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RESUMEN

El deterioro microbiolégico de la carne de conejo depende de la especie de
microorganismos que la colonizan, del método de procesamiento y las condiciones
de almacenaje. Cuando la carne se mantiene a temperaturas entre 3-4°C, la carne
tiene una vida de anaquel entre 6 y 8 dias. El ajo es un antimicrobiano natural,
debido a sus compuestos sulfurados que se absorben y metabolizan otorgandole
una actividad antimicrobiana. El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad
sanitaria en carne de conejo en cuya dieta se adicion6 extracto acuoso de ajo
(EAA) para aumentar la vida de anaquel por al menos dos dias. El disefio
experimental fue completamente aleatorio realizando analisis de varianza y prueba
de Tukey (P<0,05). Los tratamientos fueron previamente determinados en un
estudio in vitro donde se midi6 la cinética de produccion de gas y la fermentacion
cecal con la adicion de diferentes concentraciones de extracto de ajo. Para el
estudio in vivo se utilizaron los siguientes tratamientos: 8.4 mL de agua por jaula
grupo testigo (GT); 4.2 mL de EAA con 4.2 mL de agua para el tratamiento uno
(T1) y 8.4 mL de EAA para el tratamiento dos (T2), asperjado cada tercer dia en el
comedero. En este estudio se usaron 84 conejos (PV 1.1+0.4 kg) Nueva
Zelanda/Chinchilla restringidos de alimento a los 70 dias por un periodo de 24 h
para su matanza. Se cuantificaron Unidades Formadoras de Colonias de Mesofilos
Aerobios (35+2 °C, 48 h), Coliformes Fecales (4512 °C, 24 h) y Psicréfilos (52 °C,
10 d), asi como pH y color a los dias 1, 3, 5, 7 y 9, bajo condiciones de
refrigeracion (4 °C) en muestras de Longissimus dorsi. Los tratamientos causaron
diferencias significativas (P<0,05) para Psicrofilos y Mesofilos Aerobios, los dias
en vida de anaquel afectaron el crecimiento de Psicrofilos. Todas las muestras
estuvieron libres de Coliformes Fecales, el color no tuvo diferencias estadisticas

significativas (P=0,05) durante la vida de anaquel.

Palabras clave: Conejo, ajo, vida de anaquel, analisis microbiolégico.
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ABSTRACT

Microbiological deterioration of rabbit meat depends on the species of
microorganisms that colonize it, the method of processing and storage conditions.
When the meat is kept at temperatures between 3-4 °C, it has a shelf life of
between 6 and 8 days. Garlic is a natural antimicrobial because of its sulfur
compounds wich are absorbed and metabolized giving it an antimicrobial activity.

The main objective for the present study was to evaluate the effect of aqueous
garlic extract addition over the microbiological sanitary food quality from rabbit
meat during its shelf life. The experimental design was completely randomized by
performing analysis of variance and Tukey's test (P<0.05). The treatments were
previously determined in an in vitro study in which the kinetics of gas production
and cecal fermentation were measured with the addition of different concentrations
of garlic extract. Following treatments were used for the in vivo study: 8.4 ml of
water per cage control group (GT); 4.2 ml of EAA with 4.2 ml of water for treatment
one (T1) and 8.4 ml of EAA for treatment two (T2), sprayed every three days on
the channel. 84 restricted rabbits (PV 1.1+0.4 kg) of New Zealand/Chinchilla food
were used over 70 days period of time and 24 h before the slaughter. Aerobic
Mesophilic Colony Forming Units (35+2 °C, 48 h), Fecal Coliforms (4512 °C, 24 h)
and Psychophiles (52 °C, 10 d), as well as pH and color were measured on days
1, 3, 5, 7 and 9 in refrigeration conditions (4 °C) from Longissimus dorsi samples.
Significant differences (P<0.05) were found for Psychophilus and Aerobic
Mesophiles, the days in the life was affected by the Psychophiles growth. All
samples were free of Fecal Coliforms and there were no statistically significant

differences for color (P=0.05) during the shelf life.

Keywords: Rabbit, garlic, shelf life, microbiological analysis.
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I. INTRODUCCION

La carne es un buen sustrato para la multiplicacibn de microorganismos tanto
alterantes como patdgenos, ya que contiene 70% de agua, 21% de proteina, 8%
de grasa y 1% de minerales. Lo cual variard dependiendo del corte, especie
animal, raza y del régimen alimentario. Aunque el musculo de un animal sano es
estéril, la carne, incluso cuando se obtiene en condiciones higiénicas adecuadas,
presenta una contaminacion superficial de 10%-10* unidades formadoras de colonia
por cm? (Rodriguez, 2006). El deterioro de la carne de conejo en refrigeracién, se
debe a la actividad de enzimas endogenas (calpainas y catepsinas) y a la
actividad de microorganismos (Pseudomonas, Micrococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Proteus, Bacillus, Clostridium, Escherichia, Salmonella vy
Streptomyces, entre otros) que contaminan la carne durante el proceso de
faenado y despiece. Cuando el producto se distribuye a temperaturas de 4 °C, la
carne tiene una vida de anaquel entre 6 y 8 dias, tiempo suficiente para lograr la
maduracion de la carne manteniendo un producto de calidad y asegurando su
inocuidad (Badr, 2004; Rodriguez et al., 2005).

La alteracién de la carne se refleja en una reduccion del grado de aceptacion y
detrimento del valor nutrimental, que puede incluso asociarse a la producciéon de
compuestos toxicos. Por lo que es relevante el identificar el momento en que se
inicia su alteracion, de forma que se tomen acciones que permitan tener un mayor
control para prolongar la vida de anaquel e inocuidad. El uso de antimicrobianos
(conservadores) es comun en la industria de los alimentos, han sido sintetizados
guimicamente, redundando en un rechazo por parte de los consumidores, por lo
cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones. Hoy dia, los agentes
antimicrobianos de origen natural estan sustituyendo a los tradicionalmente
utilizados (Hernandez, 2008).
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El ajo (Allium sativum) es un potente antimicrobiano natural, debido a su contenido
de compuestos sulfurados secundarios con una amplia gama de propiedades
nutracéuticas, entre ellos, la alicina compuesto responsable de sus propiedades
farmacoldgicas. Los ingredientes activos pueden extraerse con disolventes; por
lixiviacibn, maceracién, percolacion e incluso por extraccibn asistida por
microondas, utilizados para prolongar la vida Gtil de la carne y la seguridad para el
consumidor (Cardinali et al., 2014). Se ha demostrado que los compuestos
azufrados del ajo solubles en agua son altamente bioactivos (Lépez et al., 2007) y
se ha utilizado extracto de ajo, con el fin de extender la vida util de la carne y

productos carnicos (Goulas y Kontominas, 2007).

La industria carnica emplea diversos métodos para retrasar los cambios alterativos
y prolongar el periodo de aceptabilidad. El tiempo de almacenamiento durante el
cual se mantiene el 6ptimo de aceptabilidad, depende del método de conservacion
utilizado y de las caracteristicas del producto con que se esté tratando. Aunque
existen reportes de la utilizacion de extracto de ajo en carnes de diferentes
especies, no se ha evaluado la carga microbiana adicionando el extracto en la
dieta de conejos. El objetivo del presente estudio, fue adicionar distintas
concentraciones de extracto acuoso de ajo en la dieta de conejos, previamente
determinadas por medio de la técnica de produccién de gas in vitro, para evaluar
la calidad microbiolégica asi como el aumento de vida en anaquel de la carne de

conejo adicionando dicho extracto.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Carne de conejo

Alrededor del mundo, los productos carnicos han jugado un papel importante en la
cultura, economia y nutricion de los consumidores. Especies no convencionales,
como el conejo, estan vistas como una opcién para su consumo luego de
preparaciones culinarias o de su sometimiento a procesos de conservacion como
el ahumado. Lo cual demuestra versatilidad, al ser transformada para la
elaboracion de productos tales como jamén y salchicha, que presenta

rendimientos comparables con otras especies (Mendoza, 2008).

El conejo (Oryctalagus cuniculus) es una de las especies animales con mayor
eficiencia biolégica. Una hembra puede producir al afio entre 16 y 18 veces su
peso en gazapos; mientras que en el caso del vacuno, la media es de 0.64. A
estas caracteristicas econdmicas relacionadas con la produccion animal hay que
afadir las caracteristicas de la carne en cuanto a composicion quimica, calidad,
textura y digestibilidad. Tales cualidades, son muy apreciables tanto para la
poblacibn en general como para determinados grupos poblacionales con

necesidades especificas (Ramirez, 2004).

En general y en comparacién con otro tipo de carnes (bovino, ovino y cerdo), el
contenido proteico de esta carne es mayor, su perfil de aminoacidos la sita entre
las de mayor valor biolégico, ademas de presentar niveles de grasa y colesterol
menores (Cuadro 1). También existen diferencias en el contenido de algunas
vitaminas y minerales, asi como en la composicion lipidica ya que presenta
importantes porcentajes de acidos grasos poliinsaturados. A pesar de todas estas
ventajas, el consumo de la carne de conejo no es habitual en muchos paises,
probablemente debido a la tradicion y a factores culturales asi también por

considerarse animal de compafiia (Dalle, 2002).
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Cuadro 1. Comparacién nutrimental de diferentes carnes para abasto con

respecto a la carne de conejo. Valores calculados con base en 1 kg de carne.

Tipo de carne Energia Agua Proteinas Lipidos Cenizas
(kcal) (mL) 9) (@) (9)

Cordero

Carne Magra 2100,0 660,0 180,0 143,0 14,2

Carne Grasa 3452,0 530,0 150,0 310,0 10,0

Bovino

Carne Magra 1950,0 669,0 200,0 120,0 10,0

Carne Grasa 3800,0 490,0 155,0 350,0 7,1

Cerdo

Carne Magra 2610,0 610,0 170,0 210,0 8,1

Carne Grasa 3300,0 545,0 150,0 295,0 6,1

Pollo 2010,0 670,0 198,0 125,0 10,2

Conejo 1615,0 700,5 212,4 80,7 10,3

Martinez, 2004.

La composicion de la carne de conejo varia con respecto a la edad, sobre todo en
la proporcion de grasa. En el Cuadro 2 se muestran los contenidos de grasa en

cuatro diferentes partes anatomicas de carne de conejo de diferentes pesos.

Cuadro 2. Contenido de grasa intramuscular en canales de conejo a diferentes

pesos.
% de Grasa
Peso de la canal Bajo Medio Alto
(1750-1850 g) (2000-2100g)  (2250-2350 g)
Pierna delantera 6,07 6,65 6,81
Longissimus dorsi 0,63 0,90 0.94
Pared abdominal 4,24 5,19 5,70
Pierna trasera 2,81 3,24 3,66
Pla et al., 1998.
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2.2. Produccién de carne de conejo

La produccion mundial de carnes tradicionales (bovina, aviar, porcina y ovina) se
estimd en 220 millones de toneladas anuales. La produccién mundial en el periodo
2002-2005 de carne de conejo fue de 1,1 millones de toneladas anuales. La Unién
Europea, junto con la Republica Popular China monopolizan la produccién y el
consumo con aproximadamente medio millon de toneladas cada uno. Si se
considera por pais, China es seguida por ltalia, Espafia y Francia con el 20, 10 y
7% respectivamente, de la produccion mundial. Asi, méas del 75% de la produccion
y consumo se efectla en tan solo estos cuatro paises. Es decir, la produccion
mundial de carne de conejo, esta geograficamente muy sesgada. Entre otros
paises productores importantes hay que mencionar a Egipto, Republica Checa y
Alemania. Argentina se encuentra en el decimonoveno lugar como productor. Los
paises del norte de Africa, cubren el 90% de la demanda de ese continente en

donde la cunicultura es esencialmente de tipo familiar (Jandete et al., 2004).

En México, la carne de conejo mantiene una posicion marginal junto con otras
carnes como la ovina, caprina y de pavo. Dicha situacién es principalmente
influenciada por los habitos de consumo de la poblacién, asi como por los precios
de éstas (OIEDRUSBC, 2009). El Estado de México es el principal productor y
consumidor de carne de conejo dentro del cual Texcoco, reporta el mayor
consumo nacional 250 g/habitante/afio (SAGARPA, 2012).

La produccién cunicola de nuestro pais, se desarrolla en la actualidad en tres
sistemas:

1. Granjas de traspatio o “familiares” (80% de la poblacion animal). EI nUmero de
animales oscila entre los 10 y 20 reproductores. La produccién esta destinada al
autoconsumo, se carece de tecnificacion; los animales son explotados a nivel de
piso o en jaulas hechas con material no adecuado para la especie. La

alimentacién se basa en productos agricolas y desperdicios de casa (pan, tortilla,
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cascaras de fruta o verdura); no existe control sanitario alguno. No hay control

productivo ni reproductivo (Blas, 1989; Mendoza, 2007).

2. Granjas semitecnificadas (15 % de la poblacién). En este sistema se cuenta con
un minimo de 50 hembras; se lleva un manejo reproductivo, productivo y sanitario
controlado. Igualmente, puede existir o no, cierta tecnificacion. La alimentacion se
basa en alimentos concentrados. Su produccion se comercializa, generalmente,
por medio de intermediaros o0 de manera directa a clientes fijos (restaurantes,
carnicerias), ademas se utiliza la venta al consumidor de manera directa (CNSPC,
2012; Mendoza, 2007).

3. Granjas tecnificadas (5 % de la poblacidén). En este sistema se cuenta con un
namero de 100 a 200 o mas hembras reproductoras; instalaciones
semitecnificadas o tecnificadas e incluso automatizadas. En algunas granjas se ha
puesto en practica los conocimientos y la experiencia de los grandes paises
productores de carne de conejo (inseminacion artificial y manejo en bandas). El
manejo reproductivo, productivo y sanitario es estricto. Se hace indispensable el
uso de registros y la utilizacion de alimentos concentrados. La produccion que se
obtiene de este sistema se destina a restaurantes, centros comerciales o al
publico de manera directa (CNSPC, 2012; Mendoza, 2007).

Las explotaciones cunicolas se encuentran en mayor concentracion en los estados
del centro del pais, esto es comprensible dado que la meseta central de México
cuenta con climas que favorecen el desarrollo de esta actividad, y no requiere de
instalaciones que involucren altos costos de inversion. El Estado de México es la
entidad de mayor produccién (25,5 %), seguido de Michoacan (16,9 %) y Distrito
Federal (12,5 %) (Cuadro 3). El Estado de México, tiene un inventario de mas de

6, 831 vientres y produce aproximadamente 2, 340 toneladas. En dicha entidad,
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los Municipios de mayor produccion son: Amecameca, Jilotepec, Atlacomulco y
Texcoco; ademas de la zona del Valle de Toluca (SAGARPA, 2012).
Cuadro 3. Numero de vientres de conejo por Estado en México.

Estado N° % Estado Ne. %
hembras hembras
Edo. México 6831 25,5 Aguascalientes 220 0,8
Michoacéan 4521 16,9 Querétaro 211 0,7
Cd. de México 3359 12,5 Yucatan 200 0,7
Puebla 3244 12,1 Sinaloa 156 0,5
Hidalgo 2182 8,1 Oaxaca 120 0,4
Guanajuato 1509 5,6 Guerrero 105 0,3
Jalisco 1487 55 Nuevo Ledn 102 0,3
Tlaxcala 1000 3,7 Chihuahua 50 0,1
Coahuila 740 2,7 Nayarit 40 0,1
Colima 394 1,474 Morelos 9 0,034
Veracruz 240 0,898 Zacatecas 3 0,011
CNSPC, 2012.

