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RESUMEN

La carne de conejo tiene un alto valor nutricional, con un alto contenido de
proteinas y lipidos. Ademas, es reconocido su alto valor bioloégico por los
aminoé&cidos, micronutrientes, vitaminas y minerales que contiene. Este valor
nutricional puede ser exponencial con la ingesta, por parte de los conejos, de pienso
en combinacion con pellets. Entre las opciones de alimentacién, la cebada es uno
de los forrajes hidropdnicos mas utilizados y se considera un alimento funcional, de
igual manera la acelga también es considerada como alimento funcional 'y puede
ser una opcion viable en la alimentacién de los conejos. Asi, muchas estrategias en
la produccién de cultivos, como aplicaciones de estrés, podrian incrementar los
potenciales nutracéuticos y funcionales de la acelga y del forraje verde hidropdnico
de cebada para consumo tanto de humanos como de animales. La imitacién del
estrés durante el cultivo mediante el manejo de factores de estrés aplicados de
manera controlada se denomina elicitacion controlada, ésta estrategia induce
convenientemente el sistema inmunolégico de la planta. Uno de los factores de
estrés lo constituye el uso de H20:2, el cual.es una molécula de sefalizacion vegetal
comunmente utilizada en la elicitacién controlada con resultados Utiles para fines
agricolas. El objetivo general de éste estudio fue evaluar la funcionalidad de la carne
de conejo, mediante el suministro al animal de alimentos con alto contenido de

bioactivos para que proporcione mayores beneficios a la salud humana.
Como resultados se obtuvieron los siguientes:

1. Se puede sustituir el 50% de concentrado por acelga o forraje verde
hidropénico, ad libitum, sin afectar los parametros productivos de los conejos
en-engorda.

2. El tratamiento a semillas de cebada con 75 mM H20:2 para de forraje verde
hidropodnico, incrementd significativamente la capacidad antioxidante, la
actividad de la enzima PAL y la cantidad de fenoles, trascurridos 11 dias de

la siembra de las semillas.

Vi



3. El tratamiento de elicitacion a las acelgas con 50 mM H202, incremento
significativamente la capacidad antioxidante, la actividad de la enzima PAL

y la cantidad de fenoles.

4. Elsuministro a los conejos de forraje verde hidropoénico, tratadas las semillas
o sin tratar con 75 mM H202, incrementd la capacidad antioxidante, y la
cantidad de fenoles en la carne de conejo, después de 42 dias de la engorda

de los conejos.

Finalmente se puede concluir que es factible la reduccion del 50% del concentrado,
en la alimentacién de los conejos, por acelga o forraje verde hidropénico de cebada.
Ademas, la elicitaciéon del forraje de cebada y de la acelga con H20:2 incrementa
algunos bioactivos importantes de estos alimentos. De la misma forma el suministro
a los conejos de forraje verde hidroponico de cebada, cuyas semillas son tratadas
0 no con H202, incrementa la cantidad de metabolitos y la capacidad antioxidante

de la carne de conejo.

Palabras clave: Forraje verde hidropénico de cebada, antioxidantes, acelga,
cebado de germinacion, catalasa, superoxido dismutasa y fenilalanina amonio-liasa,

chalcona isomerasa, fenoles totales, flavonoides
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SUMMARY

Rabbit meat has a high nutritional value as proteins and lipids. In addition, it is
recognized as having a high biological value for its amino acids, micronutrients,
vitamins and minerals. This nutritional value can be exponential with the intake by
rabbits of feed in combination with pellets. Barley is one of the most widely used
hydroponic forages and is considered a functional food. This type of food. is in
demand in the global market. Thus, many strategies in crop production such as
stress applications could increase nutraceutical and functional potentials, such as
hydroponic barley forage for human and animal consumption. Imitation of stress
during cultivation by managing stress factors applied in a controlled manner is called
controlled elicitation, a strategy that conveniently induces the plant's immune
system. Hydrogen peroxide is a plant-signaling molecule commonly used as a stress
factor in controlled elicitation with useful results for agricultural purposes. The
objective of these studies was to evaluate the rabbit meat functionability, by mean
of the supplying to the animal with feeding rich in bioactives. These can provide best

benefits on the human health.
As results was obtained the following:

1. It is possible the 50% substitution of concentrated feed for chard or Barley
hydroponic green fodder, ad libitum, without reduction of the rabbit productive
indicators during the fatting period.

