L houtellier et al., 2008; Luciano et al., 2013), aunque la
alimentacion con concentrado mejora las ganancias de peso (Mushi et al., 2009). Para obtener
altos rendimientos productivos, retardar la oxidacion y conservar el color de la carne se han

empleado diferentes tipos de antioxidantes; entre ellos el mas empleado es la vitamina E, la cual
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ha sido ampliamente estudiada con el fin de estabilizar la coloracién roja de la carne y retardar la
oxidacion (Wood y Enser, 1997; Eikelinboom et al., 2000; Macit et al., 2003). Aunque los
antioxidantes sintéticos han mostrado resultados satisfactorios, la tendencia del consumidor es
adquirir productos mas saludables, por lo que recientemente se han evaluado plantas ricas en
antioxidantes en la alimentacion animal con el fin de incrementar la vida de anaquel de la carne
(Luciano et al., 2009; Karami et al., 2010; Smeti et al., 2013). Sin embargo, la disponibilidad de
dichas plantas podria ser la limitante para algunas &areas geograficas, por lo que se hace
necesario evaluar diferentes plantas o subproductos agricolas con propiedades antioxidantes, las
cuales pudieran estar disponibles en diferentes areas. La pulpa de café es un subproducto
altamente disponible en zonas cafetaleras, ya que México ocupa el septimo lugar a nivel mundial
en el volumen producido (ICO, 2010). A este subproducto se le han encontrado compuestos
fendlicos (Ramirez-Coronel et al., 2004) que han mostrado ser potentes antioxidantes (Sroka vy
Cisowski, 2003). La pulpa de café contiene cantidades significativas de cafeina (Ferreira et al.,
2001), la cual reduce la concentracion de grasa interna y grasa de la carne (Poornahavandi vy
Zamiri, 2008), por lo que ademas de incrementar la vida de anaquel podria reducir la cantidad de
grasa en la canal. Debido a esto, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la
inclusion de la pulpa de café en la dieta de ovinos en las caracteristicas de la canal, cambios

fisicoguimicos e indicadores de oxidacion.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Ensilaje y analisis de la pulpa de café

La pulpa de café (Coffea arabica) fue ensilada con 5% de melaza, fermentada por dos meses y

deshidratada al sol. Se le determiné materia seca (MS), proteina cruda (PC) y cenizas totales
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mediante la técnica AOAC (1990); fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA)
y lignina mediante la técnica de Van Soest et al. (1991). Para la determinacion de los
compuestos antioxidantes y la cafeina presentes en la pulpa de café se diluy6é un gramo de pulpa
de café en 5 mL de H,O. Este extracto se centrifug6 a 5,000 rpm por 10 min. Para la
cuantificacion de los antioxidantes presentes en la pulpa de café, el sobrenadante se inyectd en
un cromatografo de liquidos (marca Agylen Technologies modelo 1100), equipado con un
arreglo de diodos e inyector automatico (marca Agylen Technologies modelo 1200). La columna
que se utilizé fue una Nucleosil 100 A (125 x 4.00 mm de tamafio de particula). Se utiliz6
metanol en A 'y 5 % de &cido férmico en H,O en B. La velocidad de flujo fue de 1.50 mL por
minuto a una temperatura de 25 °C, inyectando 20 pL de muestra y leyendo a 280 nm. La curva
estandar se construyé con antioxidantes como el &cido galico, clorogénico, siringico,
vainillinico, 2-5-di-hidroxibenzoico, cafeico, p-hidroxibenzoico, 2-3-di-hidroxibenzoico,

feralico y p-coumarico (marca Sigma).

La cafeina se cuantific6 mediante un analisis isocratico utilizando agua y acetonitrilo grado
HPLC en una proporcién 75:25. Se inyect6 10 pL de la muestra a una velocidad de flujo de 0.80
mL por minuto, temperatura de 25 °C y lectura a 273 nm. La curva estandar se realizé utilizando

como estandar cafeina (marca Merck).

Para medir la capacidad antioxidante de las dietas, se realizo la extraccion de los antioxidantes
de acuerdo a la técnica descrita por Restrepo et al. (2009), para esto se pes6 0.50 g de pulpa de
café, se hizo un lavado con 10.00 mL de metanol-agua (50-50) y acidifico con HCI 2N a un pH
de 2.00. Posteriormente se agitd durante 1 hora a 37 °C y se centrifugd a 3000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. Se recolecto el sobrenadante y el residuo se tratd con una mezcla de acetona-

agua (70-30), se agito y se centrifugd de igual manera que en la primera dilucion. Este segundo
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sobrenadante se recolect6 y se mezcl6 con el primero, posteriormente se determiné la capacidad

antioxidante por la técnica FRAP (Benzie y Strain, 1999).
4.4.2 Animales

Se utilizaron 15 corderos de pelo cruza de Blackbelly con peso inicial de 22.86 + 0.602 kg y con
una edad promedio de 6 meses, los cuales fueron divididos en tres tratamientos. TO: dieta testigo
(n=5), T1: dieta con 8% de pulpa de café (n=5) y T2: dieta con 16% de pulpa de café (n=5)
(Cuadro 1). Los ovinos tuvieron un periodo de adaptacion a las dietas de 12 dias, para
posteriormente tenerlos en un periodo de alimentacion de 56 dias, al final de la engorda los
ovinos fueron sacrificados previo ayuno de 12 horas y sin restriccion de agua a un peso

promedio de 32.76 + 0.92, 33.06 £ 0.92 y 33.18 £ 0.92 kg para TO, T1 y T2, respectivamente.
4.4.3 Evaluacion de la canal y composicion quimica

Se determind el rendimiento de la canal caliente dividiendo el peso de la canal al sacrificio entre
el peso vivo. El rendimiento de la canal fria se determind dividiendo el peso de la canal 24 h
después del sacrificio entre el peso vivo; y el rendimiento verdadero dividiendo el peso de la
canal al sacrificio entre el peso vivo, descontandole el contenido gastrointestinal de rumen e
intestinos. Se determind la cantidad de grasa de rumen, intestinos y rifiones. Los pesajes de las
piezas se realizaron en una bascula Torrey (modelo LPCR). Veinticuatro horas posteriores al
sacrificio se midié el pH en el musculo Longissimus dorsi entre la doceava y la treceava costilla
con un potenciémetro (Thermo scientific, modelo Orion 3 star), con electrodo para productos
carnicos. En la misma localizacion anatomica se le realizé la medicidn del area del ojo de la
costilla (AOC) con una cuadricula de puntos, de la cual cada punto correspondié a 0.25 cm?. El

Longissimus dorsi se dividio en dos fragmentos.
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El primero sirvié para determinar humedad, proteina cruda, grasa y cenizas mediante la técnica

AOAC (1990).
4.4.4 Evaluacion del color

El segundo fragmento de carne se almaceno a temperatura de refrigeracion (5 °C) y se midié por
colorimetria desde el primer dia de vida de anaquel y cada tercer dia hasta el dia 19, luminosidad
(L*), intensidad de rojo a verde (a*) e intensidad de amarillo a azul (b*). Para esto se utiliz6 un

colorimetro (marca Konica Minolta, modelo CM-700D).
4.4.5 Estado oxidativo de la carne

En cada muestreo para la evaluacion de color se tomo por duplicado una muestra aproximada de
10 gramos y se almacend en tubos de criostato y se depositaron en nitrogeno liquido a -196° C

hasta su analisis.

Previo al andlisis del estado oxidativo de la carne se realizé un homogenizado de la muestra, el
cual consistié en agregarle 10 mL de Ringer Krebs y se molié. EI homogenado se filtré y se
centrifugd a 4,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recolect6 y fue usado para la
determinacion del estado oxidativo. La capacidad antioxidante se midi6 usando la técnica FRAP
(poder antioxidante de reduccion férrica) de Benzie y Strain (1999); y el analisis TBARS
(Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico) de acuerdo la técnica descrita por Ohkawa et al.
(1979), los datos se reportaron por mg de proteina por lo que la determinacion de esta se realiz
con el método de Bradford (1976), para los analisis se utilizd un espectrofotometro UV-V15

(marca Thermo Scientific).
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4.4.6 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con 3 tratamientos. Para las variables de la
evaluacion de la canal, se realiz6 un analisis de varianza, utilizandose el peso al sacrificio de los
corderos como covariable, y cuando fue detectada alguna significancia P<0.05 se realizd una
prueba de comparacion de medias de Tukey con el paquete estadistico SAS version 9 (2002).
Para la evaluacion del color y estado oxidativo de la carne se realizé un analisis de varianza

utilizandose el modelo estadistico Yiy=p +Ti+ M;+ T;M; + Ax(;) + Eijk. Donde:

Yijk=Respuesta del i-esimo tratamiento en el j-ésimo muestreo de la k-ésima repeticion, p=
Media general, Ti= Efecto del i-esimo tratamiento, M;= Efecto del j-ésimo muestreo, TiM;=
Efecto del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo, Ax(j)= Efecto del i-ésimo tratamiento

anidado al k-esimo animal y Ejy= Error experimental.

4.5 Resultados

La composicién de las dietas y su capacidad antioxidante se muestra en el cuadro 4.1. Se
observa que en al incrementarse la inclusion de pulpa de café en la dieta, su capacidad

antioxidante también se incrementoé.

La pulpa de café ademas de contener los valores nutricionales mostrados en el cuadro 4.2
contiene 0.50 % de cafeina, 5.61 % de &cido clorogénico, 1.47 % de &cido cafeico y 0.26 % de

acido galico.
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Cuadro 4.1. Ingredientes y composicion quimica de las dietas para engorda de ovinos

TRATAMIENTOS

Ingrediente (%) TO T1 T2
Residuo de alfalfa 57.57 48.53 39.50
Sorgo grano molido 25.24 22.76 21.20
Pasta de soya 14.18 17.69 20.20
Melaza 2.00 2.00 2.00
Premezcla de minerales 1.00 1.00 1.00
Pulpa de café ensilada 0.00 8.00 16.00
Capacidad antioxidante

FRAP (ug trolox/g MS) 32.20 37.58 40.25

TO: testigo, T1: Dieta con 8 % de pulpa de café, T2: Dieta con 16 % de pulpa de café en la dieta.