2.2.1. Indicadores productivos

Las razas de conejos son clasificadas de acuerdo con la talla adulta y se dividen
en cuatro grupos. Pesadas: el peso supera los 5 kg. Son ejemplares usados en el
cruzamiento comercial, principalmente para la obtencidn de carne debido a su alta
capacidad reproductiva y rapida tasa de crecimiento. Se destacan, el Gigante de
Flandes, Gigante Mariposa Francés, el Gigante Blanco de Bouscal. Medianas: el
peso adulto se encuentra entre 3,5y 4,5 kg. Se utilizan razas puras o cruzadas en
la produccion intensiva de carne, gracias a su excelente tasa de crecimiento,
capacidad reproductiva y eficiencia alimenticia. Se destacan las razas Nueva
Zelanda blanca y roja, Californiana, Chinchilla, Plateado de Champagne, Plateado

Inglés y Leonado de Borgofa. Entre las razas medianas para piel estan el castor
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Rex, la Chinchilla, la Azul de Viena, la Siberiana y la Satin. La Angora, especial
para la produccion de pelo, alcanza un peso aproximado de 4 kg en la edad
adulta. Ligeras: el peso adulto varia entre 2,5 y 3 kg. Se destacan las razas
Himalayo, Holandés y Habano Francés, caracterizados por su habilidad materna,
su alta precocidad y el aporte de canales livianas pero con rendimiento en carne
magra. Entre ellas se destacan el pequefio Chinchilla y la Lilac. Pequefas: el peso
adulto no supera 1 kg. Su principal representante es el Polaco, de baja capacidad
reproductiva y reducidas tasas de crecimiento, por lo cual se utiliza como mascota

0 experimentos de laboratorio (Gonzalez y Caravac, 2007).

Cuando se opte por un tipo de animal, se tendra en cuenta; en primer lugar la
utilidad del mismo ya sea para producir carne, piel o pelo. Luego, se debera
apreciar la calidad genética, sanidad y temperamento.

e Calidad genética: que los animales respondan primero al fenotipo y
principalmente, que sean productores.

e Sanidad: de poco servira elegir un animal enfermo ya que no solo mermara
su produccion, sino que posiblemente contaminara al resto de animales.

e Temperamento: teniendo en cuenta la sensibilidad asustadiza de los
conejos, su comportamiento esta sujeto al equilibrio del medio en que se
explota. Cuanto mas tranquilo sea el animal, mas se garantizara su
equilibrio neuro-vegetativo y su ritmo de vida evitando estados de estrés
gue le puedan provocar blogueos en su conducta fisiologica (CNSPC,
2012).

Este caracter, facilmente hereditario, pero decididamente influido por la calidad del
alimento empleado, permite saber qué animal o grupo de ellos, convierten mejor el

alimento en carne, y en consecuencia, cuantos kilogramos de alimento son
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necesarios para que el animal aumente 1 kg de peso. Este valor se calcula segun

la siguiente férmula:

kg de alimento consumido en 40 dias
ICA=
Peso a los 70 dias de edad - peso a los 30 dias

Si el animal ingiere 5 kg de alimento durante 40 dias, y presente un peso de 500 g
en el momento del destete, con peso de 2 kg a los 70 dias de edad, el calculo
resulta:
5 kg
ICA= = 3,33 kg
2-0,5kg

Por tanto, para aumentar 1 kg el animal debe utilizar 3,33 kg de alimento. De este
modo, se puede saber de un modo bastante aproximado cudl es el valor nutritivo
del alimento empleado. Ya que un animal, para hacer frente a sus necesidades y
aumentar de peso, ingiere tanto mas alimento cuanto menor es el poder nutritivo

de éste (Gonzélez y Caravac, 2007).

La mortalidad de gazapos durante la engorda mas frecuente es de entre el 5y el
10 %. Mortalidades superiores al 15 %, se pueden considerar elevadas y son
debidas a un mal manejo y a malas condiciones higiénicas en el alojamiento. La
mortalidad es menor con manejo en banda Unica, debido en parte a que se
pueden respetar mas facilmente los periodos de vacio sanitario. La ganancia
media diaria durante una engorda, puede variar entre 30 y 50 g/dia, si bien son
mas frecuentes valores de 35 a 38 g/dia. Considerando sélo el alimento
consumido y el crecimiento de los gazapos entre el destete y el faenado, el indice

de conversion se sitba entre 3,0 y 3,5 (Sierra, 2012).
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2.3. Calidad de la carne de conejo

El término calidad se refiere a la constitucion o propiedades que un producto
posee, de dichas caracteristicas dependerd su aceptacion por parte del
consumidor. Las caracteristicas mas importantes de la carne fresca que
determinan la calidad son las propiedades fisico-quimicas (pH, capacidad de
retencion de agua, color y textura, entre otros.), sensoriales (suavidad,
consistencia, olor, sabor, entre otras) y microbiolégicas. Estas propiedades, son
influidas por factores independientes e interdependientes como sistema de
produccion, alimentacion, grupo racial, transporte, estado de salud, manejo del
animal antes y después del faenado, manejo de la carne y procedimientos de
conservacion. El estrés causado a los animales por un deficiente manejo ante
mortem impacta negativamente en la calidad de la carne. El organismo de un
animal estresado produce cambios hormonales muy intensos que afectan la
composicion del tejido muscular en el animal en vivo y las caracteristicas de la

carne obtenida (Ramirez, 2004).

La medicion cuantitativa de la secrecion de catecolaminas y de cortisol provocada
por algun factor estresante, ofrece la posibilidad de determinar el grado de
importancia de los factores desencadenantes del estrés. La cantidad de
catecolaminas que fluyen en el torrente sanguineo debido a un estimulo definido,
no es significativamente diferente en animales sensibles y resistentes al estrés. La
cantidad de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), cortisol y tiroxina
presentes en el torrente circulatorio se encuentran correlacionadas positivamente

con la intensidad del estrés (Friend et al., 1987).

2.3.1. Caracteristicas de calidad de la carne
Es muy dificil producir un producto de alta calidad, pero es muy facil deteriorar la
calidad de la carne y su vida util si no se tienen en todo momento los cuidados

adecuados, que incluyen el evitar la contaminacion microbioldgica, fisica, quimica,
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abusos de temperatura y exposicion a factores ambientales deteriorantes (luz
solar, entre otros). Por otro lado, en la industria existen diversos protocolos para
recibir la materia prima (carne) que se va a utilizar (Lawrie, 1981).

La materia prima con adecuada calificacion de calidad y adecuado procesamiento,
tendra una larga vida en anaquel; entre las caracteristicas a considerar claves en

la adecuada aceptacion de materia prima carnica se encuentran:

e El color (primer indicio de calidad y frescura del producto)

e El grado de maduracion (se encuentra relacionado con la estabilidad de las
fibras musculares y la interaccion de olores de la carne)

e La capacidad de retenciéon de agua (es un indicativo de lo sucedido desde
transportacion del animal, pasando por el faenado y enfriamiento, relacionado con
la estabilidad de las fibras musculares y con la velocidad y amplitud de la caida del
pH de la carne después del faenado)

e La carga microbiana inicial (la cual estara relacionada con todo el proceso de

faenado, lavado de canales y mantenimiento de la cadena de frio) (Lawrie, 1981).

2.3.2. pH

El pH es un valor que determina si una sustancia es acida, neutra o basica. Es
determinado por el nUmero de iones de hidrégeno presentes en una disolucion.
Una vez ocurrido el faenado del animal, se lleva a cabo el proceso de
transformacion del musculo en carne. La carne es el resultado de dos cambios
bioquimicos que ocurren en el periodo post mortem: el establecimiento de rigor
mortis y la maduracion. El principal proceso que se lleva a cabo durante el

establecimiento del rigor mortis es la acidificacion muscular (Zimerman, 2008).

En el madsculo en reposo, el adenosin tri fosfato (ATP) sirve para mantener el

musculo en estado relajado. Tras la muerte del animal, cesa el aporte sanguineo
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de oxigeno y nutrientes al musculo, de manera que el mismo debe utilizar un
metabolismo anaerdbico para transformar sus reservas de energia (glucégeno) en
ATP con el fin de mantener su temperatura e integridad estructural. El ATP
formado, se obtiene a través de la degradacion de glucégeno en &cido lactico.
Este ultimo ya no puede ser retirado por el sistema sanguineo, por lo tanto va a
provocar el descenso del pH muscular (Warris, 2003).

Figura 1.Medicion de pH en carne fresca.

i

— -

Brafa et al., 2011.

El descenso del pH depende del tipo de fibras que predominan en el musculo y de
la actividad muscular antes del faenado. Asi, los musculos con predominio de
fibras de contraccion rapida (blancas) alcanzan valores finales de 5,5 mientras que
en los masculos en donde predominan las fibras de contraccion lenta (rojas) el pH
no baja de 6,3 (Garrido et al., 2005).

Para el caso del conejo, el pH se mide normalmente en el musculo Longissimus y

en el Biceps femoris (Blasco y Piles, 1990). Oliver et al., (1997) encontraron
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valores de pH de 5,70 y 5,77 en Longissimus obtenido de conejos alimentados con
dietas suplementadas con aceite vegetal y grasa animal, respectivamente y un pH
de 5,66 en la dieta control. Otros valores de pH publicados por varios autores en el
musculo Longissimus de conejo ha sido: 5,66-5,71 (Blasco y Piles, 1990).

2.3.3. Conductividad eléctrica

La posibilidad de usar la conductividad eléctrica como parametro de medicién para
determinar la calidad de la carne se basa en la modificacion del intercambio del
liquido intracelular (iones) muscular debido a las lesiones en el sistema de
membranas durante la glucdlisis post mortem. Para Schmitten et al. (1984) una
conductividad de 5,0 mS/cm (miliSiemens por cm) a los 45 min post mortem indica
calidad en la carne. Valores mayores a 9,0 mS/cm, determinan una carne con
anomalias; entre ambos valores se encuentra una zona dudosa. En el mismo
sentido, opinan Feldhusen et al. (1987), quienes reportaron un valor optimo 4,8
mS/cm y 9,8 mS/cm como un parametro que predice anomalias. Por lo anterior, la

conductividad eléctrica ofrece una buena caracterizacion de carne normal.

2.3.4. Color

La apariencia visual de la carne determina la respuesta del consumidor en su
decision de compra. El color es probablemente el principal factor que determina
esta decision. Este caracter se asocia con el pH y con el tiempo de maduracién
(Wulf y Wise, 1999). Por su parte, el estrés ante mortem puede producir
alteraciones en el pH final de la carne y, en consecuencia, afectar su color. Es
razonable pues pensar que un estrés por transporte puede afectar esta importante
caracteristica del producto y su aceptabilidad. El color evaluado en el espacio L*a*
b* (CIE-Lab) permite tener una valoracién objetiva y certera del color de la carne.
La Comision Internacional de la Huminacién (Commission International du
I"Eclairage - CIE) se basa en el uso de condiciones estandares del instrumento y

de iluminacion de la muestra para obtener valores de tres colores primarios. De los
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cuales se calculan las coordenadas de color L* [(luminosidad, varia de O (negro) a
100 (blanco)], a* [(coordenada rojo-verde puede ser positivo (+60, rojo) o negativo
(-60, verde)], b* [(coordenada amarillo-azul puede ser positivo (+60, amarillo) o
negativo (-60, azul)], C (tono) y H (saturacion) (Figura 2) (Giese, 1995; Honikel,
1997).

Figura 2. Patron de muestreo de color utilizado en el célculo de CIELab.

L*=100
white (light)
A

green yellow

L*=0
black (dark)

Honikel, 1997.

A pesar de que varios pigmentos estan presentes en el musculo, la oxidacion de la
mioglobina a oximioglobina es el principal contribuyente en el color rojo brillante

caracteristico de la carne (Smith et al., 1999).

Aunque para evaluar la carne de conejo se obtengan valores que pudieran
considerarla palida (L*>52), este tipo de carne no presenta el problema PSE (Del

Inglés: pale, soft and exudative) como el caso del cerdo, por lo que puede
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considerarse como una carne blanca, pero no exudativa (Hulot y Ouhayoun,
1999).

Listel et al. (2004), evaluaron el color de una carne de conejo a un pH de 5,75 con
valores de; L*: 59,48; a*: 2,49 y b*: 4,32. Ramirez en (2004), reporté un valor de
L*: 54,9, a*: 2,84 y b*: 0,21 para carne de conejo.

2.3.5. Capacidad de retencion de agua

Este concepto se define como la capacidad de la carne de retener agua durante la
aplicacion de fuerzas externas. La formacion de acido lactico y la consecuente
caida del pH a valores de 5,8 con temperaturas a 38 °C, alteran las propiedades
de las proteinas por la reduccion del numero total de grupos reactivos para ligar
agua a la proteina. La excesiva pérdida de agua provoca un cambio en el estado
guimico del pigmento mioglobina por su conversion acelerada a metamioglobina
(Swatland, 1991).

Ademas cuando estos musculos son cortados perpendicularmente al eje de las
fibras musculares, se produce una exudacion elevada y el tejido presenta una
estructura delgada y abierta, por lo que la carne presenta poca consistencia
(PSE). Las pérdidas por esta caracteristica, pueden ser hasta del 1,7% del peso
de la canal. En general, el promedio de pérdida es de 0,77%. El tipo de carne
descrito al ser empacada para su exposicion y venta sufre un una decoloracion
poco atractiva, carece de textura y el empaque acumula una gran cantidad de
fluidos debido a la excesiva pérdida de agua. Segun Wirth (1985) si se almacena
durante un dia el producto puede perder hasta el 10% de su peso y si el

almacenamiento es por 6 dias las pérdidas pueden llegar hasta un 13,3 %.

Pla et al. (1998), calcularon valores de CRA de 34,43; 34,43; 35,59 y 35,62 % para

tres lineas seleccionadas por diferentes objetivos. También Pla y Cervera (1997),
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encontraron valores de CRA 33,5; 36,8 y 30,6 en conejos alimentados con dietas
enriquecidas con grasa vegetal, animal y control, respectivamente. Los valores
anteriores fueron muy similares a los publicados por Battaglini et al. (1994) 35,6-
35,7 %.

2.3.6. Textura
La textura se define como “todos los atributos mecanicos, geométricos y
superficiales de un producto, perceptibles por medio de receptores mecanicos,

tactiles, y si es apropiado, visuales y auditivos” (Rosenthal, 1999).

La textura de la carne esta determinada directamente por las propiedades de las
estructuras miofibrilares, conjuntivas y del citoesqueleto. Las cuales son muy
variables dependiendo de la especie, raza, sexo y edad (Cequeiio, 2005). Las
propiedades relacionadas con la textura son las caracteristicas mas apreciadas
por el consumidor y se caracterizan por ser dificiles de definir ya que al igual que
el color, es subjetiva. El contenido de colageno tiene una relacion directa con las
propiedades de textura, la dureza aumenta con la edad y al parecer, esta
relacionada con el tejido conectivo y muy especialmente, con las propiedades del

colageno (Ramirez, 2004).

Para evaluar la suavidad de la carne, el método mas utilizado es el de Warner-
Bratzler (Honikel, 1997). Para ello, es necesario el uso del texturometro, que arroja
medidas objetivas mediante el calculo de la resistencia a la deformacion o corte de
una muestra al aplicar una fuerza dada. En ello intervienen fuerzas de tensién,
corte y comprension (Bourne, 1982). Ramirez (2004), reporta que la fuerza de
corte del musculo Longissimus de conejo es de 3,82 kg a una coccién de 80 °C en

agua durante 1 h.
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2.4. Procesamiento de la carne

Segun las Normas Oficiales Mexicanas, la carne de conejo debe obtenerse en un
establecimiento autorizado que cumpla los requisitos determinados por la
normativa técnico-sanitaria. Los mataderos y salas de despiece deben estar
debidamente autorizados (NOM-009-Z0O0-1995).