2. The 75'mM H20: treatment to the barley seeds, increased significative the
antioxidant capacity, PAL enzymatic activity and total phenols of the
hydroponic green fodder obtained after eleven days of seeds sowing.

3.. The 50 mM H20: elicitation treatment to the chards increased significative
their antioxidant capacity, PAL enzymatic activity and total phenols.

4. The rabbit supplying with barley hydroponic green fodder, with their seeds
are treated or not with 75 mM H202, increased the antioxidant capacity and

total phenols on rabbit meat after the 42 days of the fatting period.
IX



Finally, it can be said that is economically feasible the 50% concentrated food
reduction, on rabbits feeding, for chard or barley hydroponic green fodder.
Besides, the treatment of barley seeds and the chards elicitation with
hydrogen peroxide increased the bioactives in these foods. The same
manner, the rabbits supplying with barley hydroponic green fodder, with their
seeds are treated or not with hydrogen peroxide, increased the metabolites

guantity and the antioxidant capacity of the rabbit meat.

Key words: Hydroponic green barley forage, antioxidants, chard, germination
priming, catalase, superoxide dismutase and phenylalanine ammonia-lyase,

chalcone isomerase, total phenols, flavonoids.



.  INTRODUCCION

De acuerdo con lo reportado por la FAO, en el 2019, la produccién mundial de
carne de conejo fue de 1.4 millones de toneladas, siendo Asia el continente de
mayor produccion (83.5%), seguido de Europa (8.5%), Africa (6.1%) y América
Latina (1.9%); por paises, China es el mayor productor mundial con mas de 849 mil
toneladas anuales (FAO, 2021). México se encuentra dentro de los primeros 10
productores de carne de conejo en el mundo con 1,335 millones de cabezas entre
1994 y 2019 .(FAO, 2021). Aunque es conocido que el consumo de carne de conejo
puede derivar en mayores beneficios para la salud comparado con el consumo de
otras carnes como la de cerdo o de vacuno, debido a su alto contenido de proteinas
(21%) baja en é&cidos insaturados, rica en acidos polinsaturados y la ausencia de
acido urico y purinas (Petrescu and Petrescu-Mag, 2018). Sin embargo, a nivel
mundial el consumo per cépita es de solo 300 g mientras que el de carne de pollo
es de 13.5 Kg, de cerdo 12.5 Kg y de vacuno 6.4 Kg (OECD, 2015).

Se considera como funcional a un alimento que contiene cantidades conocidas
o desconocidas de compuestos biolégicamente activos, los cuales en cantidades no
toxicas y definidas proporcionan un beneficio a la salud clinicamente probado y
documentado en cuanto a la prevencién, manejo o tratamiento de una enfermedad

crénica (Martirosyan and Singh, 2015).

Relacionado con los alimentos funcionales estan los compuestos nutracéuticos,
los cuales presentan actividad biologica benéfica para el organismo (DeFelice,
1995). La mayoria de estos compuestos nutracéuticos son de origen vegetal, entre
los cuales se encuentran los compuestos fendlicos (Martins et al., 2018). Estos al
igual ‘que los terpenos y los compuestos nitrogenados son conocidos como
metabolitos secundarios debido a que estos compuestos bioquimicos se originan
del metabolismo primario y no tienen relacion directa con el crecimiento y desarrollo
de las plantas ni con sus funciones vitales (Taiz and Zeiger, 2010). Sin embargo,
estos compuestos juegan un papel importante en la proteccién contra patégenos,
en la atraccion de insectos polinizadores y/o dispersores de semillas, entre otras

funciones (Salas-Pérez et al., 2018).