Cuadro 4.2. Composicién quimica y de antioxidantes en base seca de la pulpa de café ensilada

con 5 % de melaza

Compuesto

MS (%) 86.57
Cenizas (%) 14.47
PC (%) 11.16
FDN (%) 51.95
FDA (%) 43.93
Lignina (%) 13.36
Cafeina (%) 0.50
Acido clorogénico (%) 5.61
Acido cafeico (%) 1.47
Acido galico (%) 0.26

MS: Materia seca, PC: Proteina cruda, FDN: Fibra detergente neutra, FDA: Fibra detergente acida
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4.5.1 Evaluacion de la canal y composicion quimica

El rendimiento de canal caliente fue de 48.19, 50.30 y 50.83 % para TO, T1 y T2,
respectivamente, se observo que a medida que se va incrementando la inclusién de pulpa de café
en la dieta el rendimiento de canal caliente se incrementa. Se observé que la inclusion de 16 %
de pulpa de café en la dieta incrementd (P<0.05) el rendimiento de canal caliente. El
rendimiento de canal fria siguié la misma tendencia que el rendimiento de la canal caliente,
donde la inclusion de 16 % de pulpa de café tuvo un mayor rendimiento (49.50 %) que en el
tratamiento testigo (47.53 %). El rendimiento de canal verdadero se incrementé (P<0.05) al
incluir 8 (57.53 %) y 16 % de pulpa de café (57.05 %) con respecto al testigo (54.95 %; Cuadro
4.3). Los promedios de grasa de rumen e intestinos entre el tratamiento testigo y el tratamiento
con 8 % de pulpa de café se comportaron de forma similar (p>0.05); no obstante, se observo una
tendencia solo numérica, a disminuir con la inclusion de 8 % de pulpa de café. La inclusion de
16 % de pulpa de café en la dieta logré disminuir de 3.43 a 2.53 % la grasa de rumen e intestinos
con respecto al peso vivo. Los promedios de grasa de rifién, el pH medido a las 24 de vida de
anaquel y el AOC no se vieron (P>0.05) modificados por efecto de la inclusion de pulpa de café

en la dieta de ovinos (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Rendimientos de canal, grasa visceral y area del ojo de la costilla de ovinos

Blackbelly alimentados con diferentes niveles de pulpa de café en la dieta

Caracteristica (%) T1 T2
Rendimiento canal caliente  48.19 +0.60° 50.30 + 0.60® 50.83 + 0.60°
Rendimiento canal fria 4753 £0.45" 48.83+0.45° 49.50 + 0.45°
Rendimiento verdadero 54,95+ 0.62"° 57.53+0.62° 57.05+0.62°
Grasa de rumen e intestinos  3.43+0.18*  2.95+0.18"° 253+0.18"
Grasa de rifion 0.76 £0.12 0.84+£0.12 0.73+0.12
pH* 5.75+£0.05 5.75+£0.05 5.80+£0.05
Area del ojo de la costilla 10.74+0.48 10.38+0.46  11.55+0.46

TO: testigo, T1: Dieta con 8 % de pulpa de café, T2: Dieta con 16 % de pulpa de café en la dieta.

* pH medido 24 h post-mortem

Letras diferentes a y b en la misma fila indican diferencia (P<0.05).

El porcentaje de humedad, grasa, proteina y cenizas de la carne de los ovinos no varié (P>0.05)

por efecto de la inclusion de la pulpa de café en la dieta (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4. Composicion quimica de la carne de ovinos Blackbelly medida en el Longissimus

dorsi alimentados con 0, 8 y 16 % de pulpa de café en la dieta

T0 T1 T2
Humedad (%) 71.37 +1.47 72.68 + 1.46 71.78 £ 1.45
Grasa (%) 5.97+0.54 5.57 £0.53 5.82+0.3
Proteina (%) 19.50 £ 0.52 18.73 £ 0.52 19.34 £0.51
Cenizas (%) 2.36 £0.34 2.40+0.34 244 +0.34

TO: testigo, T1: Dieta con 8 % de pulpa de café, T2: Dieta con 16 % de pulpa de café en la dieta.
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4.5.2 Evaluacion del color

Los valores de L* y a* no se modificaron por efecto de tratamiento (p>0.05); sin embargo, se
observo que la pulpa de café ocasiond un decremento (P<0.05) de los valores de b* (13.12) con
inclusién de 8 (13.12) y 16 % de pulpa de café (13.38), con respecto al testigo (14.19). Los

valores de L* se modificaron por efecto del tiempo de vida de anaquel.

Estos fueron mas bajos para el primer dia (P>0.05); sin embargo, ya no se observaron
diferencias (P>0.05) los dias 4, 7, 10, 13, 16 y 19 de vida de aquel. Los valores de a* mostraron
cambios en la vida de aquel a través del tiempo, estos fueron mas bajos (P<0.05) en el dia 10
comparado con el dia 19, no encontrandose diferencias con los deméas dias (P>0.05). Con
respecto a los valores de b* estos se fueron incrementando desde el primer dia de vida de
anaquel hasta el dia 7 donde se encontraron los valores maximos, no observdndose mas cambios

en los dias 10, 13, 16 y 19 (Figura 4.1).
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TO: testigo, T1: dieta con 8 % de pulpa de café, T2: dieta con 16 % de pulpa de café en la dieta.

Figura 4.1. Cambios de luminosidad (L*), intensidad de rojo (a*) e intensidad de amarillo (b*) a

través del tiempo de vida de anaquel en carne de ovinos alimentado con pulpa de café.

4.5.3 Estado oxidativo

La capacidad antioxidante medida por la técnica FRAP e interpretada como trolox/mg de
proteina de la carne, no se modificé (P>0.05) por efecto de tratamiento. Sin embargo, se observé
que la concentracion de trolox se modificd por efecto del tiempo de vida de anaquel (Figura
4.2). La capacidad antioxidante tuvo un ligero incremento del dia 1 (784.99 nmol trolox/mg de
proteina) al dia 4 (903.61 nmol trolox/mg de proteina); posteriormente fue decreciendo, hasta su
concentracion mas baja en el dia 10 (497.09 nmol trolox/mg de proteina, P<0.05).
Posteriormente se observo un ligero incremento en los dias 13 (678.07), 16 (633.63) y 19

(668.17 nmol trolox/mg de proteina).
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Figura 4.2. Capacidad antioxidante a diferentes dias de almacenamiento en carne de ovinos

alimentados con dietas con diferentes concentraciones de pulpa de café.

No se encontrd efecto de tratamiento en retardar la oxidacion de la carne (P>0.05). En los
primeros 4 dias de vida de anaquel no se observo que la carne tuviera un proceso de oxidacion;
sin embargo, existié un incremento notorio (P<0.05) a partir del dia 7 y se mantuvo hasta el dia
13 de almacenamiento, donde se presentd la maxima oxidacién (18.00 nmol MDA/mg de

proteina), para posteriormente tener un ligero descenso en los dias 16 y 19 (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Oxidacion a diferentes dias de almacenamiento en carne de ovinos alimentados con

dietas con diferentes concentraciones de pulpa de cafe.

4.6 Discusion

Al incrementarse la inclusion de pulpa de café se increment6 la capacidad antioxidante de las
dietas, esto muy probablemente se deba a los compuestos fendlicos encontrados como el &cido
clorogénico, &cido cafeico y é&cido galico, los cuales son compuestos con propiedades

antioxidantes (Yen et al., 2002; Gulcin, 2006; Marinova et al., 2009).

4.6.1 Evaluacion de la canal y composicion quimica

La inclusion de pulpa de café en la dieta incrementd los rendimientos de canal caliente y fria al
incluirla en un 16 %, e incrementd el rendimiento verdadero de la canal con la inclusién de 8 y

16 %. El rendimiento de la canal caliente reportado en el presente estudio esta en el rango de
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47.10 a 51.00 % reportado por Burke y Apple (2007) para diferentes razas de pelo. El
incremento del rendimiento de la canal al usar pulpa de café es muy importante ya que
representa mas carne disponible por animal. Donkoh et al. (1988) reportaron que en pollos de
engorda la pulpa de café redujo el rendimiento de canal, los autores atribuyen este menor
rendimiento a las menores ganancias de los pollos de engorda con pulpa de café y por lo tanto

bajos pesos al sacrificio.

La grasa de rumen e intestinos se redujo conforme se incrementd la inclusion de pulpa de café
en la dieta, esto es probable que se deba al 0.5 % de cafeina encontrado en la pulpa de café, ya
que Poornahavandi y Zamiri (2008) reportaron que al suministrar 80 y 100 mg de cafeina con
efedrina a corderos por 95 dias se redujo la grasa interna y grasa de la carne. Los efectos
lipoliticos de la cafeina son bien conocidos desde hace ya varios afios, Spencer et al. (1983)
reportaron que la administracion de cafeina, previo al sacrificio, incrementa la lipolisis.
Hasegawa y Mori (2000) en un estudio in vitro demostraron que el té verde, el cual contiene 2.4
% de cafeina tiene un efecto antiadipogeénico, es decir inhibe la formacién de grasa y un efecto
lipolitico el cual es debido a un incremento en el nivel de cAMP. Acheson et al. (2004)
determinaron que la cafeina estimula el gasto energético en reposo y este aumento de la
termogénesis celular esta acompafiado por un recambio de acidos grasos y la oxidacién de
lipidos. Uno de estos cambios se presenta en el incremento en la concentracion de acidos grasos
libres (Hawkins y Davis, 1970), por lo que el incremento en el rendimiento de la canal
posiblemente se debi6 a que las dietas con pulpa de café redujeron la grasa de rumen e
intestinos, la cual no forma parte de la canal, por lo que la proporcion de canal con respecto al

peso vivo fue mayor.
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En el presente experimento no se encontrd que la pulpa de café modificara el pH de la carne. Al
respecto Macit et al. (2003) al suplementar con 45 mg de vitamina E (el cual es un potente
antioxidante) durante 75 dias encontraron que el pH no se modifico; de igual manera Ripoll et
al. (2013), encontraron que el tiempo de suplementacién con vitamina E no modifica el pH.
Majdoub-Mathlouthi et al. (2013) reportaron que el nivel de inclusién de concentrado y los

pesos al sacrificio tampoco modifican el pH.

No se encontr6 que las dietas con pulpa de café modificaran el area del ojo de la costilla (AOC).
La medicion del AOC en el longissimus dorsi junto con otras variables como el peso vivo ayuda
a predecir la cantidad de musculo y grasa disponible en la canal (Sahin et al., 2008), esta
medicion tiene una alta correlacion con el peso vivo (Fernandez et al., 1997), por lo que la
influencia de las dietas con diferentes niveles de pulpa de café podria deberse mas al peso final
en que los animales llegan al sacrificio. En el presente estudio los ovinos de los tres tratamientos

tuvieron pesos similares al sacrificio.