El faenado de conejos, debe llevarse a cabo por personal capacitado y en naves
de construccién acondicionada a las necesidades especificas de higiene y manejo
gue marquen los requisitos sanitarios de los conejos, o bien en un rastro
especialmente acondicionado. No obstante en nuestro pais, donde la cunicultura
aun se encuentra en un nivel bajo de produccion, las granjas no cuentan con
instalaciones que cubran todos los requisitos de un rastro, por lo que el faenado se

realiza dentro de las mismas instalaciones (CNC, 2005).

Al realizar el faenado de los animales, existen mdultiples factores que pueden
contaminar la carne. La falta de cuidado e higiene por parte de los operadores es
un punto relevante, ya que por descuido puede ocurrir contaminacion con
contenido gastrointestinal o con liquido biliar; igual ocurre si el animal tuviera
abscesos (lesiones crénicas), si no se trabaja con cuidado, puede haber

contaminacion de la carne y desarrollo de olores desagradables (Aberle, 2002).

2.5. Deterioro de la carne

La carne y los productos carnicos, son productos muy alterables por lo que deben
manejarse con especial cuidado durante las operaciones de procesado. La
alteracion se inicia pronto, después del sangrado, como resultado de acciones
microbianas quimicas y fisicas. El no aplicar las medidas de control de calidad,
durante cualquier operacion de procesado, aumenta la velocidad y la extension de
los cambios alternativos que llevan al deterioro y, finalmente, a la putrefaccion de

la carne, estos procesos haran la carne no apta para consumo (Martin, 2007).
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Las bacterias causantes de deterioro son en su mayoria psicréfilas, que agrupan a
todas aquellas especies con capacidad para crecer a temperaturas de
refrigeracion. Tienen una velocidad de crecimiento baja, la cual se incrementa
cuando se abusa de las temperaturas frias. Su crecimiento comienza con el
consumo de carbohidratos y oxigeno superficial. Los principales grupos
bacterianos son Pseudomonas spp. y Brochothrix termosphacta. La metodologia
utilizada para su cuantificacién es la que establece la NOM-092-SSA1-1994
(Tirado et al., 2005).

El caracter distintivo de la carne alterada, o de cualquier otro alimento, es aquel
momento en el que no resulta apto para el consumo humano. La alteracion
equivale generalmente a la descomposicién y putrefaccion, como consecuencia
del crecimiento microbiano. Cuando la carne muestra signos evidentes de
descomposicion y putrefaccion, no caben dudas acerca de su capacidad de no
consumo. La alteracion de la carne no implica necesariamente su descompaosicion
0 putrefaccion, lo que es especialmente manifiesto en el caso de la carne, cuyo
deterioro no se debe Unicamente a la accion microbiana, sino también a factores
tales como insectos, reacciones enzimaticas intrinsecas y oxidativas (Forrest et al.
1979).

2.5.1. Defectos de calidad en la carne

El proceso de faenado y disminuciéon de la temperatura en la canal, es
determinante para generar o no defectos en la carne. Ademas, para elaborar
productos carnicos de calidad u ofrecer un corte de carne fresca de calidad, debe
utilizarse materia prima en las mejores condiciones, que sea Uutil y no sufra
alteraciones durante los diferentes procesos que se va a someter. Un indicador de
calidad al momento de elegir la carne es el grado de suavidad (terneza). La
terneza de la carne esta relacionada con factores genéticos, nutricionales, de

manejo, de maduracién, entre otros (Aberle, 2002; Berge et al., 2003, Garcia et al.,
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2005, Karakaya et al.,, 2005, Texeira et al., 2005). Es relevante ademas, la
velocidad y magnitud de cambio del pH de la carne durante las primeras 6 horas
post mortem, ya que esto afectara la capacidad de retencion de agua de la carne y
por consiguiente la suavidad y el color. Una caida muy leve del pH, con minima
produccién de acido lactico en la fibra muscular después de la muerte, provoca la
condicion DFD (Del Inglés: dark, firm and dry); por otro lado una caida
excesivamente rapida del pH (mas &cido) provocara la condicion PSE.

- Carnes DFD. Son carnes que presentan un pH superior a 6,1 y retienen mucha
agua. Por lo tanto, son extremadamente susceptibles al desarrollo microbiano; son
carnes de color oscuro, textura firme y una apariencia seca, debido a su elevada
retencion de agua. Un pH mayor a 6,2 puede dar origen a problemas tecnologicos,
siendo un problema tipico en la obtencién de carne vacuna. Se asocia a estrés
cronico en el animal, como los dietados excesivos que acaban con las reservas
musculares de glucogeno y por ende no hay capacidad de produccién de acido

lactico, es muy comun en bovinos y ovinos (Lawrie, 1981; Hui et al., 2006).

- Carnes PSE. En este caso, ya sea por factores genéticos, por exceso de estrésy
maltrato a los cerdos, las reservas de glucégeno muscular se transforman
aceleradamente en acido lactico. Lo cual provoca un descenso rapido del pH, que
se agrava cuando persisten temperaturas elevadas después de la muerte de los
animales (arriba de 30 °C). Este ambiente &cido, acerca a las proteinas
miofibrilares a su punto isoeléctrico por lo que se tiene una menor capacidad de
retencién de agua. Este es un problema que se observa sobre todo en aves y
cerdos (Lawrie, 1981; Hui et al., 2006).

Ademas de los defectos DFD y PSE, las carnes pueden tener otras alteraciones

que impidan su uso por ejemplo:
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1.- Olor y sabor, causado por determinados tipo de dieta: la carne de cerdos
alimentados con gran cantidad de harina de pescado o residuos de lino, huele y
sabe frecuentemente a pescado, o bien a rancio. Es frecuente que estas
alteraciones solo se distingan después de hervir la carne. En los casos mas
extremos, el olor es claramente desagradable, y el tejido graso exhibe color gris o
amarillo y una textura blanda. Dietas altas en aceites de mala calidad o en exceso,
daran problemas de color de grasa y de grasa muy liquida (Aberle, 2002).

2.- Olor y sabor a medicinas, desinfectantes y similares: algunas sustancias
pueden transmitir su olor y sabor a la carne. Entre otras, se encuentran
especialmente el alcanfor, el petroleo, el éter y el pinol, entre otros. La carne de
los animales faenados también toma diversos olores y los conserva por mucho
tiempo, las alteraciones del olor y sabor pueden ser muy acentuadas. A diferencia
de los anteriores, los quimicos para reducir la carga microbiana (acidos lactico,
propiodnico y aceético) tienen un efecto bacteriostéatico, la mayoria de estos olores
desaparece rapidamente por ser compuestos muy volatiles (Beales, 2004; Bradley
et al., 2011).

3.- Olor sexual, es aquel derivado de sustancias que naturalmente produce un
animal para atraer a las hembras, o marcar territorio (feromonas como el escatol y
la androstenona).Son producidas normalmente los machos sin castrar, en cerdos,
ovinos y cabras. En general, su concentracion aumenta con la edad. En cerdos,
los machos se castran quirirgicamente en edades tempranas (3 dias de nacidos)
o inmunolégicamente 8 semanas antes de llegar a su peso de mercado, ya que de

no hacerlo, la carne tendré olor a orines y sudor (Aberle, 2002).

2.5.2. Calidad microbioldgica
La carne es un excelente medio de cultivo para toda clase de microorganismos,

por ser una matriz compleja, altamente nutritiva, biodisponible y con condiciones
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favorables de pH muy cercanos a la neutralidad (5,5-6,5). Esto representa
condiciones ideales para que, muchas bacterias y hongos sean capaces de
crecer. Lamentablemente, esto incluye a microorganismos patdgenos vy
deteriorantes. Es por ello que desde el momento del faenado, hasta la llegada del
producto al consumidor final, deben mantenerse las caracteristicas organolépticas
y de sanidad de la carne (McMeekin et al., 1993, Moore y Sheldon, 2003).

La mayor cantidad de bacterias deteriorantes son mesofilas (pues crecen entre 15-
37 °C). Por esto, es importante enfriar rapidamente la canal de los animales recién
faenados, para reducir la temperatura del animal (38-42 °C) a menos de 8 °C para
minimizar la velocidad de crecimiento. Un inadecuado manejo de la temperatura,
gue principalmente implica fallas en la cadena de refrigeracion, favorece el
crecimiento microbiano, y es la principal causa de origen de enfermedades
transmitidas por alimentos. Ya que se asocia con el crecimiento de bacterias
patdogenas, las cuales alcanzan niveles que producen enfermedades o
intoxicaciones. Uno de los factores mas importantes en la vida de anaquel, es la
carga inicial de bacterias en la carne. Lo cual, depende de qué tan grande sea la
carga inicial, sera la poblacion final que se alcance en una carne durante su vida
util. Las bacterias se reproducen exponencialmente, por lo que una poblacion
inicial alta, resultard en menor tiempo para alcanzar los niveles en que la carne se

descomponga (Zwietering et al., 1990 y 1991).

La flora microbiana de la carne esta conformada de bacterias Gram positivas
(micrococos, bacterias lacticas, Shewanella putrefaciens y Brochotrix
thermosphacta) y Gram negativas (Pseudomonas spp. y enterobacterias). Otros
grupos presentes en menor medida, son las bacterias saprofitas Gram positivas
(Kurthia y algunos estafilococos no toxigénicos). Los microorganismos patdégenos

y toxinogénicos, provienen por lo general del tracto gastrointestinal de los
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animales faenados, de animales enfermos o de contaminacién cruzada debida a

los operarios (Tirado et al., 2005).

El género Pseudomona, se caracteriza por producir metabolitos como amoniaco y
aminas biogénicas, entre otros, cuando la poblacion llega a >107 UFC/g; la
concentracion de aminas biogénicas llega a usarse como indicador de la calidad
de los productos carnicos y existen técnicas por HPLC ya establecidas que

permiten su determinacion (Arinder y Borch, 1999; Lebert et al., 2000).

Las BAL (bacterias acidolacticas), pertenecientes a la familia Micrococcaceae
producen acido lactico (llegando a pH <5,3) y péptidos bioactivos llamados
bacteriocinas. Cuando la poblacion en el alimento llega a 2109 UFC/g; se tiene la
ventaja de que este grupo crece mas lentamente a bajas temperaturas y
condiciones anaerobias, siendo un competidor fuerte con la flora filogenéticamente
semejante. La inhibicion de cierto tipo de bacterias aerobias Gram negativas llega
a aumentar la calidad de los productos, una alternativa es la inoculacion de BAL,
obtenidas de productos semejantes, para que puedan desarrollarse mas

rapidamente y se adapten al medio (Samelis et al., 2000, Tirado et al., 2005).

2.6. Conservacion de la carne

La industria céarnica emplea diversos métodos para retrasar los cambios
alternativos y prolongar el periodo de aceptabilidad. Los métodos de conservacion
tradicionales como congelacién, pasterizacion, esterilizacion, deshidratacion, estan
basados en la manipulacién de uno o dos factores de conservacion. En la
actualidad, se busca la combinacion de dos o mas factores que interaccionen
aditiva o sinérgicamente controlando a la poblacidn microbiana, evitando la
aplicacion de un solo factor de conservacién en forma severa, lo que mejora la

calidad sensorial y nutrimental del alimento; permitiendo el procesamiento de
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productos semejantes al producto fresco, mas sanos, con menos aditivos y listos

para preparar y servir (Alzamora, 1997).

La vida util de los productos perecederos como carnes, esta limitada
principalmente por dos factores: el efecto del oxigeno atmosférico y el crecimiento
de microorganismos aerobios productores de alteraciones. Estos factores de
forma individual, o asociados con otros, producen cambios del olor, sabor, color y
textura y conducen a un deterioro general de la calidad. El almacenamiento
refrigerado podria retrasar estos cambios indeseables, pero no incrementaria
necesariamente la vida atil suficientemente para las exigencias de la distribucion al

por menor y para los objetivos de exposicion en el punto de venta (Parry, 1995).

Algunas teorias evolucionistas, consideran que el consumo de alimentos ricos en
proteina, energia y minerales, como lo son las carnes, fue uno de los factores
clave que permitio la evolucion del cerebro humano. Pero el tener acceso
frecuente a esta carne, muchas veces era imposible de no contar con métodos
gue ayudaran a preservarla por algun tiempo (Davies, 1995). Esta necesidad,
promovié el desarrollo de métodos de conservacion como la salazén (en seco o
salmuera) y el ahumado (en frio o caliente), entre otros. Esto, porque nuestros
antepasados entendieron que tanto el salado, como la desecacion o la
deshidratacion, disminuyen el contenido de agua de los alimentos y modifican su
percepcion sensorial. Gracias a esto, la cantidad de agua del alimento que queda
disponible para los microorganismos se reduce hasta tal punto, que los

microorganismos quedan inactivos o mueren (Marth, 1998).

Desde finales del siglo XIX, el principal método de preservacion de la carne a largo
plazo, ha sido la congelacién a -20 °C; mientras que para periodos de tiempo
cortos, se prefiere la refrigeracion a temperaturas entre 0 y 4 °C. El mantenimiento

de la cadena de frio se hace para salvaguardar la seguridad de los consumidores
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y la protecciéon de la salud publica (Eilert, 2005). Esto se logra por la
desaceleracion de reacciones enzimaticas propias de la misma carne, asi como
por la reduccion del dafio microbiano y/o contaminacion biolégica, puesto que la
temperatura baja, reduce importantemente la replicacion de la mayoria de los
microorganismos, quienes son los responsables de la apariciéon del limo
superficial, desarrollo de olores desagradables, asi como de producir
enfermedades, ya sea por la presencia particular de algunas de las bacterias
como la Salmonella, o de toxinas microbianas derivadas de su metabolismo como

las producidas por el Staphylococcus aureus (Arinder y Borch, 1999).

2.7. Sustancias antimicrobianas

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la industria
de los alimentos, por muchos afos se han utilizado antimicrobianos sintetizados
guimicamente (que en algunos casos han causado dafio en la salud de los
consumidores, si se utilizan a grandes dosis o0 como en el caso de los sulfitos). Lo
cual ha redundando en un rechazo por parte de los consumidores de productos
procesados y surgido la necesidad de buscar otras opciones. En esta busqueda,
se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, como

sustitutos de los tradicionalmente utilizados (Nychas, 1995).

Algunos antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas,
y especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho
antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y
Golden, 1989).

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas, es generalmente atribuida a los
compuestos fendlicos presentes en sus extractos o aceites esenciales. Se ha
observado que la grasa, proteina, concentracion de sal, pH y temperatura afectan

la actividad antimicrobiana de estos compuestos (Nychas, 1995).
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Los antimicrobianos continlan estando entre los aditivos alimentarios mas
importantes. Esto, aumenta el interés por los antimicrobianos de origen natural
qgue puedan extraerse para ser utilizados con el fin de prolongar la vida util y la

seguridad para el consumidor (Blanchard, 2000).

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostaticos
(sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistaticos,
en lugar de bactericidas (sistemas de conservacion que detienen el crecimiento de
los hongos) o fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada.
Por otra parte, debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos
0 destruidos por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados
individualmente, puede ser preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando
asi el espectro de cobertura en la preservacion de frutas o alimentos en general
(Blanchard, 2000).

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana.
En estado natural, estos compuestos pueden desempeiiar el papel de
prolongadores de la vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido
estudiados por su potencial como antimicrobianos alimentarios directos. El uso de
aditivos alimentarios de origen natural implica el aislamiento, purificacion,
estabilizacién e incorporacion de dichos compuestos a los alimentos con fines
antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas
sensoriales, nutritvas y a su garantia sanitaria. Esto tiene que lograrse
manteniendo los costos de formulacion, procesamiento o comercializacion. Los

sistemas antimicrobianos naturales pueden clasificarse por su origen:

1. Origen animal, incluye proteinas, enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas

tales como lipasas y proteasas (Beuchat, 2001).
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2. Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos,
hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en
plantas (Beuchat, 2001).