Existen varias formas de introduccion de modificaciones cualitativas y
cuantitativas quimicamente en la carne o en sus derivados para alcanzar un
producto funcional. Basicamente estas estrategias se enfocan en limitar la
concentracion de compuestos con efectos fisioldgicos adversos y el incremento de
la concentracion de aquellos con efectos mas benéficos (Dabbou et al., 2017; Miah
et al.,, 2020). De estas estrategias, las relacionadas con el enriquecimiento o
fortificacion de la dieta son las que muestran el mayor potencial en la produccion de
carne de conejo para producirlo como alimento funcional (Cardinali-et al., 2015;
Vizzari et al., 2021).

El creciente interés de los consumidores por la relacién entre la alimentacion y
la salud los han llevado a un cambio paulatino de sus habitos alimenticios, con la
consecuente demanda de alimentos funcionales con altos contenidos de moléculas
nutracéuticas y actividad funcional, capaces de prevenir diferentes patologias. En la
actualidad, es de suma importancia para los consumidores la inocuidad de los
alimentos y el bienestar animal, lo que vinculado con el sistema de crianza
representan la base para asumir que se esta adquiriendo un producto de calidad,
sano y seguro (Dalle Zotte et al., 2015; Mroczek et al., 2021). Esta situacién ha
incrementado la motivacion de los investigadores y técnicos para buscar alternativas
de alimentacién que involucren compuestos dietéticos suplementarios capaces de
asegurar la salud animal y su desempefio productivo (Lipinski et al., 2017; Petracci
et al., 2018).

Por lo anterior en este trabajo se pretende generar informacion relacionada con
el incremento del caracter funcional de la carne de conejo mediante el manejo de la
dieta con alimentos elicitados para incrementar la concentracion de metabolitos
secundarios en los mismos y que puedan tener una repercusion en la calidad

funcional de la carne de conejo.



.  ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del conejo (Oryctolagus cuniculus)

2.1.1. Taxonomia

Los conejos son pequefios mamiferos de la familia Leporidae y pertenecen al
orden Lagomorpha, éstos animales se encuentran en muchas partes del mundo.
Existen ocho géneros diferentes, dentro de los cuales se encuentra el conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus) (Echeverri et al., 2008). La descripcién taxonémica

de este animal se muestra en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1. Descripcién taxondémica del conejo (Oryctolagus cuniculus).

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Mammalia

Orden Lagomorpha

Familia Leporidae

Género Oryctolagus

Especie Oryctolagus cuniculus

2.1.2. Alimentacién

El conejo (Oryctolagus cunniculus) como animal monogastrico realiza una
digestiébn menos eficiente que los rumiantes. La digestibilidad de las fibras depende
de la cantidad de lignina, teniendo una mayor eficiencia cuando los pastos son
pobres en este elemento y con alto contenido de celulosa y hemicelulosa, para lo
cual se apoyan en su aparato digestivo que esta formado por boca, eséfago,
estbmago, intestino delgado (Duodeno, yeyuno, e ileon, intestino grueso (ciego,

colon'y recto), higado, pancreas y ano (Rahman et al., 2015).

Un aspecto importante en su metabolismo es la ingestion de heces blandas
(cecotrofos) directamente del ano, lo cual se conoce como cecotrofia, ésta se realiza
durante la noche o temprano en la mafana. Mediante ésta digestion, los conejos
hacen un mejor aprovechamiento de los alimentos y recuperan de los mismos

nutrientes, vitaminas, minerales y aminoacidos (Shang et al., 2017).
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Figura 2.1. Conejo (O. cuniculus), raza New Zealand.

2.1.3. Lacarne deconegjo

La carne de conejo es baja en calorias, alta en proteinasy rica en acidos grasos
polinsaturados comparado con otras carnes (Combes, 2004). En el Cuadro 2.2 se

muestra la comparacion anteriormente mencionada.

Cuadro 2.2. Comparacién de la composicion quimica de la carne de cinco especies

animales domésticas.