La inclusion de pulpa de café no modificé la composicion quimica de la carne; por el contrario
Poornahavandi y Zamiri (2008) reportaron que 80 mg de cafeina mas 8 mg de efedrina
incremento la proteina en materia seca de la carne y redujo la grasa al comparase cuando solo se
agregaron 8 mg de efedrina. Esta tendencia no fue encontrada en el presente experimento en
proteina y grasa, esto puede deberse a que los pesos al sacrificio fueron de 33 kg, mientras que
Poornahavandi v Zamiri (2008) sacrificaron a pesos mayores de 53 kg, ya que se ha reportado
que a medida que se incrementa el peso al sacrificio se incrementa la deposicion de grasa (Tahir

et al., 1994, Safdarian et al., 2008).
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4.6.2 Evaluacion de color

La evaluacion del color es de vital importancia en la carne, ya que es el principal atributo que
determina su aceptabilidad, y estd relacionado con el deterioro de la carne. EI pardmetro L*
refleja la luminosidad, donde 100 es igual a blanco y 0 es igual a negro. EIl pardmetro a* mide
las tonalidades de rojo (+) a verde (-) y el parametro b* las tonalidades de amarillo (+) a azul (-).
No se encontro que la inclusién de pulpa de café a niveles evaluados de 8 y 16 % de la dieta
modificara los valores de L*, a* y b*. Una posible causa por la que no se encontraron
diferencias es que el tratamiento testigo contenia residuo de alfalfa y se ha demostrado que la
alfalfa contiene 11.5 mg de vitamina E/kg MS (Ripoll et al., 2013), y aunque en el presente
estudio se usoé residuo de alfalfa, que es el forraje residual que queda en la cosecha de la semilla,
es muy probable que contenga cantidades considerables de vitamina E. Se ha demostrado que
los forrajes se caracterizan por retardar la oxidacion en carne fresca y almacenada, y preservar el
color y el olor (Descalzo y Sancho, 2008). Al respecto diferentes versiones se han reportado;
Santé- L houtellier et al. (2008) no encontraron diferencias en color en la carne entre ovinos
alimentados con concentrado y ovinos en pastoreo de gramineas, no obstante el color se

modifico por efecto del tiempo de almacenamiento.

Se ha encontrado que la suplementacién con antioxidantes como la vitamina E por al menos 20
dias previo al sacrificio reducen los valores de oximioglobina, lo cual le da estabilidad al color
de la carne (Ripoll et al., 2013). Los valores de L* se incrementaron del dia 1 al dia 4 post-
mortem para posteriormente mantenerse estables; estos datos concuerdan con Santé- L houtellier
et al. (2008) que encontraron que la luminosidad es méas alta después del dia O de
almacenamiento. A diferencia de lo encontrado en el presente estudio en que la carne de los

corderos de las tres dietas tuvieron mayores valores de L* al incrementarse el tiempo de
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almacenamiento, Luciano et al. (2009) al suministrar 8.9 % de MS de quebracho (Schinopis
lorentzii), la cual contiene taninos, encontraron que esta fue méas oscura que la del testigo a

través del tiempo de almacenamiento.

Petron et al. (2007) observaron que los valores de a* tienden a disminuir a través del tiempo, a
su vez Luciano et al. (2009) reportaron que esta reduccion es menos pronunciada en ovinos
alimentados con hierbas frescas por lo que las dietas ricas en antioxidantes tienden a tener
valores de enrojecimiento mas altos durante el periodo de almacenamiento. Esto es una
consecuencia de la reduccion de la oxidacion de mioglobina, las cuales aseguran una estabilidad
en el color y mejor apariencia de la carne. En el presente experimento se observaron valores mas

bajos de a* en el dia 10 para los tres tratamientos.

Se ha encontrado que los valores de b* tienden a incrementarse a través de los dias de
almacenamiento, observandose mayores valores para la carne de ovinos alimentados con
concentrado (Luciano et al., 2009). Resultados similares se encontraron en el presente
experimento, ya que los valores de b* se incrementaron del dia 1 al dia 7 de vida de anaquel, no

observandose mas cambios en los dias posteriores.

4.6.3 Estado oxidativo

Se ha demostrado que la suplementacion con vitamina E por al menos 10 dias, o el pastoreo en
alfalfa disminuye la oxidacién lipidica de la carne (Ripoll et al., 2013). A pesar que la pulpa de
café incrementd la capacidad antioxidante de las dietas, no se encontrd que las dietas con pulpa
de café modificaran los valores de FRAP en la carne de ovinos, por lo que es necesario evaluar
si la inclusion de pulpa de café en dietas con pobre capacidad antioxidante pudiera incrementar

su capacidad antioxidante y con ello retardar la oxidacién. Se encontraron cambios en los
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valores de FRAP por efecto del tiempo de almacenamiento. No existio una reduccion en los
nmol de trolox durante los primeros 4 dias; sin embargo, la disminucidn que se da en el dia 10
de almacenamiento se debe a que durante el proceso de almacenaje se van agotando los
antioxidantes para contrarrestar el proceso de oxidacion. Se ha encontrado que la carne de
ovinos alimentados con dietas con quebracho el cual contiene compuestos antioxidantes, tienen

mayor capacidad antioxidante (Luciano et al., 2011).

La técnica TBARS mide la oxidacion lipidica la cual se expresa en nmol de malondialdehido,
que es un producto secundario de la oxidacion de &cidos grasos. Se encontro que las tres dietas
lograron retardar la oxidacion hasta el dia 4 de almacenamiento, sin embargo; posterior a esto la
carne mostro un proceso acelerado de oxidacion encontrandose la maxima oxidacion entre los
dias 10 y 13 de almacenamiento. Los valores de FRAP y TBARS estuvieron relacionados
inversamente, ya que se observo que cuando los valores de FRAP decrecieron los de TBARS
aumentaron. Esto se debié a que la técnica FRAP mide indirectamente la cantidad de
antioxidantes presentes en la carne, por lo que cuando estos se agotan la susceptibilidad a la

oxidacion aumenta.

Diferentes resultados se han encontrado con la suplementacion de antioxidantes en la dieta y su
efecto en la oxidacién de la carne. Smeti et al. (2013) al evaluar aceites esenciales de rosamaria,
los cuales contienen compuestos fendlicos, no encontraron que los aceites esenciales retardaran
la oxidacion de la carne a través del tiempo, Petron et al. (2007) reportan que el tipo de forraje
no modifica los valores de TBARS; mientras que Karami et al. (2010) al suplementar cabras con
vitamina E y con dos hierbas con sustancias fenolicas encontraron que las 3 dietas redujeron los
valores de TBARS y protegieron de la oxidacion lipidica a la carne. Macit et al. (2003) al

suplementar con 45 mg de vitamina E durante 75 dias encontraron que la suplementacion redujo
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los valores de TBARS a diferentes periodos de almacenamiento. También se ha encontrado que
la carne de animales alimentados con Vicia sativa tienen menores valores de TBARS a través
del tiempo (Luciano et al., 2009). Debido a que se observo que la pulpa de café incremento la
capacidad antioxidante en las dietas es necesario seguir evaluando su inclusién en dietas con
pobre actividad antioxidante y a niveles mas altos de inclusion con el objetivo de conservar el

color de la carne y retardar la oxidacion.

4.7 Conclusiones

La pulpa de cafe, la cual contiene gran cantidad de &cidos fendlicos y cafeina incrementd el
rendimiento de canal y disminuyo la grasa de rumen e intestinos. No se observé que la inclusion
de pulpa de café modificara los indicadores de color y el estado oxidativo de la carne de los
corderos; sin embargo, es necesario seguir su evaluacion a inclusiones mas altas o en dietas con

pobre actividad antioxidante.
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V.  CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, OXIDACION LIPIDICA, ACIDO
ASCORBICO Y GLUTATION PEROXIDASA EN OVEJAS DE DIFERENTES
PARTOS A TRAVES DE LA GESTACION Y LACTANCIA

5.1 Resumen

El objetivo fue evaluar la capacidad antioxidante, lipoperoxidacion, glutation peroxidasa y acido
ascorbico durante la gestacion y lactancia en ovejas con diferente nimero de partos. Ovejas
cruza de Dorset y Suffolk fueron distribuidas de acuerdo al nimero de partos: 1 parto, 2 partos y
>4 partos, y muestreadas cuando estaban no gestantes, al primer, segundo, tercer, cuarto mes y
dia 143 de gestacion, asi como en el dia 5 y al mes de lactancia. Se encontré que la capacidad
antioxidante tuvo dos caidas, la primera en el segundo mes de gestacion y la segunda en el dia 5
de lactancia. La susceptibilidad a la oxidacién lipidica disminuy6 al incrementarse el nimero de
partos. Se observo una disminucion en la oxidacion lipidica en el dia 143 de gestacion con
respecto a los demas muestreos durante la gestacion y lactancia. La glutation peroxidasa se
incrementd cuando se presentaron las dos caidas en la capacidad antioxidante. El acido
ascorbico disminuyo en la lactancia y gestacion registrando sus valores mas bajos en el tercer
mes de gestacién. Se concluye que la susceptibilidad a la oxidacién lipidica disminuye al
incrementarse el nimero de partos y que en ovejas durante la gestacion y lactancia existe un
mecanismo para evitar la oxidacion lipidica que involucra cambios en la capacidad antioxidante,

glutation peroxidasa y acido ascorbico.

Palabras clave: acido ascorbico, glutatién peroxidasa, oxidacion lipidica, estrés oxidativo.
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5.2 Abstract

This study was conducted to assess the antioxidant capacity, lipoperoxidation, glutathione
peroxidase and ascorbic acid during pregnancy and lactation in sheep of different parity. Dorset
x Suffolk ewes were classed by the number of parity: 1, 2 and >4. They were sampled before
pregnancy and in the first, second, third, and fourth months, then on day 143 of pregnancy, as
well as on day 5 and month of lactation. It was found that antioxidant capacity had two drops,
the first during the second month of pregnancy and the second on day 5 of lactation.
Susceptibility to lipid oxidation decreased with an increased number of parturitions. A decrease
in lipid oxidation was observed on day 143 of gestation relative to the other samplings during
gestation and lactation. Glutathione peroxidase increased when the two drops in antioxidant
capacity occurred. Ascorbic acid decreased during lactation and gestation; the lowest values
were recorded in the third month of gestation. It is concluded that susceptibility to lipid
oxidation decreases with the number of parturitions and that in ewes during gestation and
lactation, there is a mechanism that prevents lipid oxidation involving changes in antioxidant

capacity, glutathione peroxidase and ascorbic acid.

Key words: ascorbic acid, glutathione peroxidase, lipid oxidation, oxidative stress.