3. Origen microbiano, incluye compuestos producidos por microorganismos.

2.7.1. Modo de accién de los agentes antimicrobianos

El modo de accién de los compuestos fendlicos no ha sido determinado, éstos
pueden inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar
la funcion del material genético y se ha observado que las grasas, proteinas,
concentraciones de sal, pH y temperatura afecta la actividad antimicrobiana de
estos compuestos. Los componentes activos de los aceites esenciales pueden
variar en su composicion, ya que ésta puede verse afectada por ciertas variables
como el genotipo de la planta, las diferentes metodologias de extraccion,
localizacion geografica, asi como las condiciones ambientales y agronomicas
(Smid y Gorris, 1999).

El mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula se lleva a
cabo en partes y/o funciones importantes para la sobrevivencia de la célula. Puede
llevarse a cabo en la pared celular, membrana celular, en la sintesis de proteina,
en su genética y en la sintesis del material genético. Esto puede causar dafios
irreparables a una célula. De varios de los antimicrobianos no se conoce aun su
modo de accion, pero al actuar de forma diferente, las combinaciones de estos

pueden llevar a mejores resultados (Davidson y Branen, 1993).

2.8. El ajo (Allium sativum)

El ajo, es una planta comunmente utilizada como agente saborizante y condimento
en los alimentos. El ajo (Allium savitum), pertenece a la familia de las Lilaceas
junto con la cebolla, el puerro y el tulipdn. Es probablemente el alimento con

potencial antimicrobiano mas consumido. Las propiedades medicinales del ajo,
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han sido estudiadas desde hace siglos. La alicina es el principal compuesto del
mismo, en concentraciones de 1:85,000 en pruebas de laboratorio, se ha
demostrado como bactericida con un amplio espectro para microorganismos Gram

positivos y Gram negativos (Beuchat y Golden, 1989).

2.9. Composicion quimica

El ajo esta constituido por el bulbo subterraneo, conocido vulgarmente como
cabeza de ajo. Este, a su vez, esta constituido por un nimero variable de bulbillos
(los dientes), que estan insertados sobre un eje aplastado. El ajo contiene
numerosos componentes activos, de entre los que destacan sus compuestos
azufrados. Si el bulbo esta intacto y fresco, el componente mayoritario identificado
es la aliina o sulfoxido de S-alil-cisteina (aminoacido azufrado). La aliina es una
sustancia inodora e inestable, pero, ademas de ésta, en el bulbo intacto se
encuentran otros compuestos azufrados solubles en medio acuoso, como son los
sulfoxidos S-metil-L-cisteina y S-propenil- S-cisteina, S-glutation, g-glutamil-S-alil
cisteina, y g-glutamil-S-alil-mercapto-L-cisteina. Cuando los bulbos de ajo se
almacenan a baja temperatura, la aliina se mantiene inalterable, mientras que
cuando el ajo es machacado o triturado, la aliina se transforma en alicina y otros
compuestos azufrados (tiosulfinatos), por la accion de la enzima aliinasa. Estos
altimos son muy inestables y se transforman con extrema rapidez en otros
compuestos organosulfurados: sulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo (mayoritario en
la esencia de ajo), trisulfuro de dialilo y ajoenos, todos ellos solubles en medio
oleoso. Se considera que 1 mg de aliina equivale a 0,45 mg de alicina. Las
preparaciones comerciales de ajo normalmente se estandarizan segun el
contenido de los compuestos azufrados, particularmente de aliina, o del
rendimiento de alicina. Ademas, en el bulbo de ajo se encuentran sales minerales
(selenio), azucares, lipidos, aminoacidos esenciales, saponinas, terpenos,

vitaminas, enzimas, flavonoides y otros compuestos fendlicos. También se
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considera que contiene aceite esencial, aunque éste no se encuentra preformado

en el farmaco (Cordoba, 2010).

2.10. Aplicaciones terapéuticas

El uso terapéutico de ajo ha sido reconocido como un valor medicinal potencial de
miles de afios en diferentes microorganismos. Por ejemplo; antifingico, antiviral,
antihelmintico, antibacteriano, antiséptico y anti-inflamatorias, propiedades del ajo
gue estan bien documentados. Por otra parte, extractos de ajo exhibieron actividad
contra bacterias Gram Negativas (E. coli, Salmonella spp. y Enterobacter
Citrobacter, Klebsiella y Pseudomonas) y Gram positivas (S. aureus, S.
pneumoniae, asi como en Bacillus antraxis) las cuales son causa de morbilidad en

todo el mundo (Deresse, 2010).

2.10.1. Actividad Antifungica

Los extractos acuosos del ajo pueden inhibir el crecimiento de diversas especies
de hongos con interés biomédico, industrial y agricola. Las preparaciones de ajo y
especialmente la alicina, resultaron bioldégicamente activas contra diversas
especies de levaduras, hongos, dermatofitos y dimorfos, como se muestran en el
Cuadro 4 (Ledezma, 2006).

La alicina es el componente principal responsable de la inhibicion del crecimiento
fungico. Se encontré que la alicina pura tiene una alta actividad anticandidal con
una concentracion inhibitoria minima de 7 mg/mL. La alicina inhibe tanto la
germinacién de esporas y el crecimiento de hifas. Las sensibilidades de varias
levaduras clinicamente importantes a una preparacion pura de alicina se

determinaron y se encontrdé que son muy significativas (Mirelman y Serge, 1999).
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Cuadro 4. Efecto de la alicina sobre diversos hongos patdgenos.

Cepa fungica Concentracion de alicina (pug/mL)

Candida albicans 0,8
Candida neoformans 0,3
Candida parapsilosis 0,15
Candida tropicalis 0,3
Candida krusei 0,3
Torulopsis glabrata 0,3
Torulopsis glabrata 19

Mirelman y Serge, 1999.

2.10.2. Actividad Antimicrobiana

Varias preparaciones de ajo han demostrado que presentan un amplio espectro de
actividad antibacteriana contra las bacterias Gram negativas y Gram positivas,
incluyendo especies de Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus,
Klebsiella, Proteus, Bacillus, y Clostridium. Su actividad antibacteriana se debe
principalmente a la presencia de alicina producida por la actividad enzimatica de la
alinasa sobre la aliina. La alicina se considera que es el agente antibacteriano mas
potente en los extractos de ajo machacados, algunos microorganismos se

mencionan en el Cuadro 5 (Gebreyohanne, 2013).

El mecanismo de la actividad antimicrobiana del ajo, se basa en la inhibicion de la
actividad de enzimas como: fosfatasa alcalina, invertasa, ureasa y papaina, asi
como de enzimas sulfhidricas. La alicina inhibe la actividad de enzimas
sulfhidricas debido a la presencia de los grupos quimicos S-O-S (Davidson y
Parish, 1989).
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Cuadro 5. Sensibilidad de diversas especies bacterianas a alicina

Cepa bacteriana Concentracion de alicina (LDso pg/mL)
Escherichia coli 15
Escherichia coli 15
Staphylococcus aureus 12
Staphylococcus aureus 12
Streptococcus pyogenes 3
Streptococcu hemolyticus >100
Proteus mirabilis 15
Proteus mirabilis >30
Pseudomonas aeruginosa 15
Pseudomonas aeruginosa >100
Acinetobacter baumanii 15
Klebsiella pneumoniae 8
Enterococcus faecium >100

Mirelman y Serge., 1999.

2.10.3. Actividad antioxidante

El ajo tiene una capacidad antioxidante muy potente, debido a que muchos de sus
componentes activos son eficaces para inhibir la formacion de radicales libres.
Ademas, refuerzan el mecanismo de captacion de radicales enddgenos, aumentan
las enzimas antioxidantes celulares como la superoxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa y protegen a las lipoproteinas de baja densidad de la

oxidacion causada por los radicales libres (Lopez, 2007).

Esta propiedad antioxidante solo la adquiere el ajo cuando esta manipulado,
permitiendo que bajo esas condiciones se modifican compuestos inestables, como
la alicina e incrementan el nimero de componentes estables hidrofilicos vy

altamente biodisponibles. Estos extractos también contienen fotoquimicos, selenio
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y flavonoides, en especial la alixina, que mejoran su capacidad antioxidante
(Rahman, 2007).

Todo el ajo y el extracto de ajo envejecido, muestran efectos antioxidantes
directos y mejorar los niveles séricos de dos enzimas antioxidantes, catalasa y
glutation peroxidasa. Componentes del ajo, como S-alil-cisteina, también
confirmaron efectos antioxidantes significativos. Los compuestos de azufre que se
encuentran en el ajo fresco son casi 1000 veces mas potente como antioxidantes

gue el extracto de ajo envejecido (Gebreyohanne y Gebreyohanne, 2013).

2.11. Extracto de ajo

Un proceso extractivo, debe definir la selectividad del solvente a ser usado en el
proceso. Dependiendo del propédsito al que se destine, se puede obtener un
extracto cuya composicion quimica contiene la mayor parte de los contribuyentes
guimicos de la planta, o un extracto que contiene solamente contribuyentes
guimicos con una determinada caracteristica. Muchos de los beneficios de las
plantas son conocidos y utilizados como antimicrobianos, insecticidas,
antioxidantes. Estos efectos son debidos a compuestos sintetizados por las
células de las plantas que no son estrictamente necesarios para el crecimiento o

reproduccién, se denominan metabolitos secundarios (Sharapin, 2000).

El ajo contiene numerosos componentes activos, de entre los que destacan sus
compuestos azufrados, cuya presencia, su proporcion o su ausencia en los
distintos preparados dependen de manera decisiva del procesado. Los preparados

relacionados en el Cuadro 6, son los utilizados con mayor frecuencia.
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Cuadro 6. Preparados de ajo mas utilizados y sus caracteristicas

Ajo deshidratado
pulverizado y
encapsulado

Aceite esencial de

ajo

Macerado de ajo

Extracto envejecido
de ajo (AGE)

Su manipulacién origina perdidas casi totales de aliina

Se obtiene por destilacion y carece de alicina y de
compuestos hidrosolubles en medio oleoso (Disulfuro de
dialilo y trisulfuro de dialilo).

Es el producto obtenido por maceracion de ajo.

Contiene aliina y alicina.

La alicina se descompone instantaneamente en
numerosos compuestos organosulfurados  (sulfuros,
ajoenos y ditiinas).

Es el extracto obtenido por maceracion de laminas de
bulbo de ajo en solucion hidroalcohdlica (15-20%) durante
20 meses 0 mas, a temperatura ambiente (posteriormente
se filtra y concentra a baja temperatura y presion
reducida).

Este extracto es rico en derivados azufrados solubles en
agua, especialmente S-alil-mercapto-cisteina.

También contiene alil-sulfuros liposolubles estables,
flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas y otros
nutrientes esenciales.

Carece de compuestos liposolubles inestables (alicina).

Lopez, 2007.

2.12. Biodisponibilidad del ajo

El metabolismo, excrecion y farmacocinética de S-alil-L-cisteina (SAC),

componente activo del de ajo, se examinaron en ratas y perros. Una sola dosis de

SAC fue administrado por via oral o por via intravenosa a ratas (5 mg/kg) y perros
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(2 mg/kg). La SAC se absorbio bien (biodisponibilidades de> 90%) y sus cuatro
metabolitos,  N-acetil-S-alil-L-cisteina  (NAC-SAC), N-acetil-S-alil-L-cisteina
sulfoxido (NAC-SACS), S-alil-L-cisteina sulfoxido (SACS) y L-y-glutamil-S-alil-L-
cisteina, fueron identificados en el plasma y orina. El metabolismo de SAC a NAC-
SAC, metabolito principal de la SAC, se estudio in vitro e in vivo. Después de la
administracién intravenosa de NAC-SAC, SAC apareci6 en el plasma y la
concentracion se redujo en paralelo con la de NAC-SAC. Estos resultados,
sugieren que la tasa y la extension de la formacion de NAc-SAC se determinaron
por la N-acetilacion y desacetilacion actividades de higado y rifidn. También, NAC-
SACS se detect6 en el plasma después de la administracion intravenosa de NAC-
SAC o SACS. Lo que sugiere, que la NAC-SACS podria ser formada a traves de
ambos N-acetilacion de SACS y S-oxidacion de NAC-SAC. En conclusion, este
estudio ha demostrado que la farmacocinética de la SAC en ratas y perros, se
caracterizan por su alta biodisponibilidad oral, N-acetilacion y metabolismos S-
oxidacion, y extensa reabsorcion renal, indicando las funciones criticas de higado

y de rifidn en la eliminacion de la SAC (Amano et al., 2015).

2.13. Efecto del ajo en la calidad sanitaria de la carne

Se ha demostrado que compuestos azufrados solubles en agua son mas
bioactivos (L6pez, 2007).lgualmente, se han examinado efectos del extracto de ajo
con el fin de mejorar las cualidades sensoriales y extender la vida util de la carne y

productos carnicos (Goulas y Kontominas, 2007).

Park y Chin (2010), evaluaron la capacidad antioxidante y antimicrobiana de
extractos de ajo utilizando distintos solventes y adicionandolos a medallones de
carne molida de cerdo, con el fin de determinar si éstos podrian sustituir a los
aditivos sintéticos. Los resultados mostraron que todos los extractos retardaban la
oxidacion de lipidos significativamente e inhibian el crecimiento de Listeria

monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7. De igual forma, se investigd el
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potencial antioxidante y antimicrobiano de algunos compuestos azufrados
presentes en el ajo contra la decoloracion, oxidacion de lipidos y crecimiento
microbiano de carne de res. Se obtuvo un retraso significativo en la oxidacion de
oximioglobina y de los lipidos, asi como una inhibicion de cinco cepas inoculadas
intencionalmente  (Salmonella  typhimurium,  Escherichia  coli, Listeria
monocytogenes, Staphyllococcus aureus y Campylobacter jejuni) (Yin y Cheng,
2003).