Carne Proteina Grasa (%) | Colesterol Sodio (mg Aporte
(%) (mg /100 /100 g) energético
g) (kcal/100g)
Conejo 21 3-6 34-45 40 130-200
Pollo 16 9-11 81-100 83 150-195
Cerdo 14 30-38 65-110 76 290
Bovino 18 12-19 69-98 90 170
Ovino 16 20-25 75-78 78 250

Fuente: (Dalle Zotte et al., 2015)

Como se aprecia en el Cuadro 2.2, la carne de conejo es la de mayor porcentaje
de proteina comparado con las otras; ademas, es la de menor porcentaje de grasa
y la de menor cantidad de colesterol y sodio por cada 100 gramos. Todo lo cual la

hace un referente para prevenir y/o combatir enfermedades como la Diabetes



mellitus, hipertension arterial, entre otras enfermedades contemporaneas (Dalle
Zotte et al., 2015).

Este tipo de carne puede ser considerado como un alimento funcional ya que
ademas de su alto contenido de proteina, que puede alcanzar valores de 22.4%,
también contiene altos niveles de aminoacidos esenciales. Comparado con otras
carnes, tiene mayor cantidad de lisina, treonina, valina, isoleucina, leucina 'y
fenalilanina (Dalle Zotte et al., 2014). Esta alta y balanceada cantidad de
aminoacidos esenciales combinado con su facil digestibilidad, le confieren un alto
valor biolégico a la carne de conejo. Ademas, ésta carne no contiene acido Urico y

es baja en contenido de purina (Brenes et al., 2016).

También presenta altos niveles de vitaminas, los cuales dependen en gran
medida de los suplementos alimentarios que se les proporcionan a los conejos. Por
ejemplo, el contenido de vitamina E puede incrementarse por encima del 50 % en
dependencia de la dieta que se les ofrezca a los animales. La vitamina E es esencial
para la reproduccion y es ademas un anti-oxidante (Cardinali et al., 2015; Mourvaki
et al., 2010).

El consumo de 100 g de carne de conejo al dia puede suplir los requerimientos
de vitaminas para una persona adulta en los siguientes porcentajes: Cobalamina
(vitamina B12) 8%, &cido pantoténico (vitamina Bs) 12%, piridoxina (vitamina Be) 21%
y de niacina (vitamina B3) 77%. El consumo de 100 g de carne de conejo aporta tres
veces mas vitamina Bi2 de lo que se recomienda ingerir diariamente (Dalle Zotte et
al., 2016, 2015).

Las vitaminas del grupo B juegan un rol importante en la salud, y su deficiencia
esta ligada a desordenes psiquiatricos y de depresion. Su deficiencia en el
organismo también puede tener influencia en la discapacidad cognitiva y en la
demencia. Tales como, la deficiencia del niacina (Vitamina B3) que esté ligada a
esquizofrenia, depresion maniatica, depresion y a condiciones de ansiedad y
tension. De la misma forma esta envuelta en la defensa del organismo protegiéndolo
de patégenos; de hecho, la ingestion de altas dosis protege contra Staphylococcus

aureus (Dalle Zotte and Szendro, 2011).



Asimismo, el &cido pantoténico (vitamina Bs) es cominmente usado como factor
anti-estrés y para el normal desarrollo del sistema nervioso central. Esta envuelto
en la formaciéon de acetilcolina la cual esta ligada a la depresion. Su deficiencia
puede causar fatiga y depresion. Adicionalmente, la piridoxina (vitamina Be) esta
envuelta en la regulaciéon del estado de animo y es la de mayor implicacién en-la
causa y tratamiento de la depresion. La deficiencia de la misma esté ligada a

convulsiones, migrafia y depresion (Magbool et al., 2017).

La cianocobalamina (vitamina Bi2) es necesaria para el buen funcionamiento
del sistema nervioso y su deficiencia ocasiona severos sintomas de depresion,
conductas suicidas, cognicidn reducida, fatiga mental, mal humor, mania, psicosis y
agitacion intensa, al igual que a sintomas intensos de melancolia (Gutiérrez-
Salmean et al., 2015).

Ademas, la carne de conejo contiene enzimas como la catalasa y la glutatién
peroxidasa, que son compuestos con efectos antioxidantes, los cuales controlan las
fuentes enddgenas de peroxidos lipidicos, radicales libres y H202 que son mdleculas

prooxidantes (Kaciene et al., 2014).