5.3 Introduccion

El metabolismo aerobico genera moléculas prooxidantes llamadas radicales libres. En el
organismo animal existe un sistema de antioxidantes enzimatico y no enzimatico (Al-Gubory et
al., 2004) que ayudan a lograr una homeostasis; sin embargo, cuando la produccion de radicales

libres es mayor a lo que el organismo animal puede contrarrestar se genera un estado de estrés
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oxidativo (Agarwal et al., 2006). Se ha demostrado que el estrés oxidativo ocasiona problemas
como retencién de placenta (Brzezinska-Slebodzinsk et al., 1994), abortos espontaneos,
restriccion del crecimiento fetal, parto prematuro, bajo peso al nacer (Al-Gubory et al., 2010),
asi como mayor incidencia de mastitis (Bouwstra et al., 2010), por lo que se hace necesario su
prevencion, ya que ademas de proteger a las madres se estaria mejorando el estado oxidativo de

las crias (Kamiloglu et al., 2006).

Varias investigaciones se han realizado para determinar el estado oxidativo en animales durante
la gestacion (Rezapour y Taghinejad-Roudbaneh, 2011), en el posparto (Celi et al., 2010;
Casamassima et al., 2012) y durante la lactancia (Pedernera et al., 2010) observandose cambios
durante estos estados fisiologicos. También se ha observado que la edad es un factor que
determina la capacidad antioxidante y la oxidacion lipidica en plasma de las ovejas (Salar-Amoli
y Baghbanzadeh, 2010). Por ello es necesario identificar el inicio de esos cambios desde antes
del empadre, para poder determinar periodos de suplementacion con antioxidantes, ya que se ha

determinado que estos ayudan a contrarrestar el estrés oxidativo (Liu et al., 2013).

La glutation peroxidasa (GSH-Px) es un antioxidante enzimatico que cataliza la reduccion de
peroxido de hidrégeno, lo cual ayuda a prevenir el dafio oxidativo (Arthur, 2000). Actualmente
se piensa que la sintesis de vitamina C en rumiantes es suficiente para satisfacer sus
requerimientos, por esta razén su suplementacion no es una practica comin en los sistemas de
produccion de ovinos. Sin embargo, en camellas se ha encontrado que esta vitamina tiene
cambios de concentracidn durante la gestacion y la lactancia (Mohamed et al., 2011), por lo que
es necesario determinar los cambios en esta vitamina durante la lactancia y gestacion y su
relacion con otros indicadores del estado oxidativo. Debido a que en un rebafio se encuentran

ovejas de diferente nimero de partos y en diferente estado fisiologico, es necesario determinar si
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los cambios en el estado oxidativo son diferentes, por lo que el objetivo de este experimento fue
determinar los cambios en el estado oxidativo de ovejas de diferente nimero de partos a través

de la gestacion y la lactancia.

5.4 Materiales y métodos

5.4.1 Animales

El estudio se realiz6 de noviembre del 2013 a mayo del 2014 en las instalaciones de la granja
experimental del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Se utilizaron 30 ovejas cruza
de Dorset y Suffolk distribuidas en un disefio completamente al azar en tres tratamientos. T1:
ovejas primalas con una edad promedio de 15 meses (n=10), las cuales al quedar gestantes y
lactando se clasificaron como de primer parto; T2: ovejas de primer parto (n=10), las cuales al
quedar gestante y lactando se clasificaron como de segundo parto y T3: ovejas > 3 partos
(n=10), las cuales al quedar gestantes y lactando se clasificaron como > a 4 partos. Los ovejas se
vacunaron y desparasitaron al inicio del experimento y permanecieron confinadas en grupo
durante el tiempo de estudio, donde se alimentaron con forraje de avena deshidratada a libre
acceso y con 400 gramos de concentrado (Cuadro 5.1). Las borregas se pre-sincronizaron con
dos dosis de cloprostenol con 8 dias de separacion y 6 dias después de la segunda aplicacion se
les inserté un dispositivo intravaginal impregnado con progesterona (CIDRM?) por 11 dias, las

borregas fueron empadradas al presentar estro posterior al retiro del CIDR.
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Cuadro 5.1. Ingredientes de la dieta suministrada a ovejas durante la etapa de gestacion y

lactancia

Ingrediente Porcentaje en la dieta
Maiz molido 40.00

Sorgo molido 11.15

Pasta de soya 12.08

Rastrojo de maiz 30.05

Melaza 5.00

*Sal mineral 1.00

* Fosforo (17.5 %), Sodio (12.9 %), Calcio 5.6 %, Magnesio 3.4 %.

5.4.2 Muestreos

Las ovejas fueron muestreadas en la vena yugular con tubos de 5 mL con EDTA para la
obtencion de plasma, cuando se encontraban no gestantes (dia 5 del ciclo estral), al 1er, 2do, 3er,
4to mes y al dia 143 de gestacion; asi como a los 5 dias y al ler mes de lactancia. Los tubos
fueron centrifugados a 2500 g por 10 minutos a 4°C. El plasma fue depositado en tubos de

criostato y almacenado a -40° C hasta su analisis.

El promedio del tiempo de gestacion de las ovejas fue de 146 dias, por lo que el muestreo en el
dia 143 correspondio a muestrear a las ovejas 3 dias antes del parto. Todas las ovejas parieron

una sola cria.

5.4.3 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total se midi0 usando la técnica FRAP (poder antioxidante de
reduccion férrica) de Benzie y Strain (1999). Se preparo una mezcla formada por una solucion

amortiguadora de acetato 300 mM a pH 3.6, una solucion acuosa de cloruro férrico
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hexahidratado (Fe 111) 20 mM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM (disuelto en HCI 40
mM), en una relacion 10:1:1 respectivamente. Se tomd 1.5 mL de mezcla y se agregaron 50 uL
de muestra. Las muestras se incubaron a 37 °C por 10 min y se obtuvieron sus absorbancias por
espectrofotometria a 593 nm. Se utilizé 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-croman-2-acido carboxilico

(trolox) a diferentes concentraciones (0.2 -1.6 mM) como estandar para calcular los resultados.

5.4.4 Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se midié mediante la prueba de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS) de acuerdo al procedimiento descrito por Ohkawa et al. (1979) con algunas
modificaciones. Se tomo una alicuota de 100 pL y se afiadié 1 mL de &cido tiobarbiturico al
0.8% y 2 mL de &cido acético al 20% ajustado a pH 2.5. Las muestras se mantuvieron en
ebullicion 60 min y posteriormente se enfriaron con agua y hielo. Se les agregaron 5 mL de n-
butanol (n-butyl alcohol) y se agitaron vigorosamente para luego centrifugarse 10 min a 4000
rpm. Las absorbancias de los sobrenadantes se midieron por espectrofotometria a 532 nm. Los
resultados se calcularon utilizando diferentes concentraciones (1-8 mM) de malondialdehido

(MDA), obtenido por hidrdlisis acida a partir de 1,1,3,3- tetraetoxipropano.

5.4.5 Glutation peroxidasa

Para medir la actividad de la glutatién peroxidasa se empled la técnica de Lawrence vy Burk
(1976). Alicuotas de 100 pL se tomaron por duplicado de cada muestra; a cada una se les
agregaron 800 pL de una mezcla formada por solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM (pH
7.0) con EDTA 1 mM y azida de sodio 1 mM, GSH (reducido) 1 mM, glutation reductasa 1U/ml
y NADPH 0.2 mM. Cada prueba se acompafié de un control sin muestra para descartar la

oxidacion no enzimatica del NADPH. Las pruebas y los controles se incubaron a 37 °C por 5
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min y luego se les agregaron 100 ul de H,0, 2.5 mM. La absorbancia se leyé a340 nma los 0y
5 min. El coeficiente de absorcién molar del NADPH de 6.22 x 10® M™*cm™ se empleé para los

calculos. Los resultados del NADPH oxidado se presentan en nmol/mL/min.
5.4.6 Acido ascorbico

El andlisis de &cido ascorbico se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Jacota y Dani
(1982), con algunas modificaciones las cuales consistieron en colocar 1.6 mL de &acido
tricloroacético al 10 % y agregar 400 pL de plasma, agitar vigorosamente por 5 segundos,
incubar por 5 minutos en agua-hielo, y posteriormente centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Se
tomo6 1 mL del sobrenadante y agregaron 100 uL de folin fenol al 10 %. Se agitd por 3 segundos
e incubo a temperatura ambiente por 10 minutos. La lectura se hizo por espectrofotometria a 760

nm. Las curvas se realizaron con acido ascorbico a concentraciones de 0, 20, 40, 80 y 160 pug ml°

1
Para los andlisis se utiliz6 un espectrofotémetro UV-V15 marca Thermo Scientific. Todos los
analisis de los indicadores del estado oxidativo se hicieron por duplicado.

5.4.7 Anélisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza utilizandose el modelo estadistico Yij=p +Ti+ M;+ TiM; + Ax(i)

+ Eijk. Donde:

Yij=Respuesta del i-ésimo parto en el j-ésimo muestreo de la k-ésima repeticion, p= Media
general, T;= Efecto del i-ésimo parto, M;= Efecto del j-esimo muestreo, TiM;= Efecto del i-
ésimo parto en el j-ésimo muestreo, Ax(j)= Efecto del i-ésimo parto anidado al k-ésimo animal y

Eij= Error experimental. Cuando fue detectada alguna significancia menor a 0.05 se realizo una
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prueba de medias por la prueba de Tukey. Los analisis estadisticos se realizaron con el software

SAS version 9 (2002).

5.5 Resultados

5.5.1 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante no cambié por efecto del nimero de partos de las ovejas; sin

embargo, si se modifico por la gestacion y la lactancia (P<0.05) (Figura 5.1).

En cuanto a la gestacidn, la capacidad antioxidante de las hembras disminuyd en el mes 1
(171.66 nmol trolox mL™) y 2 (146.39 nmol trolox mL™) con respecto a las hembras no
gestantes (227.72 nmol trolox mL™) (P<0.05). Sin embargo, ésta volvié a incrementarse desde
el tercer (168.29 nmol trolox mL™) y cuarto mes (205.11 nmol trolox mL™) hasta el dia 143 de
gestacion (223.25 nmol trolox mL™). Aunque no fue tan baja como en el segundo mes de
gestacion, en el dia 5 de lactancia se observé una segunda caida en la capacidad antioxidante
(185.36 nmol trolox mL-1), para posteriormente tener un incremento al mes de lactancia (256.03

nmol trolox mL-1).
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Figura 5.1. Capacidad antioxidante en plasma de ovejas de diferentes partos medida por la
técnica FRAP cuando estaban no gestantes, al primer, segundo, tercer y cuarto mes y en el dia 5

y primer mes de lactancia.