Por otra parte, Gheisari y Ranjbar (2012) investigaron la capacidad antioxidante y
antimicrobiana de diferentes presentaciones de ajo (fresco, en polvo y aceite
esencial) adicionadas a carne de camello, almacenada en refrigeracion. Los
resultados mostraron un retardo en la oxidacion de lipidos y crecimiento
microbiano, siendo los ingredientes mas efectivos el ajo fresco o en polvo para la
conservacion de este producto. Asimismo, Park et al. (2008) adicionaron ajo y
cebolla en polvo a lomo y panza de cerdo, con el fin de evaluar sus propiedades
fisicoquimicas, antioxidantes y antimicrobianas. A lo cual obtuvieron, un
incremento en las tonalidades rojizas amarillas del producto. La adicién de estos
componentes, redujo en indice de peroxido, contenido de productos oxidativos
volatiles y cuenta microbiana. Kim et al. (2010), marinaron carne de cerdo con jugo
de ajo y cebolla para determinar su efecto en la oxidacion de lipidos y calidad
durante el almacenamiento en refrigeracion. Se obtuvo una disminucion en la
luminosidad y tonalidades amarillas, respecto a la carne sin adicién de jugos, asi
como un aumento en las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico.
Sensorialmente, los jugos de ajo y cebolla le proporcionaron a la carne una mayor
suavidad y mejores atributos de sabor. Otros estudios, han probado la efectividad
de extractos de ajo en la conservacion de canales de aves frescas almacenadas
en refrigeracion. En donde, se ha obtenido una reduccién significativa en la
contaminacién microbiana, al inhibir el crecimiento de microorganismos Mesd6filos

y reducir el crecimiento de Coliformes Totales y Fecales (De Moura et al., 2005).
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Asi mismo, Pacheco et al., (2011) estudiaron el efecto de ajo en solucion acuosa
sobre la calidad microbioldgica y oxidacion lipidica en rebanadas de bagre dorado
(Brachyplatystoma rousseauxii) almacenadas a 4 °C, quienes reportaron un
retraso significativo en la oxidacion de lipidos, asi como en la proliferacion de
bacterias psicrotroficas, bacterias productoras de sulfuro de hidrégeno, bacterias
acido lacticas y de la familia Enterobacteriaceae, por al menos 15 dias.
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Il. JUSTIFICACION

La calidad de la carne tradicionalmente es determinada por aspectos como su
apariencia, textura, asi como su aroma y sabor. No obstante, actualmente otros
factores como el valor nutritivo y la seguridad alimentaria han cobrado gran
importancia en la calidad de la carne. La carne de conejo tiene un alto valor
nutritivo en comparacién con otras carnes; es particularmente saludable por su
bajo contenido en grasas y calorias por su riqueza en proteinas. Posee una alta
proporcion de proteinas y una alta calidad de las mismas pues contiene un mejor
balance de aminoacidos que otras carnes (res, cerdo y pollo). Es por esto, que la
carne de conejo puede ser considerada un alimento funcional. Hoy en dia, ha
surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion de la carne que
prolonguen por mas tiempo su vida de anaquel. La demanda de productos frescos
minimamente tratados esta aumentando, asi como el interés por los agentes
antimicrobianos de origen natural, por esto en la actualidad se busca la
combinacion de dos o mas factores que interaccionen aditiva 0 sinérgicamente
controlando a la poblacion microbiana, lo que permite con esto productos
semejantes al producto fresco pero con menos aditivos. Cabe sefalar que la
velocidad de deterioro microbiologico no solo depende de los microorganismos
presentes, sino también de la combinacién quimica del producto y del tipo de
carga microbiana inicial. El ajo, es considerado un antimicrobiano natural potente,
capaz de combatir microorganismos causantes de enfermedades, pudiendo
también afectar el crecimiento de los causantes del deterioro de la carne, ademas
tiene bajo costo y las cantidades que se utilizan son muy bajas. Se ha probado su
efecto en diferentes especies y en diferentes presentaciones (polvo, aceite
esencial, fresco), sin embargo, una de las mejores opciones en costo-beneficio es
en fresco por medio del agua o alimento, ya que sus compuestos antimicrobianos
estan activos al ser ingeridos y la probabilidad de que sean metabolizados de

manera positiva por el organismo del conejo es mayor.

Héctor Daniel Arzate Serrano Pagina 36



Efecto de la adicidn de ajo en dieta de conejos sobre la calidad sanitaria de la carne

V. HIPOTESIS

La adicién de extracto acuoso de ajo en la dieta de conejos, conserva la calidad

sanitaria de la carne, aumentando la vida de anaquel por al menos dos dias.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto de la adicion de extracto acuoso de ajo en la dieta de conejos

sobre la calidad sanitaria de la carne en vida de anaquel.

Objetivos especificos

e Determinar las dosis de extracto acuoso de ajo en un estudio in vitro, para
adicionarlo en la dieta de conejo.

e Cuantificar las Unidades Formadoras de Colonias de Mesofilos Aerobios,
Coliformes Fecales y Psicrofilos en carne de conejo a diferentes
concentraciones de extracto acuoso de ajo a los dias 1, 3, 5, 7 y 9 de vida
de anaquel.

e Evaluar el color objetivo y pH, en carne de conejo a diferentes
concentraciones de extracto acuoso de ajo a los dias 1, 3, 5, 7y 9 de vida

de anaquel.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo este trabajo se plante6 un experimento in vitro para que
economicamente se determinaré los dos niveles con mejores resultados para ser

utilizados en animales in vivo.

6.1. Experimento 1

El experimento in vitro se realizo en el laboratorio de Bromatologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de
México.

Preparacion del extracto

El extracto acuoso se elabordé con 50 g de ajo por cada 400 mL de agua (0,125
g/mL). Los ajos se licuaron por 5 min (Oster 6630-13) y se filtré dicho extracto dos
veces con gasas. El extracto acuoso de ajo (EAA) resultante, se almacend en
refrigeracion (4 °C) (Rasul et al., 2012; Salem et al., 2014).

Sustrato

Se utiliz6 como sustrato, alimento comercial base de pellet marca Conejo Plus
Union Tepexpan, cuyo perfil de nutrientes fue Proteina Cruda: 16,5%; Grasa
Cruda: 3%; Fibra Cruda: 15%; Cenizas: 9%; Humedad: 12% y Extracto libre de
Nitrogeno 44,5%. Es utilizado para la engorda de conejos en la granja CUNINEZA,
donde se realiz0, posteriormente la engorda. El alimento fue secado a 45 °C por

48 h y molido a criba de 2 mm.

Preparacion del in6culo cecal
Como donadores del contenido cecal, se utilizaron 3 conejos cruza Nueva Zelanda

con Chinchilla de aproximadamente 11 semanas de edad (2,21+0,13 kg),
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alimentados con una dieta comercial marca Conejo Plus Unidon Tepexpan. Se
mantuvo a temperatura constante (39 °C) para su posterior filtrado.

Incubacion In vitro

La produccién de gas se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Theodorou et
al. (1994) con modificaciones de Mauricio et al. (1999). De acuerdo a la técnica de
Salem et al. (2015) se incubaron por triplicado, 4 dosis de extracto acuoso de ajo a
las concentraciones de: 0; 0,6; 1,2; y 1,8 mL. Se utilizaron frascos de vidrio de
color ambar de 115 mL de capacidad y se colocaron 0,5 g de la dieta comercial.
Posteriormente, se agregaron 40 mL de medio nutritivo junto con 10 g del inéculo
cecal. Asi, se agrego el inoculo al frasco, se mantuvo un flujo continuo de CO,,
para mantener la condicion de anaerobiosis y no afectar los microorganismos
presentes. Se adicion6é también el extracto acuoso de ajo a las diferentes
concentraciones, todos a 39 °C. Al momento de retirar la fuente de CO, se coloco
un tapon de goma y luego se sell6é con un anillo de plastico y cinta adhesiva para
cerrarlos herméticamente. Los frascos se colocaron a 39 °C en horno de
ventilacion forzada y mediante la puncién del tapdn de goma con una aguja
hipodérmica, se ajustd a cero la presion de gas del interior de cada frasco. A partir
de ese momento, se observo la presion generada por la fermentacion del sustrato
alas 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 36, 48, 60 y 72 h (Extech Instruments,
Waltham, EE.UU.). Se midieron gases totales por medio de un manémetro (Extech
407910) y CO, con ayuda de medidor de gas (Crowcon Gas-Pro). Al final de la
incubacion (72 h), las botellas fueron destapadas para medir pH del contenido, el

cual se filtr, para la determinacion de sustrato degradado aparente.
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6.2. Experimento 2

Engorda

El estudio se realizO6 en la Granja Matriz de Distribuidora de Conejos
Nezahualcéyotl (DISCONNEZA), ubicada en el municipio de Nezahualcéyotl,
Estado de México.

Se ha demostrado que los compuestos azufrados del ajo solubles en agua son
mas bioactivos (Lépez et al., 2007). Ademas que el extracto acuoso no genera
problemas de salud en los conejos como lo harian extractos con solventes. El
extracto acuoso se elaboré con 50 g de ajo por cada 400 mL de agua (0,125 g/
mL), los ajos se licuaron por 5 min (Oster 6630-13) filtrando dicho extracto dos
veces con gasas, el extracto acuoso de ajo (EAA) resultante se almacend en
refrigeracion (4 °C) (Rasul et al., 2012; Salem et al., 2014).

El extracto se mezcld con el alimento comercial (Conejo plus union Tepexpan;
proteina bruta: 16,5%; grasa cruda: 3%; fibra cruda: 15%; cenizas: 9% y humedad:
12%) asperjandolo cada tercer dia. La determinacion de las dosis se hizo
previamente en un estudio in vitro simulando la digestibilidad cecal del conejo,
midiendo la produccion de gas y de CO; asi como la degradabilidad de la materia
seca. Las dosis fueron: 8,4 mL de agua por jaula para los conejos del grupo testigo
(GT); 4,2 mL de EAA con 4,2 mL de agua para el tratamiento uno (T1) y 8,4 mL de
EAA para el tratamiento dos (T2).

Faenado

Al cumplirse 40 dias de la adicién del extracto de ajo en la dieta de los conejos
(tiempo que dura la engorda), los animales fueron restringidos de alimento 24 h
para ser faenados. Se insensibilizaron por dislocacion atlanto-occipital (NOM-033-
SAG/Z0O0-2014) se degollaron y desangraron. Para lo cual, se realizé un corte en
la linea alba se retiraron las visceras abdominales y toracicas. Por ultimo, se

cortaron las extremidades y se colocaron en un contenedor con agua limpia. Las
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canales fueron identificadas y transportadas a 4 °C al laboratorio de Ciencia y
Tecnologia de la Carne de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autdnoma del Estado de México, para el analisis de las variables
color y pH. Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Coliformes Fecales,
Mesofilos Aerobios y Psicrofilos se determinaron en el laboratorio de Calidad de
los Productos Agropecuarios de la Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad Autonoma del Estado de México.

Anélisis Microbiolégicos

Para la cuantificacion de las UFC de Coliformes Fecales se siguieron las Normas
(AFNOR-NF-V-0860-1996), para Mesofilos Aerobios y Psicrofilos (NOM-092-
SSA1-199). Se agregd 1 g de carne a tubos de ensaye con 9 mL de agua
peptonada salina estéril (0,1% peptona + 0,9% NaCl). Los tubos se agitaron
vigorosamente para uniformizar la distribucion de los microorganismos. Se
prepararon diluciones decimales hasta 10 Las muestras se analizaron a los dias
1, 3,5, 7y 9 dias en vida de anaquel. La cuenta microbiana (UFC) se convirtié a

log*® UFC/cm? por muestra.

Analisis Fisicos

Se tomoé la primera lectura de pH (Hanna Instruments, modelo HI 99163) y color
(Minolta Chromameter CR 400) in situ en el musculo Longissimus dorsi derecho
de las canales a los 45 min post mortem. Los analisis subsecuentes de realizaron
en las muestras tomadas del mismo muasculo durante los dias 1, 3, 5, 7y 9 en vida

de anaquel a 4 °C.

Disefio experimental
Para los indicadores productivos se realiz6 un ANOVA (P<0,05) al encontrar
diferencias significativas, se aplic6 una comparacién de medias de Tukey al 5%,

las variables de estudio fueron los tres tratamientos y las variables respuesta

Héctor Daniel Arzate Serrano Pagina 42



Efecto de la adicidn de ajo en dieta de conejos sobre la calidad sanitaria de la carne

fueron: peso semanal, ganancia de peso semanal y conversion alimenticia durante

un periodo de 4 semanas.

A los resultados del estudio microbiolégico obtenidos, se les aplicé un Andlisis de
Varianza Multivariado (P<0,05) para determinar el efecto de los tratamientos, dias
y la combinacion tratamiento por dia. Donde la variable de estudio fueron los
tratamientos y las variables respuesta: UFC de Coliformes Fecales, Mesdbfilos
Aerobios, Psicrofilos, pH, luminosidad, tonalidad de rojos y tonalidad de amarillos.
Para los valores que presentaron diferencias significativas, se realizo la prueba de

comparacion de medias de Tukey al 5%.

Héctor Daniel Arzate Serrano Pagina 43



7.1.

[N}

Efecto de la adicidn de ajo en dieta de conejos sobre la calidad sanitaria de la carne

VIl. RESULTADOS
Articulo 1

Influence of supplementing Rabbit Diet with Garlic Extract on in Vitro Gas Production
Kinetics and Fermentation Profiles
H. Daniel Arzate-Serrano”, M. Antonia Mariezcurrena-Berasain®; M. Dolores Mariezcurrena-
Berasain®; D. Luz Pinzén-Martinez"; E.A. Ugbogu®, Abdelfattah Z. M. Salem."
* Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Campus Universitario El Cerrillo. Toluca, México. C. P. 50090, México.
" Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas. Campus
Universitario El Cerrillo. Toluca, México. C. P. 50090, México.

¢ Department of Biochemistry, Abia State University. P.M.B 2000. Uturu. Abia State. Nigeria.

Abstract

The aim of this present study was to evaluate the effect of rabbit diets supplemented with garlic
extract on in vitro gas production (GP), carbén dioxde CO: production and some ruminal
fermentation parameters. Garlic extracts were prepared at 0.125 g/mL and added at four different
doses: O (control without garlic extract), 0.6, 1.2 and 1.8 mL extract/g dry matter (DM) The in
vitro gas production was evaluated at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 36, 48, 60 and 72 hr
incubation. The results showed quadratic increase in asymptotic GP (P=0.027) and rate of GP
(P=0.037) but no linear or quadratic effects (P>0.05) was observed for initial delay before GP,
however inclusion of garlic extracts at 0.6 and 1.2 mL extract/g DM increased asymptotic GP
compared to control. In vitro GY, there were quadratic effects (P=0.043) for GP24 and (P=0.029)
for GP4g incubation times. There were no linear and quadratic effects (P>0.05) in in vitro CO2
production for all the incubation times, however the dose of 1.2 mL/g DM had the highest in vitro
CO: production at 12 hr, 24 hr and 48 hr incubations. The results of this study suggest that
supplementation of garlic extract at 1.2 mL/g DM was most effective for improving ruminal
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25 fermentation of rabbits compared with other tested doses.

26  Key words: Garlic extract, in vitro gas production, degradation, rabbit.

28 Introduction

29 In agro-based industries chemical additives such as antibiotics, ionophore. gas inhibitors and
30  defaunating agents use in supplementing feed diets to enhance the efficiency of nutrient use and
31 also reduce methane (CHa) production have been prohibited in the European Union due to their
32 potential toxic effects to humans and its environment (Official Journal of the European Union,
33 2003). These negative impacts especially from antibiotics have compelled the nutritional
34  scientists to exploit the use of natural safe feed additives such as plant extracts to improve
35  nutrient utilization, digestibility of fibrous feeds, increase microbial protein production and also
36  reduce both protein degradability and emission of greenhouse gases (Patra and Saxena et al.,
37 2011).

38  Many plant extracts contain reasonable amount of secondary metabolites also known as
39  phytochemicals such as alkaloids, phenolics, saponins, tannins and terpenoids. These secondary
40  metabolites are part of grazing animal diets and play essential roles as antibacterial, antioxidants,
41 anticiccidial and anthelmintic with the capacity to modify rumen fermentation pattern (Salem et
42 al., 2011). Rumen microbes have the capacity to metabolise and utilize lower concentration of
43 alkaloids, saponins and phenolics as a source of energy without any residual effects on rumen
44 productions (Salem et al., 2014a). These chemical components also inhibit enteric
45 methanogenesis and reduce ammonia release in rumen. However. consumption of higher doses of
46 tannins and saponins may have haemolytic effect and lead to death of the animals (Athanasiadou
47 and Kyriazakis 2004).

48 Currently, the use of plant extracts as feed additives have gained substantial interest thus leading

2
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49  researchers into a new, safer and inexpensive way of improving the performance of ruminant
50  production. Researchers have reported that plant extracts as natural feed additives improves
51 rumen fermentation efficiency, enhance protein metabolism, decrease greenhouse gas production,
52 reduce nutritional stress such as bloating and also improve animal health and productivity
53 (Mclntosh et al., 2003; Patra et al., 2006: Benchaar et al.. 2007).