5.5.2 Lipoperoxidaxion

El nimero de partos modificé la lipoperoxidacion encontrandose que la oxidacion disminuyé al
incrementarse el nimero de partos (Cuadro 5.2), aungue solo existié diferencia (P<0.05) entre
ovejas de primer parto (4.02 nmol MDA mL™) y las de > 4 partos (3.49 nmol MDA mL™). La
oxidacion en plasma también se modifico por el estado fisioldgico de las ovejas. Esta fue menor
(P<0.05) en el dia 143 de gestacion con respecto a los demas periodos durante la gestacion y

lactancia (Figura 5.2).

Cuadro 5.2. Concentraciones de malondialdehido en ovejas de diferentes partos

1 parto 2 partos > 4 partos
nmol MDA mL™* 4.02 +0.13 3.69 +0.13% 3.49 +0.13°
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Figura 5.2. Concentraciones de malondialdehido (MDA) en plasma de ovejas de diferentes
partos medida por la técnica TBARS cuando estaban no gestantes, al primer, segundo, tercer y

cuarto mes y en el dia 5y primer mes de lactancia.

5.5.3 Glutation peroxidasa

El nimero de partos no influyé en los valores de la glutation peroxidasa. Estos valores se
modificaron (P<0.05) por el estado fisioldgico de las ovejas, encontrandose los valores maximos
en el segundo mes de gestacion y en el dia 5 de lactancia, por el contrario los valores mas bajos
se encontraron en el primer y tercer mes de gestacion. En los demas periodos de la gestacion y

lactancia no se encontrd una tendencia definida (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Glutation peroxidasa en plasma de ovejas de diferentes partos cuando estaban no

gestantes, al primer, segundo, tercer y cuarto mes, y en el dia 5 y primer mes de lactancia.

5.5.4 Acido ascorbico

El nimero de partos no influyé (P<0.05) en los valores de acido ascorbico; sin embargo, se
observé que los niveles de acido ascorbico fueron disminuyendo (P<0.05) desde que las ovejas
estaban no gestantes (10.14 pg mL™) hasta alcanzar sus valores més bajos en el tercer mes de
gestacion (3.99 pg mL™), lo que representa una disminucién de alrededor del 60.4 % de la
vitamina C. Posterior a esto se encontré un incremento (P<0.05) en el cuarto mes de gestacion
(5.79 pg mL™) e incrementd atn méas en el dia 143 de gestacion (6.95 pg mL™). Aunque no fue
significativo (P>0.05) en el dia 5 de lactancia se observo una segunda disminucion (5.36 pg mL”

! figura 5.4).
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Figura 5.4. Acido ascorbico en plasma de ovejas de diferentes partos a través de la lactancia y

gestacion.

5.6 Discusioén

5.6.1 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante presentd dos caidas, la primera en el segundo mes de gestacion, la
cual empieza su descenso desde el primer mes de gestacion. La segunda caida se presentd 5 dias

posteriores al parto, aunque esta fue menor a la primera.

Turk et al. (2013) encontraron que la capacidad antioxidante en vacas lecheras disminuye una
semana antes del parto, mientras que en el presente estudio en ovejas se encontré una caida 5
dias posteriores al parto. Kankofer et al. (2010) reportan que en vacas la capacidad antioxidante
incrementa 4 semanas antes del parto hasta 5 dias después del parto, con una dramatica
reduccion al parto, observandose otro aumento después del parto; algo similar se encontré en la

presente investigacion, donde después de la primer reduccion en la capacidad antioxidante en el
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segundo mes de gestacidn existio un incremento hasta el dia 143 de gestacién, solo que a
diferencia de Kankofer et al. (2010) la caida en la capacidad antioxidante se presenta 5 dias

posteriores al parto para posteriormente volver a tener un incremento.

Las dos formas por las que se modifica la capacidad antioxidante son a través del consumo de
antioxidantes o porque el organismo hace una mayor utilizacion de estos. Debido a que las
ovejas consumieron la misma dieta durante la gestacion y lactancia, los cambios se pudieron
deber a una mayor utilizacién de los antioxidantes. Durante la gestacion el metabolismo de los
lipidos, los cuales son susceptibles a la oxidacion se ve modificado (Loy et al., 2013), es de
suponer que en este periodo se dan cambios en la utilizacion de antioxidantes, por lo que en el
presente experimento en los primeros 2 meses de gestacion y durante el parto el gasto de

antioxidantes incrementa para contrarrestar la produccion de radicales libres.

La disminucién de la capacidad antioxidante ha sido reportada alrededor del parto; sin embargo,
poco se sabia acerca de su disminucién en los primeros dos meses de gestacion cuando se llevan
a cabo eventos reproductivos importantes como la implantacion, desarrollo de la placenta, y
cambios hormonales. Previo a estas disminuciones es necesario evaluar la suplementacion con
antioxidantes y su beneficio fisioldgico y reproductivo, ya que se ha demostrado que la
suplementacién con antioxidantes en la dieta incrementa la capacidad antioxidante en plasma

(Liu et al., 2013).

5.6.2 Lipoperoxidacion

Al incrementarse el nimero de partos disminuyeron los niveles de malondialdehido, es decir que
al incrementarse el nimero de partos la susceptilidad a la oxidacion disminuyo; por el contrario

Salar-Amoli y Baghbanzadeh (2010) encontraron que los valores de MDA son mayores en
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ovejas de 71 a 90 meses que en ovejas de 10 a 30 meses de edad, en el presente experimento
estas diferencias se pudieron deber a que se utilizaron borregas en diferentes etapas de la
gestacion y lactancia donde el mecanismo antioxidante de las borregas de primer parto no fue
tan eficiente para contrarrestar la oxidacion lipidica. Los valores de MDA se mantuvieron
relativamente estables a través de la gestacion y la lactancia, con excepcion del dia 143 de

gestacion (3 dias antes del parto) donde se observo una disminucion.

En vacas lecheras se ha visto que la oxidacion lipidica es mayor al final de la gestacion que en el
primer y segundo trimestre de gestacion (Turk et al., 2008), mientras que Bernabucci et al.
(2005) al estudiar el estado oxidativo durante el periparto encontraron que la oxidacion se
incrementa 5 dias antes del parto hasta llegar a sus valores maximos 25 dias posteriores al parto.
En ovejas se han encontrado diferentes resultados, Rezapour v Taghinejad-Roudbaneh (2011)
encontraron que al avanzar la gestacion se incrementa la lipoperoxidacion, por el contrario
Oztabak et al. (2005) al medir los valores de MDA en dos tiempos de gestacion encontraron que
la oxidacion es similar en el dia 105 y 148 de gestacion. Ademas del plasma, la lipoperoxidacién
ha sido determinada en 6rganos reproductivos como los placentomas de borregas, donde se ha
observado que la concentracion de MDA es mayor en el dia 80 que en los dias 35 y 55 de
gestacion (Garrel et al., 2010). En borregas con gestaciones dobles la lipoperoxidacion se
incrementa (Gur et al., 2011), por lo que el incremento en el metabolismo puede ser la causa
principal del incremento de la lipoperoxidacion; en el presente experimento todas las borregas

parieron una sola cria.
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5.6.3 Glutatién peroxidasa

La GSh-Px el cual es un antioxidante enzimatico que cataliza la reduccion de peroxido de
hidrogeno a formas menos dafiinas no presentd una tendencia definida en sus valores, ya que
estos variaron a través de la gestacion y la lactancia. Los valores mas altos se encontraron en el
segundo mes de gestacion y en el dia 5 de lactancia, estos valores coinciden con las dos caidas
en capacidad antioxidante, por lo que la GSh-Px pudiera estar incrementandose en las dos caidas
que se dieron en la capacidad antioxidante para prevenir la oxidacion lipidica y mantener los
niveles de malondialdehido. EI segundo pico de la glutation peroxidasa coincide con Liu et al.
(2013) quienes reportaron que la concentracion de GSH-Px se incrementa en los dias 1 y 7
postparto con respecto a 21 dias anteriores y posteriores al parto. Erisir et al. (2009) en borregas
gestantes reportan que los valores de glutation peroxidasa son mas altos en el segundo y tercer
mes de gestacion. Se ha evaluado la glutation peroxidasa en diferentes estructuras ovaricas
encontrandose que en el cuerpo luteo la actividad de la glutation peroxidasa es menor en el dia
15 con respecto a los dias 40, 60, 80 y 128 (Al-Gubory et al., 2004). En placentomas durante la
gestacion temprana se ha encontrado que los valores de glutation peroxidasa se incrementan del
dia 35 al 80 (Garrel et al., 2010), mientras que Gur et al. (2011) reportan que borregas con dos
fetos tienen valores méas bajos de esta enzima que las borregas con un solo feto y que las no

prefiadas.

5.6.4 Acido ascorbico

La concentracion de acido ascorbico no se modificd por el nimero de partos de las borregas. El
acido ascorbico tuvo sus valores més bajos al tercer mes de gestacion; también al igual que la

capacidad antioxidante, en el dia 5 de lactancia se observé una segunda caida, aunque esta fue
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menor que la primera; esto coincide con Kankofer et al. (2010) quienes al evaluar los niveles de
acido ascérbico en vacas lecheras 4 semanas antes del parto hasta 5 semanas de lactancia
encontraron que el acido ascorbico disminuye al parto. A pesar que la concentracion de &cido
ascorbico se incrementd posterior a la caida que se presentd en el tercer mes de gestacion, sus
concentraciones no volvieron a ser iguales a las que tenian las ovejas no gestantes. Los
resultados del presente experimento concuerdan con Mohebbi-Fani et al. (2012) quienes al
evaluar la concentracion de cido ascérbico y vitamina A en los dias 1, 7, 21 y 120 de gestacién
encontraron que esta disminuye al avanzar la gestacion; sin embargo, por los tiempos de
muestreo estos autores no detectaron que en el tercer mes de gestacion existe una caida en la

concentracion de acido ascorbico para posteriormente incrementar sus niveles.