54  Salem et al. (2014b) reported that the extracts of B. crassifolia, C. pallida, E. cyclocarpum, F.
55  excelsior, F. trigonata, P. brevifolium and P. domestica at doses of 1.2-1.8 mL/g diet positively
56 modified rumen fermentation. Also plant extracts with high flavonoid contents have the
57  potentials to decreased methane production and yield more microbial biomass thus resulting in
58 higher degradability and utilization of CP and cell-wall constituents (Broudiscou et al. 2002).
59 Salem (2012) found that ingestion of tree leaf extracts of S. babylonica and L. leucocephala
60  reduced ruminal in vitro GP, fermentation and increased digestibility. Ishtiyak et al. (2010)
61 observed that addition of Trigonella foenumgraecum improved the in vitro dry matter and
62  organic matter digestibility. El-Adawya et al. (2008) reported positive effect of ZADO®
63  addition on browse leaves degradation in rabbits indicating positive effects on the caecal
64  microbial activity and nutrient digestion.

65  Rabbit diets present an endogenic complexity together with its digestive physiology (Cecotrophy)
66 making it an extreme sensitive animal during diet compositions. Recent resecarchers are
67 interested to evaluate the potential use of natural antimicrobials such garlic and other plant
68 extracts to improve rumen ecology. Garlic (Allium sativam) has been recognised not only as spice
69 or herb plant but also as an antimicrobial agent. The antimicrobial properties of garlic are
70 associated to the presence of organosulfur compounds such as allicin, diallyl sulphide, dialyl
71 disulphide, S-allylcysteine and allyl mercaptan among others (Lawson, 1996). The manipulations
72 of these organosulfur compounds could change rumen fermentation patterns by decreasing the

3
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73 proportion of acetate and increasing the proportion of propionate and butyrate. They can also
74 inhibit methanogenesis and decrease the methane (CHa4): volatile fatty acid (VFA) ratio (Busquet
75 et al., 2005a, b; 2006). Mbiriri et al. (2016) have shown that blending of garlic oil, fumarate and
76  nitrate suppressed in vitro CHy production without affecting total volatile fatty acid concentration.
77 Kongmun et al. (2010) measured the in vitro effect of garlic powder and coconut oil fermentation
78  in buffalo ruminal fluid and concluded that this mixture has the potentials to improve ruminal
79 fluid fermentation and could reduce CHy production and protozoal population. Patra et al. (2010)
80  reported that ethanol and methanol extract of fennel, cloves and garlic had positive inhibition
81  effects on CH4 production.

82  The in vitro gas production methodology has been used to evaluate the rumen degradation of
83 ruminant diets (Vallejo et al., 2016), which allows determination of short chain fatty acid, the
84  energy value of the feed and the amount of fermented substrate used to synthesis microbial
85 protein. This present study was conducted to investigate the effects of supplementing Rabbit diets
86  with garlic extract at different doses on gas production and ruminal fermentation profiles.

87

88  Metodhology

89 In vitro experimental process was made at the Bromatological Laboratory Faculty of veterinary
90 medicine and zootechnics from Autonomous Mexico State University.

91 Aqueous extract preparation

92 Exactly 50 g of powdered garlic were dissolved in400 mL of distilled H20 (0.125 g/mL.) and the
93 mixture was blended for 5 min (Oster 6630-13) and immediately filtrated twice with GASAS.
94 The filtrates (Garlic extract (GE)) were collected and stored at 4 °C in the refrigerator for further
95  use.

96 Substrates and treatments
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97 Garlic extracts were investigated at four different doses: 0, 0.6, 1.2 and 1.8 mL/g DM of rabbit
98 diet. A commercial food (Union plus Rabbit Tepexpan) base was used as substrate and its
99 nutritional composition was 16.5 % crude protein, 3% crude fat, 15% crude fibre, 9% ashes, 12%
100 moisture and 44.5% free nitrogenous extract.

101 Cecal inoculum preparation

102 Three eleven (11) months old Chinchilla/New Zealand crossbreed rabbits (2.21 + 0.13 kg) were
103 used as faecal content donors. Rabbit donors were fed with the Plus Union Tepexpan commercial
104 diet: besides, samples were collected in the morning.

105 In vitro Incubation

106  Gas production (GP) was evaluated according to method of Theodorou et al. (1994) as modified
107 by Mauricio et al. (1999). Four (0, 0.6, 1.2 and 1.8 mL) of aqueous garlic extract doses were
108 incubated in triplicate. Exactly 0.5 g of commercial food was placed in |15 mL volume capacity
109 amber coloured glass jars with appropriate addition of garlic extract dose mL/g DM and then 10 g
110 of faecal inoculum were added, followed by addition of 40 mL of the buffer solution of Goering
111 and Van Soest (1970) without any tryticase. After all addition, the glass jars were flushed with
112 CO> and closed immediately with stoppers, shaken and incubated at 39°C for 72 hours. The
113 volume of gas produced was measured at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 24, 36, 48, 60 and 72 hours
114 (Extech Instruments Waltham, EE. UU). Total and CO: gas production were measured with a
115  pressure gauge (Extech 407910) and a Gas meter (Crowcon Gas-Pro), respectably. All amber
116 glass jars were uncapped at the final incubation time (72 h) and the pH was measured with pH
117 meter (Orion Star A215, Thermos Cientific, 2015). The content of each amber glass jars was
118 filtered under vacuum through sintered filter with glass crucible. The fermentation residues were
119 dried at 65°C for 72 hours to estimate potential dry matter disappearance (DMD).

120 Calculations
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Gas accumulation pressure at the top jars was measure with a pressure transducer connected to a
digital reader. Psi unit conversion was determinate through a previously equation obtained by
SAS program (PROC REG, 2002):

Y = 0.024 + 5.34X + 0.031X?
Where y = is the volume (8 mL); X is pressure (psi) with a R? = 0.99. Kinetic parameter of gas
production (GP) results (ml/g DM) were fitted using NLIN option of SAS (2002) according to
France et al. (2000) model as:

A=bx [l —e €L

Where A is the volume of GP at time t. b is the asymptotic GP (mL/g DM), k is the rate of GP
(/h) and L (h) is the discrete lag time prior to GP.
Metabolizable energy (ME, MJ/kg DM) was estimated according to the method of Menke et al.
(1979) as:

ME (MJ/Kg DM) = 2.20 + 0.136 GP + 0.057 CP

Gas yield at 4 and 6 h (GY4, GYs6) was calculated as the volume of gas (mL gas/g DM) produced
after and before those time periods of incubation divided by the amount of DM (g) as:
Gas yield (GY24) = mL gas/g DMD
Short chain fatty acids (SCFA) were calculated (Getachew et al., 2002) as:
SCFA (mmol/200 mg DM) = 0.0222 GP — 0.00425
Where; GP is 24 hours net gas production (ml/200 mg DM).
Microbial Crude Protein production (MCP) was calculated (Bliimmel et al., 1997) as:
MCP (mg = g DM) = mg DMD — (ml gas x 2.2mg/ml) where the 2.2 mg/ml is a stoichiometric
factor that expresses mg of C, H and O required for the SCFA gas associated with production of

one ml of gas (Blimmel et al., 1997).
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145 Statistical analyses

146 The experimental design for the in vitro was a completely randomized design. Values of gas
147 production within each extract doses were used as the experimental unit. Linear and quadratic
148 polynomial contrasts were used to examine responses to increasing addition of additives doses.
149 Multiple comparisons of means were performed using the Tukey’s test. Significance was

150 declared at a level of P < 0.05.

152 Results

153 The results of in vitro gas production (GP), gas yield (GY) and carbon dioxide production (CO>)
154  are shown in Table 1. The asymptotic GP (b, mL/g DM) quadratically increased (P=0.027) with
155 increasing doses of garlic extract. Addition of garlic extracts at 0.6 and 1.2 mL extract/g DM
156  resulted in higher asymptotic GP compared to control (without garlic extract addition) Fig. 1.
157 Dose effects on the rate of GP was quadratic (P=0.037). Garlic extract had no linear or quadratic
158  effects (P>0.05) on the initial delay before GP.

159 In vitro GY. there was no linear and quadratic effects (P>0.05) at GPi2 hr incubation but there
160  were quadratic effects (P=0.043) and (P=0.029) for GP»s and GPag incubation respectively.
161 However, the dose of 1.8 mL/g DM had the lowest in vitro GY of 140.82 mL/g DM at 24 hr and
162 145.04 mL/g DM at 48 hr incubation times when compared with the control and other doses. In
163 vitro CO: there were no linear and quadratic effects (P>0.05) for all the incubation times,
164 however the dose of 1.2 ml/g DM had the highest in vitro CO: production at 12 hr, 24 hr and 48
165 hr incubations whereas the dose of 1.8 mlL/g DM had the lowest CO: production at 48hr
166 incubation time (Fig. 2).

167
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169 Table 1. In vitro gas production after 72 h incubation as influenced by three different doses of

170  aqueous extract of garlic (mL/g DM).

AEG GP parameters In vitro GY, mL/g DM In vitro CO2 mL/g DM
Dosage, b, ¢, /h L,/h GPi2 GP24 GPas CO: CO2 CO:
mL/gDM  mL/g 12 24 48
DM
1169 141.8 148.7
0 149.15  0.13 2.42 1.46 4.37 6.93
1 6 3
123.0 153.7 163.9
0.6 164.76  0.12 341 2.19 6.42 9.55
7 1 2
1454 1924 212.7
1.2 215.26 0.9 1.86 3.50 9.09 13.45
3 1 5

120.7 140.8 145.0

1.8 145.20 0.15 3. 1.65 4.45 5.58

]
®

5 2 4
SEM 33.35 0.025 1.39 18.59 28.14 32.82 1.44 3.35 4.63
Linear 0.900 0.373 0.519 0.826 0969 0905 0.885 0.978 0.760

Quadratic 0.027 0.037 0366 0.093 0043 0.029 0.110 0.100 0.073

171 AEG. aqueous extract of garlic: b. asymptotic gas production: DM, dry matter; c, rate of gas
172 production: L, initial delay before gas production begins; h, hours: GP, gas production and COa,

173 carbon dioxide.

175  Table 2 shows the effects of aqueous extract of garlic (mL/g DM) on fecal fermentation
176  parameters. There were no linear or quadratic effect (P>0.05) of the garlic extract on pH, DMD

177 and GY24. However, garlic extract showed a quadratic effect for MPC (P=0.043), and the highest
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178 garlic extract concentration (1.8 mL/g DM) had the lowest MCP (539 mg/g DM) when compared
179 to the control (541.29 mg/g DM), 0.6 mL/g DM (563.44 mg/g DM) and 1.2 mL/g (DM 635.81
180 mg/g DM) doses. Metabolizable energy (ME) quadratically increased (P=0.042) and had highest
181 value of 8.23 MJ/kg DM in 1.2 mL dose than the control (6.85 MJ/kg DM), 0.6 mL (7.17 MJ/kg
182 DM) and the 1.8 mL (6.82 MJ/kg DM) doses. The short chain fatty acids (SCFA) had no linear
183 effect (P>0.05) but quadratic effect was observed (P = 0.044). Addition of 1.8 mL garlic extract
184 resulted in the lowest SCFA compared with the control (3.12 mmol/g DM) and other AGE 0.6
185 mL (7.17 mmol/g DM) and 1.2 mL (8.23 mmol/g DM).

186

187  Table 2. Effects of aqueous extract of garlic (mL./g DM) on fecal fermentation parameters.

AEG ME,
DMD, MCP, GY24 mL SCFA,
Dosage, MJ/kg
pH mg/g DM mg/g DM gas/g DMD mmol/g DM
mlL/g DM DM
0 6.11 67.57 541.29 165.80 6.85 3.12
0.6 6.38 62.36 563.44 168.07 7.17 3.39
1:2 5.74 64.12 635.81 181.64 8.23 4.25
1.8 6.36 62.36 539.33 165.28 6.82 3.10
SEM 0.28 3.05 52.64 10.90 0.76 0.62
Lineal 0.369 0.104 0.968 0.957 0.968 0.968
Quadratic  0.053 0.718 0.043 0.085 0.0426 0.044

188  AEG, aqueous extract of garlic; DM, dry matter; DMD, DM degradability: MCP, microbial crude
189 protein production; GY?24, gas yield at 24 h of incubation: ME. metabolizable energy: SCFA,
190  short chain fatty acids.

191
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192 Figure 1. In vitro gas kinetics (mg/g DM) at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 24, 36, 48, 60 and 72 h

193 incubation times with different concentrations of aqueous garlic extract (AEG).
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195  Figure 2. In vitro CO:2 kinetics (mg/ g DM) at 0, 2.4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 24, 36,48, 60 and 72 h

196  incubation times with different concentrations of aqueous garlic extract (AEG).
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Discussion

The in vitro fermentation technique is a simple and sensitive screening method for investigating
nutritive values of diets and for evaluating the efficacy of feed additives (Salem et al., 2014a). It
is a powerful tool used to study forage utilization, feed digestibility, fermentability and microbial
protein production. It is also used to measure the in vitro gas rumen kinetics such as methane
(CH4), Carbon dioxide (CO2) and Hydrogen (H2) (Elghandour et al., 2015; Elghandour et al.,
2016). Recently there has been an increased interest in using natural additive such as plants
extracts to modify rumen microbial fermentation and many studies have shown that natural plant
extracts have potentials to improve rumen fermentation and GP at lower or moderate
concentration (Jiménez-Peralta et al. 2011; Abarghuei et al. 2013; Salem et al., 2014a). In this
study, garlic extract is exploited by evaluating its effects on in vitro gas production and the
possibility of improving fermentation profiles of rabbits. Garlic (Allium sativum) is a natural
antimicrobial agent. It is used to prolong the shelf life of meat products because of its bactericidal
effects.

In this study, garlic extract had quadratic effects on the asymptotic GP (P=0.027) and rate of gas
production (P=0.037) but no effect on initial delay before gas production began. This result is in
contrast with Salem et al. (2014b) who reported that an increased GP was parallel with decreased
initial delay before GP begins in their study involving seven tree species extracts. Garlic extract
at 0.6 and 1.2 mL/g DM doses increased GP, but GP was lower than the control with addition of
1.8 mL/g DM dose. Higher gas values are good indication of better nutrient availability for
rumen microorganisms (Mahala & Fadel Elseed 2007). This finding is similar to the result of
Salem et al. (2014b) which reported that ruminal GP increased with Salix babylonica extract at
0.6 and 1.2 ml/g DM, but not with the dose 1.8 ml/g DM. The authors were of the opinion that
this improvement in GP could be attributed to the capacity of rumen microorganisms to degrade
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low or moderate level of plant secondary metabolites in plant extracts thus utilizing them as
energy source without negatively effecting rumen fermentation. The increase in GP also agrees
with the results of previous studies of Jiménez-Peralta et al. (2011) and Salem et al. (2011).
However, high doses of plant secondary metabolites in plant extracts are well known
antimicrobial agents that inhibit bacteria, protozoa and fungi activities (Bodas et al. 2012) as
observed at dose of 1.8 mL/g DM in this study.

In vitro GY, there was no linear and quadratic effects (P>0.05) at GP> hr incubation for all the
doses but there were quadratic effects at GP24 and GPag incubation times. However, the dose of
1.2 mL/g DM had the highest in vitro GY of 212.75 mL/g DM at GP4g compared with the control
and other doses. No linear or quadratic effects (P>0.05) was observed on in vitro COz production,
however, 1.2 mL/g DM dose garlic extract had the highest in vitro COz production (13.45 mL/g
DM) incubation whereas the dose of 1.8 mL/g DM had lower CO: production compared to their
respective control at 48 hr incubation time. There are no published or documented reports on the
effect supplementing rabbit’s diets with garlic extract on in vitro GY and CO:z productions;
therefore, the results of this present study could not be compared from previous studies.

There were no significant effect (P>0.05) of the garlic extract supplementation on pH and GY24.
The pH values were within the range of 5.74 in the 1.2 mL/g DM dose to 6.11 in the control,
showing no adverse effect of the garlic extracts on in-vitro system. This result was similar to the
findings of Cardozo et al. (2005). The authors reported that the ethanol extract of garlic dose of
30 mg/l in rumen liquor from beef cattle fed on high concentrate diet stimulated the required
changes in in vitro batch culture fermentation at pH 5.5 with the better value of total VFA. In our
own study, the pH of 5.74 at the dose 1.2 mL/g DM had the highest SCFA (4.24 mmol/g DM)
compared to the control and other doses. Positive correlations between pH and volatile fatty acids
have been properly documented (Ramos et al., 2009) and this is in agreement with the findings of
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248 this study. The addition of different doses of garlic extract did not significantly influence DMD
249 (P>0.05) in this study. Busquet et al. (2005a,b) reported that the addition of garlic oil and its

250 compounds did not have influence on true DM while Yang et al. (2007) observed that addition of

[
n
—

garlic and berry essential oil did not influence total digestibilities of DM. However, Sirohi et al.
252 (2009) reported 15% increase in DMD due to addition of Aloe-barbadanis extract.

253 In this study, the supplementation of garlic extract had a quadratic effect (P<0.05) on the
254 microbial crude protein (MCP), metabolise energy (ME) and short chain fatty acids (SCFA).
255  Salem et al. (2014a) reported that addition of Leucaena leucocephala and Salix babylonica
256  extracts at (0.6, 1.2, 1.8 mL extract/g DM increased gas volume, and MCP when compared to the
257  control. This finding was similar to the results of our study except that addition of garlic extract
258  at 1.8 mL extract/g DM decreased the gas volume, MCP, ME and SCFA. The observed decrease
259  could be as a result of antimicrobial activities of the garlic extract. This correlates with the
260 findings of Sreekanth et al., (2006), who reported that high levels of plant secondary metabolites
261 may reduce the feed intake, and impair the nutrient digestibility or even be toxic to the rabbits. In
262 contrast, Alexander et al. (2008) reported that extracts of Moringa oleifera and Picrorhiza kurroa
263  decreased DM degradability and GP24 but had no effect on MCP.

264  There was significant increase (P<0.05) in SCFA at the dose of 1.2 mL/g DM compared to the
265 control and other doses. This result suggests that garlic extract at the dose of 1.2 mL/g DM
266  produced large amounts of asymptotic gas which leads to large production of SCFA and decrease
267 in the caecal pH. Kholif et al. (2015) indicated that increased in SCFA can be as result of direct
268  improvement on digestion of Moringa oleifera diets leading to more efficient fermentation. Also
269  at the increased dose of 1.8 mL/g DM garlic extract there was a decreased in SCFA and increased
270 in pH. This result was similar to the work of Wanapat et al. (2008 a, b). who observed that
271 increasing garlic powder in diets rumen resulted in a reduced SCFA.

13
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Conclusion

The moderate dose of 1.2 mL/g DM supplemented garlic extracts had more positive influence on
the gas production and fermentation parameters than the lower doses of 0, 0.6 mL/g DM doses
and higher dose of 1.8 ml/g DM doses. In this study, supplementation of garlic extract at the
dose 1.2 mL/g DM resulted in in more available energy for increasing SCFA production and ME
density than other doses and could be an alternative means as feed additive to improve rabbit’s
fermentation end products leading to reduced fermentation losses, improving ME, SCFA, and
increasing microbial crude protein production. The results of our findings showed that in vitro
gas production and some fermentation parameters such as the MCP, ME and SCFA demonstrate
that garlic extract is rich in plant secondary metabolites and could be a promising potential feed

additive in rabbit diets.
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12RESUMEN

13El uso de antimicrobianos naturales, como el ajo, junto con sus propiedades nutracéuticas
14ha favorecido el bienestar animal y como consecuencia la inocuidad y la calidad de la
15carne. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar indicadores productivos, calidad
16fisica y microbiologica de la carne de conejos, engordados con la adicion de extracto
17acuoso de ajo (EAA) en la dieta. Se realizd un disefio completamente aleatorio con tres
18tratamientos de 28 conejos cada uno (PV 1,1+0,4 kg) Nueva Zelanda/Chinchilla, grupo
19testigo, tratamiento 1 (0,9% de EEA) y tratamiento 2 (1,8% de EAA) asperjado en el
20alimento cada tercer dia. Se midid peso, ganancia de peso semanal y conversion
2lalimenticia, semanalmente durante 4 semanas. Se cuantificaron Unidades Formadoras de
22Colonias de Mesofilos Aerobios, Coliformes Fecales, Psicrofilos, pH y color (L*, a*y b¥) a
231, 3, 5, 7 y 9 dias, bajo condiciones de refrigeracion en Longissimus dorsi. Se realizd un
24Analisis de Varianza Multivariado (P<0,05) para los indicadores productivos, variables
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25fisicas y microbiologicas, mas una prueba de Tukey 5%. No existieron diferencias
26significativas sobre los indicadores productivos y si, para Psicrofilos y Mesofilos Aerobios
27en vida de anaquel. No hubo presencia de Coliformes Fecales en ninguna de las muestras.
28El efecto de la adicion de extracto de ajo al 1,8% de EAA no afectd los indicadores
29productivos, ni la calidad fisica de la carne, sin embargo, prolong6d la calidad
30microbiologica del producto por dos dias.

31Palabras clave: Allium sativum, vida de anaquel, analisis microbiologico, calidad de carne.

32

33ABSTRACT

34Natural antimicrobial use as garlic together with its nutraceuticals properties has improved
35the animal welfare and as a consequence the meat safety and quality. Hence, the main
360bjective of this project was to evaluate productive indicators, physical and microbiological
37from rabbit meat fed with aqueous garlic extract (AGE) added on diets. A complete
38randomized experimental design was done to three 28 New Zealand/Chinchilla rabbits (PV
391.1+0.4 kg) groups per treatment. Control group, treatment 1 (0.9% of AGE) and treatment
402 (1.8 % of AGE) sprinkled on food diet every third day. Weight, weekly weight gain and
41food conversion were measured weekly for 4 weeks. Mesophilic Aerobic Bacteria, Fecal
42Coliforms and Psychrophile counts, pH and colour (L*, a*and b*) were made for 1, 3, 5, 7
43and 9 days over cooling conditions in Longissimus dorsi samples. An analysis of variance
44(P<0.0S) for productive indicators, physical and microbiological variables with a Tukey 5%
45test were performed. There were no statistical differences (P>0.05) for productive
46indicators, but there were for Psychrophile and Mesophilic Aerobic Bacteria counts in shelf

47life. There were no Fecal Coliforms reports in any of the samples. Then, aqueous garlic
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48extract effect (to 1.8% of AGE) have no negative effect neither on productive indicators nor
490n physical meat quality. Nevertheless, it extended the product shelf life for two days.
50Key words: Allium sativum, shelf life, microbiological analysis, meat quality.

51

52INTRODUCCION

53La industria carnica emplea diversos métodos para retrasar los cambios alterativos y
54prolongar el periodo de aceptabilidad, mismos que se relacionan directamente con la
55presencia de microorganismos. En la actualidad, se busca la combinacion de dos o mas
56factores que interaccionen aditiva o sinérgicamente, para controlar la poblacién microbiana
57y evitar la aplicacion de un solo factor de conservacion en forma severa. Lo que mejora la
58calidad sensorial y nutrimental del alimento y permite la produccion de alimentos
59minimamente procesados (Alzamora, 1997). El uso de antimicrobianos artificiales es
60comun en la industria de la carne, sin embargo, actualmente son rechazados por parte de los
61consumidores. Por lo cual, ha surgido la necesidad de buscar otros antimicrobianos de
62origen natural (Hernandez, 2008). El ajo (A//ium sativum) es un antimicrobiano natural con
63una amplia gama de propiedades nutracéuticas, debido a su contenido de compuestos
64sulfurados secundarios, entre ellos la alicina. Igualmente, se ha demostrado los efectos
65benéficos del extracto de ajo sobre la salud de animales, como es el caso de los conejos y
66sobre la carne de éstos, en la cual, puede prolongarse la vida util y por consiguiente, la
67seguridad del consumidor (Briens ef al., 2005; Lopez, 2007; Goulas y Kontominas, 2007,
68Cardinali et al., 2014). El deterioro de la carne de conejo en refrigeracion, se debe a la
69actividad de enzimas enddgenas junto con la actividad de microorganismos contaminantes
70del producto durante el proceso de faenado y despiece. Cuando el producto se distribuye en
7 1ltemperaturas de refrigeracion, la carne tiene una vida de anaquel entre 6 y 8 dias, tal como
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72otros reportes lo han mencionado (Badr, 2004; Rodriguez et al., 2005; Nakyinsige et al.,
732014; Pereira y Malfeito 2015). Kim et a/. (2010), marinaron carne de cerdo con jugo de
74ajo y cebolla para determinar su efecto en la calidad durante el almacenamiento en
75refrigeracion. Sensorialmente, los jugos de ajo y cebolla le proporcionaron a la carne mayor
76suavidad y mejores atributos de sabor. Aunque existen reportes de la utilizaciéon de extracto
77de ajo en carnes de diferentes especies, no se ha evaluado la carga microbiana al adicionar
78el extracto en la dieta en conejos. Derivado de lo cual, el objetivo de este estudio fue
79evaluar el efecto de la adicion de extracto acuoso de ajo (EAA) en la dieta de conejos, sobre
80los indicadores productivos, asi como en la calidad fisica y microbiolégica de la carne en
81vida de anaquel.

82

83MATERIALES Y METODOS

84Engorda

85EIl estudio se realizo en la Granja Matriz de Distribuidora de Congjos Nezahualcoyotl
86(DISCONNEZA), ubicada en el Municipio de Nezahualcoyotl, Estado de México. Se sitia
87entre los paralelos 19°24'02" de latitud norte y 99°00'53" de longitud oeste, con una altitud
88promedio de 2235 msnm.

89EI extracto acuoso se elabord a partir de una dilucion madre de 0,125 g/mL (Salem ez al.,
902014). Para lo cual, los ajos sin cascara se licuaron por 5 min (Oster 6630-13) y dicho
91lextracto se filtro dos veces con gasas. El extracto acuoso de ajo (EAA) resultante se
92almacend en refrigeracion (4 °C) hasta su uso. Se utilizaron 84 conejos destetados (PV
931,1+0,4 kg) machos y hembras, en un sistema modular dispuesto en un piso, equipado con
94bebederos automaticos tipo tetina y tolvas de alimentacion. Los cuales, se dividieron en tres
95tratamientos; grupo testigo GT (sin EAA anadido), tratamiento 1 T1 (0,9 % EEA) y
11 4
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96tratamiento 2 T2 (1,8 % EAA). Los extractos fueron asperjados sobre el alimento comercial
97(Conejo plus union Tepexpan; proteina bruta: 16,5%; grasa cruda: 3%; fibra cruda: 15%:
98cenizas: 9% y humedad: 12%) cada tercer dia. Para evaluar los indicadores productivos, los
99conejos se pesaron semanalmente (bascula digital Dibatec), en ayunas y se registro la
100ganancia de peso total, junto con ganancia de peso semanal y consumo de alimento, durante
1014 semanas. Agua y alimento fueron proporcionados ad libitum.
102Faenado
103Los conejos fueron restringidos de alimento 24 h para ser faenados. Se insensibilizaron por
104dislocacion atlanto-occipital (NOM-033-SAG/ZO0-2014), se degollaron y desangraron,
105mediante un corte en la linea alba para retirar las visceras abdominales y toricicas. Por
1060ltimo, se cortaron las extremidades y se disminuy6 la temperatura de la canal hasta 4 °C.
107Las canales fueron identificadas y transportadas a temperatura de refrigeracion al
108laboratorio de Calidad de los Productos Agropecuarios, Facultad de Ciencias Agricolas de
109la Universidad Autonoma del Estado de México, para los analisis correspondientes.
110Analisis Fisicos
111Se tomo la primera lectura de pH (Hanna Instruments, modelo HI 99163) y color (Minolta
112Chromameter CR 400) in situ de muestras del misculo Longissimus dorsi derecho de las
113canales a los 45 min post mortem. Los andlisis subsecuentes de realizaron en las muestras
114tomadas del mismo musculo durante los dias 1, 3, 5, 7 y 9 en vida de anaquel a 4 °C, por
115duplicado.
116A4nalisis Microbiologicos
117Se cuantificaron por duplicado las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Coliformes
118Fecales, Mesofilos Aerobios y Psicrofilos. La AFNOR-NF-V0860-1996 se usé para la
119cuenta de Coliformes Fecales, ya que en México no hay Norma Oficial para estos

14 5

Héctor Daniel Arzate Serrano Pagina 68



Efecto de la adicidn de ajo en dieta de conejos sobre la calidad sanitaria de la carne

120microorganismos. Para Mesoéfilos Aerobios y Psicrofilos, se procedidé por la NOM-092-
121SSA1-1994.

122 A4nalisis Estadistico

123Para los indicadores productivos se realizé un Analisis de Varianza (P<0,05) y al encontrar
124diferencias significativas, se aplicé una comparacién por prueba de Tukey al 5%. Las
125variables de estudio fueron los tres tratamientos (GT, T1 y T2) y las variables respuesta
126fueron: peso semanal, ganancia de peso semanal y conversion alimenticia, durante un
127periodo de 4 semanas. A los resultados del estudio microbiolégico y fisico obtenidos, se les
128aplicod un Andlisis de Varianza Multivariado (P<0,05) para determinar el efecto de los
129tratamientos y vida de anaquel, donde la variable de estudio fueron los tratamientos (GT,
130T1 y T2). Las variables respuesta: UFC de Coliformes Fecales, Mesofilos Aerobios,
131Psicrofilos, pH, luminosidad, tonalidad de rojos y tonalidad de amarillos. Para los valores
132que presentaron diferencias significativas, se realizo la prueba de Tukey al 5%.
133RESULTADOS Y DISCUSION

134indicadores Productivos

135Los resultados de las variables productivas se presentan en las tablas 1, 2 y 3. En las cuales,
136se puede observar que no se presentaron diferencias significativas para ninguna de las
137variables. Estos datos difieren, de los presentados por Carrefio y Lopez (2014), Ortsergu et
138al. (2008) y Ademola er al. (2005), quienes suplementaron con extracto de ajo en la dieta de
139pollos y conejos. En relacion a la ganancia de peso semanal, en la tabla 2 puede verse que
140el tratamiento 2 con 1,8% de EAA resultd en una mayor ganancia de peso semanal. Lo
141lanterior, concuerda con Pourali er al. (2010), quienes mostraron que la alicina en el ajo
142promueve el rendimiento de la flora intestinal mejorando asi la digestion y la utilizacidon de

143la energia, lo que conduce a un mejor crecimiento del espécimen.
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144En relacion a la conversion alimenticia (Tabla 3), después de cuatro semanas el mismo
145tratamiento (1.8% EAA), mostrd una conversion mas alta.

146A4nalisis Fisicos y Microbiologicos

147Después de realizar el analisis de varianza multivariado se encontrdé que existieron
148diferencias significativas (P<0,05) para Mesofilos Aerobios y Psicrofilos en vida de
149anaquel y para pH en la combinacién tratamiento por vida de anaquel. Al encontrar
150diferencias significativas para estas variables, se aplicé una prueba de Tukey 5% que se
151presenta en la tabla 4.