En camellas, la concentracion de acido ascorbico es mas baja durante la prefiez que durante la
lactancia y cuando estan no gestantes (Mohamed et al., 2010). Vannucchi et al. (2007) en perras
demostraron que los valores de vitamina A y E disminuyen durante la gestacion contrarrestando
con esto el estrés oxidativo. En el presente estudio se especula que al disminuir la vitamina C
durante la gestacion cumplié una funcidén importante en evitar que la oxidacion lipidica se
incrementara y evitar el estrés oxidativo. A este respecto Olayaki et al. (2008) demostraron que
la suplementacién de vitamina C durante la prefiez en mujeres reduce la concentracion de MDA.
Ademas del plasma, en algunas estructuras reproductivas como en los ovarios de cerdas se ha
visto que el acido ascorbico varia de acuerdo al ciclo estral y el periodo de gestacion (Petroff et
al., 1996). Se demostré que aunque las ovejas son capaces de sintetizar el acido ascorbico;
durante la gestacion y lactancia su concentracion se ve reducida, por lo que es necesario
determinar si lo que disminuyd fue su sintesis o se incrementd su utilizacion asi como sus

probables beneficios en su suplementacion.
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5.7 Conclusiones

El nimero de partos no modifico la capacidad antioxidante, glutation peroxidasa y acido
ascorbico, aungue la susceptibilidad a la oxidacién disminuyd al incrementarse el numero de
partos, por lo que se especula que existe un mecanismo todavia desconocido en las ovejas de
varios partos para disminuir la lipoperoxidacion. Durante la gestacion y lactancia las ovejas
tienen cambios en su estado oxidativo, estos cambios fueron la reduccion en la capacidad
antioxidante en el segundo mes de gestacion y a los 5 dias de lactancia, tiempo en el cual se
observaron los maximos valores en la glutation peroxidasa. La vitamina C al igual que la
capacidad antioxidante tuvo dos caidas, una dramatica disminucion al tercer mes de gestacion y
otra a los 5 dias de lactancia. Es de suponer que estos cambios en el plasma de ovejas son para
prevenir la lipoperoxidacion, ya que se observé que esta no se incrementd, si no por el contrario

disminuy06 3 dias antes del parto.
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VI. ESTADO OXIDATIVO Y PARAMETROS REPRODUCTIVOS EN OVEJAS
SUPLEMENTADAS CON PULPA DE CAFE (Coffea arabica) DURANTE LA
SINCRONIZACION Y AL INICIO DE LA GESTACION

6.1 Resumen

Se evalud la suplementacion con pulpa de café en el estado oxidativo y en las caracteristicas
reproductivas en ovejas durante la sincronizacion del estro y al inicio de la gestacion. Cuarenta
ovejas fueron distribuidas en dos tratamientos, TO: (n=21) ovejas suplementadas con 450 g de
alimento testigo y T1: (n=19) ovejas suplementadas con 450 g de alimento con 25 % de pulpa de
café. La suplementacion se realizé desde 14 dias antes de insertar el progestageno hasta 25 dias
después del empadre. Se aplicaron dos dosis de prostaglandinas a intervalo de 8 dias; 6 dias
después de la segunda aplicacién se insertd el CIDR por 11 dias, posteriormente a las 18 horas
se inicié la deteccion de estros, realizandose las montas. Se tomaron muestras de sangre a
diferentes tiempos de la sincronizacion y del inicio de la gestacion para determinar el estado
oxidativo y la concentracion de progesterona. La suplementacion con pulpa de café no afect6 el
inicio de estros, porcentaje de estros y concentraciones de progesterona, pero disminuyo la
fertilidad de 100 a 78.94 %. Antes de la insercién del CIDR las ovejas suplementadas con pulpa
de café tuvieron una mayor capacidad antioxidante. La pulpa de café no modificé la oxidacion
lipidica; sin embargo, ésta se afectd por el tiempo de muestreo, disminuyendo después del retiro
del progestageno hasta alcanzar sus valores mas bajos a los 22 dias de prefiez. Se concluye que
aunque la suplementacién con pulpa de café incrementd la capacidad antioxidante previo a la
insercion del progestageno, no es recomendable en ovejas durante la sincronizacion y el inicio

de la gestacion debido a que disminuye el porcentaje de gestacion.

Palabras clave: capacidad antioxidante, fertilidad, oxidacion, progestageno.
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6.2 Abstract

The effect of diet supplementation with coffee pulp on the oxidative state and reproductive
characteristics was assessed in ewes during estrus synchronization and in early gestation. Forty
ewes were distributed in two treatments: TO (n=21) ewes fed 450 g control feed, and T1 (n=19)
ewes supplemented with 450 g of feed of which 25 % was coffee pulp. Supplementation began
14 days before inserting progestagen and ended 25 days after breeding. Two dosages of
prostaglandins were administered one week apart; 6 days after the second application,
progestagen (CIDR) was inserted and left for 11 days. Eighteen hours later estrus detection
began by mounting rams. Blood samples were taken at different times of synchronization and of
early pregnancy to determine oxidative state and progesterone concentration. Supplementation
with coffee pulp did not affect estrus onset, estrus percentage or progesterone concentrations,
but fertility diminished from 100 to 78.95 %. The antioxidant capacity showed an effect of
interaction. It was found that before insertion of progestagen, the ewes fed diets supplemented
with coffee pulp had greater antioxidant capacity. Coffee pulp did not modify lipid oxidation;
however, this variable was affected by sampling time, decreasing after removal of the
progestagen to its lowest values 22 days into pregnancy. It is concluded that, although
supplementation with coffee pulp increased antioxidant capacity before insertion of progestagen,
it is not recommended for ewes during synchronization or early pregnancy since it decreases

gestation rate.

Key words: antioxidant capacity, fertility, oxidation, progestagen.
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6.3 Introduccion

La sincronizacion de estros ha sido ampliamente utilizada con el fin de programar los partos e
incrementar el numero de corderos, asi como introducir semen de alto valor genético al rebafio.
Diferentes trabajos se han realizado con la finalidad de incrementar las tasas de gestacion,
siendo la progesterona la principal hormona utilizada en estos protocolos (Hashemi et al., 2006;
Seekallu et al., 2010; Fleisch et al., 2012) teniendo resultados variables al diagnostico de prefiez.
Diversos autores sefialan que es durante el inicio de la gestacion donde se producen fallas en la
fertilidad, en el reconocimiento materno y la implantacion (Fthenakis et al., 2012). Estas fallas
han sido atribuidas a diversos factores como un inadecuado aporte de progesterona, problemas

patoldgicos y cambios metabolicos.

El uso de progesterona exdgena durante la sincronizacion incrementa la concentracion de
malondialdehido, el cual es un indicador de oxidacion lipidica (Sonmez et al., 2009). Ademas se
ha reportado que los cambios metabdlicos modifican el estado oxidativo de los animales,
pudiendo generar estados de estrés oxidativo (See-Ling et al., 2013). Al-Gubory et al. (2010)
reportan que los cambios metab6licos durante la gestacion y el aporte de progesterona pudieran
ocasionar estrés oxidativo, el cual ocasiona fallas en los procesos reproductivos como dafios a
lipidos, proteinas, DNA, infertilidad y abortos (Al-Gubory et al., 2010). EI conocimiento en el
estado oxidativo previo y posterior a la sincronizacién de estros pudiera ayudar a determinar los
tiempos de suplementacion con antioxidantes y traer beneficios en la mejora de las variables
reproductivas, ya que se ha visto que el aporte de antioxidantes como la vitamina E antes de la

inseminacién incrementa la prolificidad y reduce la oxidacion lipidica (Sonmez et al., 2009).
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La pulpa de café es un producto altamente disponible en zonas cafetaleras con alto contenido de
compuestos fendlicos y gran capacidad antioxidante (Arellano et al., 2011), sin embargo,
contiene 0.87 % de cafeina (Ferreira et al., 2001), la cual en humanos no es recomendable
debido a que retarda el crecimiento fetal en el Gltimo tercio de gestacion (Vik et al., 2003),
ademaés de ocasionar pérdidas embrionarias en la gestacién temprana (Stefanidou et al., 2011).
Algunos productos del procesado del café han sido probados en vacas lecheras para ver sus
efectos en el metabolismo y en la produccidon de leche, encontrando que puede ser incluida hasta
en un 15 % sin afectar la produccion (Cipriano et al., 2006) o ser incluida en un 25 % del
concentrado en una relacion 60:40 forraje:concentrado (Soares et al., 2007a; Soares et al.,
2007b). Aunque la inclusiéon de los subproductos del procesado de café a las dietas de los
animales ha sido viable a determinados porcentajes de su concentracion, es necesario determinar
su influencia en las variables reproductivas, ya que esta contiene antioxidantes naturales los
cuales ayudarian a contrarrestar la lipoperoxidacién, pero por el otro lado contiene cafeina la
cual ha generado controversia por sus efectos en la reproduccion. Los objetivos de la
investigacién fueron conocer el estado oxidativo de ovejas durante la sincronizacion de estros y
al inicio de la gestacidn, asi como la influencia de la suplementacién con 25% de pulpa de café

incluida en el concentrado en las caracteristicas reproductivas y estado oxidativo.

6.4 Materiales y métodos

La presente investigacion se desarroll6 de acuerdo a las normas de ética, bioseguridad y

bienestar animal del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.
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El estudio se realizd de septiembre a abril del 2014 en las instalaciones de la granja experimental
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Se utilizaron 40 ovejas de 3 a 4 partos
cruzas de Dorset y Suffolk, las cuales fueron alimentadas con pacas de avena y distribuidas en
un disefio completamente al azar en 2 tratamientos. TO: (n=21) ovejas suplementadas con 450 g
de alimento sin pulpa de café y T1: (n=19) ovejas suplementadas con 450 g de alimento con 25
% de pulpa de café. La suplementacion se realiz6 de manera individual a las 8:00 am. Para ello
las ovejas fueron alojadas en corraletas individuales de 8:00 am a 10:00 am, posteriormente se
agruparon y alimentaron con pacas de avena a libre acceso. El alimento contenia 13 % de
proteina cruda y 2.8 Mcal/kg de materia seca (Cuadro 6.1). Las ovejas fueron suplementadas
desde el inicio del experimento cuando se inicid la presincronizacion (14 dias antes de insertar el
progestageno) hasta 25 dias después del empadre (Figura 1). El tiempo de suplementacion fue
determinado para evaluar el efecto de la pulpa de café como flushing y hasta los 25 dias en que
es posible el diagndstico de gestacion. La inclusion de 25 % de pulpa de café en el concentrado

fue de acuerdo a trabajos previos en Brasil (Soares et al., 2007a; Soares et al., 2007b).
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Cuadro 6.1. Composicion de las dietas proporcionadas a las ovejas durante la sincronizacion y

posterior al empadre

Ingrediente TO Tl
Heno de avena % 25 0
Pulpa de cafe % 0 25
Maiz % 58 60
Soya % 11

Melaza % 5

Sal mineral* % 1 1
Capacidad antioxidante pmol 54.36 92.3
Trolox/g MS

* Fosforo 17.5 %, Sodio 12.9 %, Calcio 5.6 %, Magnesio 3.4 %.

TO: Dieta testigo, T1: dieta con 25 % de pulpa de café

6.4.1 Sincronizacion de estros

Al inicio del experimento las ovejas fueron presincronizadas con dos dosis de 0.5 mL de
prostaglandinas (celosil) a intervalo de 8 dias. EI 100 % de las ovejas presincronizadas
mostraron estro a la segunda aplicacion de prostaglandinas por lo que es de suponer que tenian
un cuerpo luteo y solo las borregas ciclando fueron utilizadas. Seis dias posteriores a la segunda
aplicacion de prostaglandina se insertdé un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g de
progesterona (CIDR) por 11 dias. Después de 18 horas de retirado el CIDR se inici6 la deteccion
de estro a intervalos de 8 horas con machos equipados con un mandil protector para evitar la
monta (Figura 6.1). Las montas se realizaron con 8 sementales de la misma raza con fertilidad

comprobada a las 8 y 16 horas después de detectado el estro.
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Diagnostico
PGF2a Retiro CIDR de gestacion
PGF2a CIDR
Maontas
| | I |
0 8 14 75 2628 50 55
Suplementacion con 450 g de alimento sin y con 25% de pulpa de café
L |
Muestreo para estado oxidativo 14 17 20 23 26 32 38 a1 50
Muestreos para progesterona 14 17 20 23 260 29 32 35 38 41 44

Figura 6.1. Protocolo de sincronizacion y muestreos para medir estado oxidativo y progesterona

en ovejas testigo y con 25 % de pulpa de café en el concentrado.

6.4.2 Variables reproductivas

Se consideré como inicio de estro cuando las ovejas permitieron que los machos las montaran.
El diagndstico de gestacion se realiz6 con un ultrasonido de tiempo real Sonovet 600 y un
transductor lineal transrectal de 7.5 Mhz; el cual se realiz6 a los 30 y 60 dias posteriores a las
montas; para calcular el porcentaje de gestacion se dividio el nimero de ovejas diagnosticadas
prefiadas entre el nimero de borregas a las que se les dio monta. La prolificidad se midié
dividiendo el nimero de borregos nacidos entre el nimero de ovejas paridas. El peso al

nacimiento de los corderos se registré dentro de las primeras 12 horas de paridas las ovejas.
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6.4.3 Muestreos para estado oxidativo

Para medir el estado oxidativo se tomaron muestras de sangre de la vena yugular para la
obtencion de plasma con tubos de 5 mL con EDTA al inicio del experimento (previo a la
suplementacién), antes de la insercion del CIDR y cada 3 dias hasta el dia 26 de iniciado el
experimento, el cual correspondié al dia posterior de retirado el CIDR; posteriormente se
muestre0 cada 6 dias hasta el dia 50 de iniciado el experimento, tiempo en el cual terminé la
suplementacién con concentrado (Figura 6.1). Los tubos fueron centrifugados a 2500 g por 10

minutos a 4 °C. El plasma fue almacenado a -40 °C hasta su anélisis.

6.4.4 Capacidad antioxidante total

Se midio6 usando la técnica poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) de Benzie y Strain
(1999). Para esto se preparé una mezcla compuesta por bulfer de acetato 300 mM a pH 3.6,
cloruro férrico hexahidratado (Fe Ill) 20 mM y 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 10 mM
(disuelto en HCI 40 mM), en una relacion 10:1:1 respectivamente. Se tomd 1.5 mL de mezclay
se agregaron 50 pL de plasma. Se incubd a 37 °C por 10 min y se obtuvieron sus absorbancias
por espectrofotometria a 593 nm. Para la interpretacion de los resultados se utilizd 6-hydroxy-2-
5-7-8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid (trolox) a diferentes concentraciones (0.2 nmol-1.6

nmol/uL) como estandar para calcular los resultados.

6.4.5 Oxidacién lipidica

Se midié mediante la prueba de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo
a la técnica de Ohkawa et al. (1979). Para esto se preparo una mezcla de acido tiobarbiturico al
0.8 % y &cido acetico al 20 % ajustado a pH 2.5. Se afiadio 1 mL de acido tiobarbiturico al 0.8

%, 2 mL de &cido acéticoy 100 pL de plasma. Esta mezcla de mantuvo en ebullicion 60 min
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y posteriormente se enfriaron con agua y hielo. Se le agregaron 5 mL de n-butanol (n-butyl
alcohol) y se agitd vigorosamente para luego centrifugarse por 10 min a 4000 rpm. Se recolecto
el sobrenadante y se midié por espectrofotometria a 532 nm. Los resultados se calcularon
utilizando diferentes concentraciones (1-8 nmol) de malondialdehido (MDA), obtenido por

hidrolisis &cida a partir de 1,1,3,3- tetraethoxypropane.
6.4.6 Muestreo y analisis de progesterona

Para la medicién de progesterona se colectaron muestras de sangre de la vena yugular con tubos
de vacio vacutainer antes de la insercion del CIDR y cada tercer dia hasta el dia 44 de iniciado el
experimento, el cual correspondid a un ciclo estral después de retirado el CIDR (Figura 1). Los
analisis de P4 se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics, UK Ltd, 280
Muster Road, London SW6 6BQ). La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL™ con coeficiente

de variacion intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7 %, respectivamente.
6.4.7Analisis estadistico

Para el analisis de la capacidad antioxidante y oxidacion lipidica se realizé un analisis de
varianza utilizadndose como efectos fijos el tratamiento y el periodo de muestreo. EI modelo

estadistico utilizado fue Yijk=p +Ti+ Mj + TiMj + Ak(i) + Eijk. Donde:

Yijk= Respuesta del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo de la k-ésima repeticion, p=
Media general, Ti= Efecto del i-ésimo parto, Mj= Efecto del j-ésimo muestreo, TiMj= Efecto
del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo, Ak(i)= Efecto del i-ésimo tratamiento anidado al

k-ésimo animal y Eijk= Error experimental.
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Para el analisis de fertilidad y presentacion de estros se realizé una prueba de chi cuadrada. Para
prolificidad, se utiliz6 el procedimiento GENMOD del SAS. Los analisis estadisticos se

realizaron con el software SAS version 9 (2002).

6.5 Resultados

El 100 % de las borregas de ambos tratamientos mostraron estro después de retirado el
progestageno. La inclusion de 25 % de pulpa de café en el concentrado no modifico el inicio de
estro después de retirado el progestageno, el cual fue de 31.61 £ 1.60 horas para el tratamiento
testigo y 34.94 + 2.61 horas para el tratamiento con la inclusion de 25 % de pulpa de café en el
concentrado. El porcentaje de gestacion a los 30 dias disminuyé (P<0.05) un 21.06 % por efecto
de la inclusion de pulpa de café en el concentrado; sin embargo, posterior a este tiempo no se
observaron absorciones embrionarias, ya que el mismo nimero de ovejas diagnosticadas

prefiadas a los 30 dias fueron las que se diagnosticaron prefiadas a los 60 dias (Cuadro 6.2).
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Cuadro 6.2. Variables reproductivas en ovejas sincronizadas y suplementadas con 25% de pulpa

de café en el concentrado

T0 T1 Valor de P

Estro (%) 100 100

Inicio de estro (horas) 31.61+160 34941261 0.160
Gestacion a los 30 dias (%) (21/21) 100*  (15/19) 78.94° 0.026
Gestacion a los 60 dias (%) (21/21) 100*  (15/19) 78.94°  0.026
Paricion (%) (21/21) 100°  (15/19) 78.94° 0.026
Prolificidad 1.52 1.50 0.900
Peso de la camada al 6.85+0.42 7.09 £ 0.52 0.752

nacimiento (kg)

TO: ovejas suplementadas con 450 g de dieta testigo, T1: ovejas suplementadas con 450 g de concentrado con 25 %
de pulpa de café.

Letras diferentes en la misma hilera indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).

Existio interaccion entre el tiempo de muestreo y tratamiento en la capacidad antioxidante de las
ovejas. Se encontrd que en el muestreo previo a la insercion del progestageno, la capacidad
antioxidante fue mayor para las ovejas suplementadas con 25 % de pulpa de café que en las
ovejas del tratamiento testigo, no encontrdndose diferencias entre tratamientos (P<0.05) en los
deméas dias de muestreo. También se observé que en ambos tratamientos la capacidad
antioxidante fue disminuyendo desde el retiro del progestageno hasta los 22 dias de gestacién

(Cuadro 6.3).
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Cuadro 6.3. Capacidad antioxidante en ovejas durante la sincronizacion de estro con

progestageno y en las primeras semanas de gestacion

Muestreo FRAP (nmol trolox mL™)
TO T1
Antes de suplementacion 221.31+5.11 213.81 £5.39
Insercién del progestageno 179.04 + 4.92° 221.21 +5.18°
Tercer dia del progestageno 230.15+5.11 234.39 £5.39
Sexto dia del progestageno 210.17 £5.11 223.07 £5.39
Noveno dia del progestageno 207.03 £5.38 192.83 +5.39
1 dia posterior al 250.27 £5.11 247.38 £ 6.61
retiro del progestageno
4 dias de gestacion 239.96 +5.11 217.39 £ 6.61
10 dias de gestacion 200.23 £5.11 195.39 + 6.61
16 dias de gestacion 186.15 + 5.69 181.31 £ 6.61
22 dias de gestacion 178.87 +5.38 170.71+7.19

TO: Ovejas suplementadas con 450 g de dieta testigo, T1: ovejas suplementadas con 450 g de concentrado con 25 %
de pulpa de café.

FRAP: Poder Antioxidante de Reduccién Férrica.

La lipoperoxidacion no se modificd por efecto de tratamiento (P>0.05) pero si se cambi6 por el
tiempo de muestreo (P<0.05). No se observaron cambios antes de la suplementacion y durante el
tiempo de sincronizacidén; sin embargo, un dia posterior al retiro del progestdgeno cuando las
ovejas empezaron a entrar en estro se observé un incremento en la oxidacion lipidica con
respecto al inicio del experimento cuando las borregas se encontraban no gestantes. No obstante
posteriormente al inicio de la gestacion se observé que la oxidacion lipidica empez6 a disminuir

hasta alcanzar sus valores mas bajos a los 16 y 22 dias de prefiez (Figura 6.2).