152En Mesofilos Aerobios, existieron diferencias significativas (P<0,05) para vida de anaquel,
153tnicamente en el GT, en el cual se formaron tres grupos estadisticamente diferentes (Tabla
1544). El rango con el que se inici6 la vida de anaquel en los tres tratamientos para esta
155poblacion microbiana fue de 1,50 a 2,23 log;o UFC/cm?®. Aunque en la Norma Mexicana no
156se indica un valor de referencia para esta poblacién microbiana en carnes crudas de otras
157especies, se sugiere considerar que la Unién Europea de acuerdo a la Directiva
1582001/471/CE reporta valores aceptables menores a 3.50 log,y UFC/em’ y no existen
159reportes para la carne de conejo. Asi, en el ultimo dia de la vida de anaquel del presente
160experimento (dia 9) todos los tratamientos se encontraron dentro de los limites permisibles
161laugnue no hubo diferencias significativas (P=0,05) entre ellos. Los tratamientos
162concuerdan con los limites establecidos en el primer dia en vida de anaquel. La presencia
163de Mesofilos Aerobios se usa como indicador general de higiene y de la poblacion de
164microorganismos presentes, da una idea de la calidad del manejo y manipulaciéon de la
165carne, incluye bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30 °C. (Lopez et al.,
1662013; Ponce et al., 2013). Otros estudios en carne de conejo sin ningun antimicrobiano,

167reportan valores mas altos de Mesofilos Aerobios (5,87 log;o UFC/cm?) que exceden el
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168limite permisible (Rodriguez-Calleja et al., 2004). En el presente estudio, no hubo
169diferencia significativa (P=0,05) al final de la vida de anaquel en ésta variable, lo cual
170sugiere que el manejo e higiene fue el indicado en los tres tratamientos.

171Para el caso de los Psicrofilos hubo diferencia significativa (£<0,05) en vida de anaquel y
172no entre tratamientos. El rango que se presentd al inicio de la vida de anaquel fue de 1,57 a
1732,01 logi UFC/em?. En la vida de anaquel la cinética de crecimiento mostrd que el T2
174comienza con una carga mayor (2,01 log,y UFC/cm?) en comparacién del GT y T1. Sin
175embargo, en el dia 9 de vida de anaquel del T2 el niimero de UFC (3,02 log o UFC/em?) en
176comparacion con el GT y T1 (3,19 y 3,40 logie UFC/cm?, respectivamente) fue menor. Por
177lo que el crecimiento de Psicrofilos fue disminuido en el T2. Estos microorganismos son
178importantes para predecir la estabilidad del producto bajo condiciones de refrigeracion y se
179sugiere el T2 mostr6 la mayor estabilidad, aunque no existen normativas para sus limites
180permisibles en carne de conejo. En Mesofilos Aerobios y Psicrofilos, existe problematica
181para establecer limites méximos permisibles, ya que la carne es un producto que
182mayoritariamente, antes de ser consumido pasa por un proceso de coccion, donde se
183alcanzan altas temperaturas que eliminan dichos microorganismos. Marguenda et al.,
184(2008) mencionaron que el ayuno de 24 h mejora la calidad microbiologica ya que al
185vaciarse el tracto digestivo, disminuye la presencia de microorganismos no deseables en la
186canal. No existio crecimiento de Coliformes Fecales en ninguno de los tratamientos. La
187carga inicial es proporcional a la poblacion final que se alcance en una carne durante su
188vida util. Las bacterias se reproducen exponencialmente, por lo que una poblacion inicial
189alta, resultara en menor tiempo para alcanzar los niveles en que la carne se descomponga
190(Zwietering et al., 1990 y 1991). El T2 se asemeja a los resultados de Park y Chin (2010),

191quienes evaluaron la capacidad antimicrobiana de extractos de ajo obtenidos por solventes
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192adicionados a medallones de carne molida de cerdo. Los resultados muestraron que todos
193los extractos inhibian el crecimiento de Listeria monocytogenes y Escherichia coli
1940157:H7. De igual forma, se investigd el potencial antimicrobiano, de algunos compuestos
195azufrados presentes en el ajo contra el crecimiento microbiano de carne de res. Se inhibio a
196cinco cepas inoculadas intencionalmente (Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
197 Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Campylobacter jejuni) (Yin y Cheng,
1982003). Asi el crecimiento microbiano se comportd semejante a los resultados de Gheisari y
199Ranjbar (2012), con ajo fresco y en polvo y que tambien reportaron un retardo en
200crecimiento microbiano en la conservacion de carne de camello. Otros estudios han
201probado la efectividad de extractos de ajo en la conservacion de canales de aves frescas
202almacenadas en refrigeracion y han obtenido una reduccion significativa en la
203contaminaciéon microbiana, inhibido el crecimiento de microorganismos Mesofilos y
204reducido el crecimiento de Coliformes Totales y Fecales (De Moura et a/., 2005), mismos
205que concuerdan con la inhibicion de Coliformes Fecales en este estudio. Sin embargo,
206Pacheco et al. (2011) difiere de los presentes resultados ya que reportan que soluciones
207acuosas de ajo sobre rebanadas de bagre dorado (Brachyplatystoma rousseauxii)
208almacenadas a 4 °C, mostraron una mejora en la calidad microbiologica, al inhibir a
209bacterias psicrotroficas, bacterias lacticas, entre otras en al menos 15 dias. Asi la solucion
210acuosa del T2 sobre la carne de conejo, se sugiere como un presunto paso prometedor para
211el presente tratamiento.

212Para la variable de pH, tanto en tratamientos como en vida de anaquel hubo diferencias
213significativas (£<0,05). El rango fue de 6,26 a 7,01 entre tratamientos al inicio de la vida de
214anaquel. Al finalizar ésta (dia 9), se presentd un rango de 6,54 a 7,08 entre los tratamientos.

215El pH del misculo de animales sanos es de alrededor de 7,04 y 7,30, alcanzando valores de
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2165,50 a 5,70 a las 24 h post mortem (Albarracin y Sanchez, 2013; Braiia ef al., 2011; Garrido
217et al., 2005). Los presentes resultados correspondientes al dia 9 se encontraron ligeramente
218elevados a los reportados por Dainty y Mackey (1992) (ph 6,0), sin embargo los autores
219reportan solamente con un dia de vida de anaquel. Por lo que nuevamente se sugiere que la
220ligera alcalinizacion presentada ofrezca una presunta mejora en la vida de anaquel. El valor
221de pH se ve afectado por el contenido en glucdgeno del mutsculo y el cual, a su vez por el
222estrés previo al faenado. Como se muestra en la tabla 4 los valores de pH son elevados
223durante la vida de anaquel, lo que concuerda con Dainty y Mackey, los cuales sugieren que
224concentraciones bajas de glucogeno elevan el pH, siendo mas susceptible la carne a la
225alteracion microbiologica por una utilizaciéon temprana de aminodcidos. Sin embargo, el
226glucogeno no fue evaluado para determinar si es la causa del no descenso del pH, siendo un
227area de oportunidad. Como en otros alimentos proteicos mantenidos en refrigeracion y en
228aerobiosis, el pH de la carne de conejo aumenta a medida que el almacenamiento
229progresaba debido a la actividad bacteriana (Nychas et al., 1998). Lo cual, concuerda con
230los resultados de la presente investigacion, donde los valores del pH presentaron un
231lincremento conforme a la evolucion de la vida de anaquel, en los tres tratamientos
232analizados.

233Para las variables luminosidad, intensidad de rojos e intensidad de amarillos, no existieron
234diferencias significativas (P”0,05) entre tratamientos ni en vida de anaquel (Tabla 4). Los
235valores obtenidos oscilaron para L* en el primer dia de vida de anaquel, desde 59, 76 hasta
23661, 38 y para el dia 9, desde 56,94-58,68. Asi, en el dia 9, los valores se encontraron
237ligeramente por debajo de los reportados por Listel et al. (2004), quienes también evaluaron
238carne de conejo y mencionaron un valor para la luminosidad de 59,48. En cuanto a otros

239reportes, los presentes valores se localizaron ligeramente por encima de los reportados por
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240Ramirez (2004), con 54,9. En el caso de a*, el rango de los presentes reportes se encontrd
241de 1,21 y 3,75, mismos que se asemejan a los indicados por los autores ya mencionados
242(2,49 y 2,84, respectivamente). En el caso de b*, la carne de la presente investigacion
243presentd ligeros tonos mas amarillos, ya que los valores de esta variable oscilaron entre
244278 y 5,17, que concuerdan con Listel ef al., 2004 (4,32). Finalmente, el color no se vio
245afectado por los tratamientos, lo que sugiere que la calidad de la carne pueda no causar
246cambios en la decision de compra del consumidor.

247

248CONCLUSIONES

249La adicion del extracto acuoso de ajo tuvo un efecto principalmente en vida de anaquel ya
250que se aumento la calidad microbiologica de la carne, a disminuir la cuenta de Psicrofilos, y
251como consecuencia se obtuvo una mejora en la vida de Anaquel por dos dias (Total de 9
252dias), sin afectar los indicadores productivos, ni la calidad fisica del producto (pH y color).
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364Tabla 1: ANOVAde la variable peso de los conejos por semana (kg/PV).

365 Table 1: ANOVA of the variable weight of rabbits per week (kg/PV).
Tratamiento Valor
GT 1 2
P
Semana | 1,14+0,02 1,09+0,03 1,03+0,04 0,2617
Semana 2 1,37+0,03 1,3+0,04 1,29+0,05 0,5028
Semana 3 1,59+0.03 1,50+0,04 1,53+0,05 0,1182
Semana 4 1,84+0,04 1,7540,05 1,8140,06 0,1721

366GT: Grupo testigo (sin EAA afiadido), tratamiento 1 (0,9 % EEA) y tratamiento 2 (1,8 %
367EAA).

368Tabla 2: ANOVAde la variable ganancia de peso semanal (k/PV)

369 Table 2: ANOVA of the variable weekly weight gain (kg/PV)
Tratamiento Valor
GT 1 2
P

Semana | 0,26:+0,01 0,25+0,01 0,254+0,01 0,4845

Semana 2 0,23+0,01 0,24+0,01 0,26+0,02 0,3897

Semana 3 0,22+0,01 0,16:+0,01 0,23+0,01 0,0050

Semana 4 0,24+0,01 0,25+0,01 0,28+0,01 0,8360

Total 0,96+0,02 0,91+0,02 1,24+0,05 0,1790

370GT: Grupo testigo (sin EAA afadido), tratamiento 1 (0,9 % EEA) y tratamiento 2 (1,8 %

371EAA).

372Tabla 3: ANOVA de la variable conversion alimenticia por semana.
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373 Table 3: ANOVA of the variable feed conversion per week.
Tratamiento Valor
GT 1 2
P

Semana 1 2,5+0,16 2,76+0.21 4,42+0,49 0,3474
Semana 2 3,15+0,56 3,144+0.73 5,21+1,52 0,9950

Semana 3 2,89+0,73 4.62+0.95 5,28+0,47 0,1541

Semana 4 2,88+0,34 2,96+0,44 3,95+0,72 0,8903

Total 2.84+0,1 3.1+0,13 4,29+0.47 0,1308

374GT: Grupo testigo (sin EAA anadido), tratamiento 1 (0,9 % EEA) y tratamiento 2 (1,8 %

375EAA).

376Tabla 4. Prueba de Tukey (5%) sobre el perfil fisico y microbiologico, durante la vida de

377anaquel de carne de conejo.

378Table 4. Test of Tukey (5%) on the physical and microbiological profile, during the shelf life

379 of rabbit meat.
Tratamiento

GT ; ’ P EEM
MA (logn UFC/ em?)
Dia | 1,50 2,15 2,23 0,092 0,208
Dia 3 2,08% 2,35 2,18 0,675 0,210
Dia 5 2,58% 2,65 2,54 0,960 0,258
Dia 7 2,46% 2,51 2,68 0,642 0,167
Dia 9 3.01¥ 2,99 2,40 0,460 0,371
P 0,009 0,097 0,781
PSI (logyy UFC/ em’)
Dia 1 1.57% 1,65* 2,01* 0,348 0,207
Dia 3 2,43% 2,30¥ 2,77 0,255 0,182
Dia 5 2,90¢ 2,85% 2,99¥ 0,805 0,156
Dia 7 2,01 2.21* 3.15% 0,064 0,286
Dia 9 3,19¢ 3,40z 3,02Y 0,474 0,206
P 0,015 0.000 0,016
pH
Dia 1 6,64 6,26™ 7,01 0,0058 0,101
Dia 3 6,66 6,49* 6,97  0,0995 0,101
Dia 5 6,86 6,55% 7,01 0,0278 0,090
Dia 7 6,38 7.11% 6,21%  0,0108 0,147
Dia 9 6,64* 7,08 6,54  0,0137 0,937
P 0,469 0,000 0,000
L*
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Dia 1 61,17 5976 6138 0,762 1,645
Dia 3 5841 5976 5742 0,683 1,842
Dia 5 58,11 56,79 56,51 0,680 1,326
Dia 7 58,13 57,17 5755 0,901 1,478
Dia 9 58,68 56,94 5837 0,588 1,218
P 0,789 0,065 0,255

a*

Dia 1 2,04 1,99 125 0,167 0,280
Dia 3 1,21 1,63 2,17 0,205 0,330
Dia 5 3,75 1,57 238 0422 1,106
Dia 7 3,16 1,58 1,805 0,345 0,756
Dia 9 2,80 1,73 1916 0,589 0,752
P 0,582 0,783 0,360

b*

Dia | 4,27 3,69 4,17 . 0436 0,320
Dia 3 3,48 4,46 2,78 0,376 0,784
Dia 5 5,10 3,14 453 0,349 0,901
Dia 7 517 3,76 4,14 0,443 0,754
Dia 9 5,30 3,71 4,02 0,289 0,683
P 0,599 0263 0,550

380GT: Grupo testigo (sin EAA afadido), tratamiento 1 (0,9 % EEA) y tratamiento 2 (1,8 %

381EAA). P<0,05 indica diferencias significativas, MA: Mesofilos Aerobios, PSI: Psicrofilos,

382L*: luminosidad, a*: intensidad rojos, b*: intensidad amarillos, EEM: Error Estandar de la

383Media. a,b,c Medias con diferente literal en un rengldn indican diferencias estadisticamente

384significativas (P<0,05). x,y,z Medias con diferente letra en la misma columna son

385estadisticamente diferentes (P<0,05).
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VIII. CONCLUSIONES

Experimento 1. Estudio In vitro.

Se utilizaron tres diferentes concentraciones de extracto acuoso de ajo en el
estudio de produccién de gas in vitro. La produccion total de gas (mL/g DM) se ve
afectada con la concentracion de 1,8 mL, teniendo un comportamiento negativo
incluso por debajo del testigo. Las concentraciones de 0,6 y 1,2 mL de extracto de
ajo producen una cantidad mayor de CO, que el control, sin embargo, la
concentracion mas alta tiene una menor produccién de Dioxido de Carbono,
pudiendo estar alterando los microorganismos responsables de fermentacion

cecal.

Una de las principales caracteristicas del ajo es su capacidad antimicrobiana, por
lo que en este estudio se concluye que dosis altas intervienen mermando los
microorganismos responsables de la degradacion y fermentacion de la materia
seca. Debido a lo anterior solo las dosis de 0,6 y 1,2 mL se utilizaron en el estudio

in vivo.
Experimento 2. Estudio microbioldgico.

A pesar del cuidado de las condiciones de faenado de los conejos y bajo los
criterios que establece la NOM-033-SAG/Z00-2014. La utilizacion de extracto
acuoso de ajo no impide que exista contaminacion en la carne de conejo, sin
embargo, después de existir un crecimiento exponencial en el dia 5 de Mesofilos
Aerobios y Psicrofilos, inicia su fase estacionaria donde el T2 después del dia 7
inicia la muerte de microorganismos, aumentando asi la vida de anaquel,

asegurando la sanidad de la carne sin afectar el color de la misma.
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