120



ak]

b ah b ah ah
25 A =
v — = be = bc
s ) =l =l = =l =l = c ¢
= =l ||| = =l || = —
8 15 = =l = = = = =l S
K= = = = — = — —
E 1 = = = = = = =
05 - =l ||| = =l = = = =To
D T = T = T = T T = T = = = T 1 I I T 1
be S I & éb@".- O
2 il 2 g P i g i W& 4%
& & 2 g & & a}E-Q gaq e 2"
& i o ov o oo & o o°
N g g ! I\ % L L B
& . &9 g & S B 3
< & P P & ™ ne ] A
ne o i o
[ o Rl e o o
& éﬂ‘.\ n}b o o,a} &
L& \{E:- . bl?..-
o
'}b

Figura 6.2. Lipoperoxidacion en ovejas durante la sincronizacion con progestdgeno y en las
primeras semanas de gestacion

La suplementacion con 25 % de pulpa de café en el concentrado no modificd (P<0.05) la
concentracion de progesterona en ninguno de los muestreos realizados (Cuadro 6.4). Se observo
que después de la insercion del CIDR en ambos tratamientos la concentracion de progesterona
se incrementd teniendo una caida en el muestreo del dia después del retiro del progestageno;

posteriormente se incremento al ir avanzando el tiempo de gestacion.
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Cuadro 6.4. Concentraciones de progesterona en ovejas suplementadas con pulpa de café

Progesterona

Dia del muestreo TO Tl
Insercion del CIDR 4.80 £ 1.36 3.82+1.57
Tercer dia con el CIDR 8.06 £ 0.46 8.21£0.50
Sexto dia con el CIDR 8.33+£0.54 9.22 £+ 0.57
Noveno dia con el CIDR 9.36 £ 0.60 8.46 £ 0.63
1 dia posterior al 0.47 £0.04 0.55+0.05
retiro del progestageno

4 dias de gestacion 0.65 £ 0.07 0.56 £ 0.09
6 dias de gestacion 3.23+0.21 2.75+0.24
9 dias de gestacion 6.03 £ 0.44 592 +0.54
12 dias de gestacion 7.76 £ 0.61 7.27+£0.72
15 dias de gestacion 8.89 £ 0.58 7.49 £ 0.69
18 dias de gestacion 9.38 + 0.54 9.61 +0.66

TO: Ovejas suplementadas con 450 g de dieta testigo, T1: ovejas suplementadas con 450 g de concentrado con 25%
de pulpa de café.

CIDR: Dispositivo vaginal liberador de progesterona.

6.6 Discusion

La inclusidn de 25 % de pulpa de café en el concentrado no modificé el inicio de estro. El inicio
de estro después de retirado el CIDR fue de 31.61 horas en el tratamiento testigo y 34.94 horas
en el tratamiento con la inclusién de 25 % de pulpa de café, el cual es similar a 36.2 horas que
reportan Cleeff et al. (1998), pero mayor que las 26.5 horas de retirado el CIDR reportado por

Godfrey et al. (1999).

La menor fertilidad en las ovejas que consumieron 450 gramos de concentrado con 25 % de
pulpa de café posiblemente es debido a la concentracion de 0.87 % de cafeina en la pulpa de

café (Ferreira et al. 2001). La cafeina es una metilxantina que en humanos es rapidamente
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absorbida, la cual cruza la placenta. En mujeres se ha visto que el consumo de al menos 100 mg
de cafeina al inicio de la gestacion (6 a 12 semanas) tienen mayor riesgo de tener abortos
(Cnattingius et al., 2000) y de pérdidas fetales después de las 20 semanas de gestacion (Hammer
et al., 2005). También se ha visto que la cafeina llega al fluido folicular, por lo que pudiera
influir en el desarrollo folicular, aunque su mecanismo de accion exacto no esta determinando
(Al-Saleh et al., 2010). Posterior al primer diagnostico de prefiez en el dia 30 y al suspender el
consumo de pulpa de café en la dieta se observo que ya no existieron pérdidas embrionarias o
fetales, ya que las mismas borregas prefiadas a los 30 dias fueron las diagnosticadas prefiadas a

los 60 dias y al momento de la paricion.

No se encontrd que la alimentacion de las ovejas en los primeros 25 dias de gestacidn con pulpa
de café modificara el peso al nacimiento, al respecto Hammer et al. (2007) y Clausson et al.
(2002) no encontraron diferencias en peso al nacimiento y duracion de gestacion entre mujeres
que consumen café con cafeina y café descafeinado, mientras que Bracken et al. (2003)
observaron que el consumo de cantidades moderadas de cafeina no reduce el peso al nacer; sin
embargo, el consumo de dosis mayores de 600 mg de cafeina al dia se observa una reduccion del
peso al nacimiento. En el presente experimento tal vez no se encontraron diferencias en el peso
al nacimiento porque la suplementacion con pulpa de café solo se dio durante el primer mes de

gestacion y el mayor crecimiento fetal se presenta durante el Gltimo tercio de gestacion.

La inclusion de pulpa de café se ha evaluado a niveles de hasta 20 % en el concentrado de vacas
lecheras y no se han encontrado efectos adversos en la produccién y composicion de la leche.
(Pedraza-Beltran et al., 2012). Ademas, la cascara de café han sido administrada en un 25 % del
concentrado en vacas lecheras alimentadas en un proporcion 60:40 de forraje concentrado y se

han evaluado en fermentacion ruminal (Soares et al., 2007a), digestibilidad, asi como en la
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produccién y composicion de leche (Soares et al., 2007b); determinando que su inclusién es
posible en vacas lecheras en produccion. Este es el primer estudio con animales en el que se
determina que la inclusion de subproductos del procesado del café como la pulpa ocasiona
efectos adversos en la fertilidad. Si consideramos que cuando una vaca lechera esta lactando es
cuando en la mayoria de los casos se requiere que sea empadrada, 0 que en otros rumiantes
como las ovejas y cabras se requiere que sean empadradas inmediatamente después al destete, el
uso de la pulpa de café no es recomendable ya que disminuye la probabilidad que la hembra

quede gestante.

El estado oxidativo se ha evaluado principalmente en el periparto, encontrandose que durante
este periodo la susceptibilidad a la lipoperoxidacion se incrementa (Bernabucci et al., 2005). Sin
embargo, poco se sabia acerca del estado oxidativo durante la sincronizacion de estro y el inicio
de la gestacion. La inclusion de pulpa de café en el concentrado incrementd la capacidad

antioxidante antes de la insercién del progestageno.

En lo que respecta al tiempo de muestreo en la capacidad antioxidante es importante recalcar
que en ambos tratamientos un dia posterior al retiro del progestageno cuando empezaron las
montas, la capacidad antioxidante estaba en su maxima concentracion y fue disminuyendo al
avanzar la gestacion, aunque no existen antecedentes de la capacidad antioxidante en los
primeros dias de gestacién, otros autores han encontrado que esta disminuye unos dias antes del
parto (Turk et al., 2013). La oxidacion lipidica siguié la misma tendencia que la capacidad
antioxidante, la cual tendi6 a disminuir al avanzar la gestacion, por lo que es de suponer que la
caida en la capacidad antioxidante se debid a que los antioxidantes presentes en el animal fueron

usados para disminuir la oxidacion lipidica. Mas estudios son necesarios para determinar la
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importancia de los antioxidantes al inicio de la gestacion y sus probables beneficios en las

variables reproductivas.

La inclusién de pulpa de café en el concentrado no modifico la concentracion de progesterona en
ninguno de los muestreos, a este respecto se observo que el &cido ascorbico, el cual es un
antioxidante, incrementa la concentracion de progesterona en mujeres con fase lutea defectuosa
(Henmi et al., 2003); mientras que 20 mg de cafeina aplicada a borregas ovariectomizadas no
afecta la concentracion de otras hormonas reproductivas como la FSH y LH; sin embargo, la
concentracion de prolactina se incrementa con la administracion de cafeina (Scaramuzzi et al.,
1996). En el presente experimento, ni los antioxidantes o la cafeina presentes en la pulpa de café
modificaron la concentracion de progesterona en ovejas durante la sincronizacion y al inicio de
la gestacion. Bolumar et al. (1997) mencionan que el consumo de cafeina puede inhibir la
ovulacion o funcion del cuerpo lateo. En el presente experimento la pulpa de café disminuyé la
fertilidad, aunque no esta claro a que se debio ya que las concentraciones de progesterona, inicio
de estro, porcentaje de estros y prolificidad fueron similares entre las ovejas testigo y las

suplementadas con pulpa de café en el concentrado.

6.7 Conclusiones

La suplementacién con pulpa de café no afectd el inicio del estro, porcentaje de estros,
prolificidad y concentraciones de progesterona; sin embargo, incrementd la capacidad
antioxidante previo a la insercion del progestageno, a pesar de esto no es recomendable su
suplementacion en ovejas durante la sincronizacion y al inicio de la gestacion debido a que

disminuye la fertilidad.
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VIl. CONCLUSION GENERAL

La pulpa de café es un producto con gran disponibilidad en zonas cafetaleras el cual contiene
antioxidantes como el &cido clorogeénico, acido cafeico y &cido galico, ademés de cafeina. El
ensilado de pulpa de café incrementa el contenido de proteina cruda, fibra detergente acida, fibra
detergente neutra y lignina y disminuye el acido cafeico; sin embargo, la capacidad antioxidante
permanece sin cambios, por lo que la pulpa de café sin ensilar o ensilada muestra gran capacidad
antioxidante. La inclusion de pulpa de café ensilada y posteriormente deshidratada al 16% en la
dieta de ovinos en engorda, incrementa la capacidad antioxidante de las dietas y no afecta la
ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia y pH ruminal. Asi mismo la
inclusién de pulpa de café en la dieta de los ovinos incrementa el rendimiento de canal y
disminuye la grasa de rumen e intestinos. En lo que respecta a ovejas reproductoras la capacidad
antioxidante disminuye en el segundo mes de gestacion y a los 5 dias de lactancia, tiempo en el
cual se observan los maximos valores en la glutatién peroxidasa. La vitamina C tiene una gran
disminucion en su concentracién al tercer mes de gestacion y otra a los 5 dias de lactancia. La
suplementacién con pulpa de café en ovejas durante la sincronizacion y al inicio de la gestacion
incrementa la capacidad antioxidante previo a la insercion del progestageno, a pesar de esto no
es recomendable su suplementacion en ovejas durante la sincronizacion y al inicio de la
gestacion debido a que disminuye la fertilidad, aunque si puede utilizarse hasta el 16 % en las
dietas de ovinos de engorda debido a que no modifica las variables productivas e incrementa el

rendimiento de canal.
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