La catalasa (CAT) realiza el metabolismo del H202, encontrandose en las
mitocondrias y en los peroxisomas. Esta enzima contiene moléculas de NADPH y
se caracteriza por su alta capacidad de reaccién y poca afinidad al sustrato. Tiene
funcidén catalitica y peroxidativa, encontrando como donadores a otras moléculas de
H20:2 en la catalitica y a donadores de moléculas de hidrogeno como al metanol,
etanol, &cido férmico, fenol y formaldehido en su funcién peroxidativa (Racchi, 2013)
(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Ruta metabdlica de la enzima catalasa. Modificado de (Havir and
McHale, 1989).

La enzima glutation peroxidasa, es dependiente del selenio y cataliza la
reduccion del H20:2 y la del lipoperoxido (L-OOH), su actividad reductora se basa en
altas concentraciones de glutation reducido (GSH) el cual es un tripéptido celular
con un grupo sulfhidrilo con capacidad antioxidante (Dorey et al., 1999; Jalal et al.,
2021) (Figura 2.3). En la figura 2.3 se muestra la reaccion catalizada por la enzima
GPx que permite la detoxificacion del H202y de distintos hidroperoxidos a través de

la oxidacion del glutation.
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Figura 2.3. Sintesis y ciclo oxido-reduccion del glutation. Tomada de (Noctor et al.,
2002).

Adicionalmente, la carne de conejo es una fuente importante de minerales; sin
embargo, el hierro, presenta menos cantidad que la carne vacuna, borrego y de
carnero, estas Ultimas contienen 1.8, 2.0 y 3.3 mg/100g respectivamente (Williams,
2007) en comparaciéon de 1.3 mg/100g a la carne de conejo (Perez et al., 1995). La
diferencia estriba en que el hierro que se encuentra en esta Ultima es de mas facil
digestion debido a que es fundamentalmente hierro ligado a las proteinas de la
hemoglobina y se absorbe en un rango de 7-35%, mientras que el hierro contenido
en las otras carnes no esta ligado a la hemoglobina y se absorbe entre un 2-20%,
por dicha razén la carne de conejo puede contribuir a suplir los requerimientos

diarios de hierro, lo cual la hace recomendable para enfrentar problemas de anemia



(Buzata et al., 2016). Comparado con el hierro no hemo, la polimerizacion alcalina
en el hierro hemo es minima, tampoco reducen su biodisponibilidad las sustancias
hamicas como los taninos, fitatos y los quelantes (Buzata et al., 2016). Del mismo
modo, la presencia de proteinas mejora la absorcion del hierro hemo (Simonova et
al., 2020). Este tipo de hierro se forma por la metilacion de la protoporfirina con-el
Fe?* por medio de la enzima ferroquelatasa (Ortega-Rodés et al., 2014). La Figura
2.4 representa el hierro hemo.
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Figura 2.4. Ruta de biosintesis del grupo Hemo. Modificada de (Franken et al.,
2011).

También ésta carne presenta bajo contenido de sodio por lo que es
recomendada para personas que sufren de hipertension arterial. Igualmente
presenta altos contenidos de fosforo. ElI consumo de 140 g de carne de conejo

alimentado con dietas enriquecidas con selenio, puede suplir las necesidades
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diarias de este elemento para un adulto. En el caso de los &cidos grasos, el
contenido de &cidos grasos insaturados en la carne de conejo es aproximadamente
el 60 % del total y el contenido de acidos grasos polinsaturados es del 27 al 33%, lo

gue es mucho mayor que en cualquier otro tipo de carne (Dal Bosco et al., 2018).

El acido linoleico es el principal acido graso de la carne de las diferentes
especies de animales, este se deriva totalmente de los alimentos que se les
suministren. En conejo, esté presente entre el 22-27% del total de acidos grasos. Al
igual que el acido linoleico, el acido a-linoleico es también un &cido graso esencial
y abunda en las dietas que se les suministran a los conejos, por ser el principal acido
graso de la alfalfa, la cual es uno de los componentes principales en la dieta de los
conejos. La carne de conejo contiene mayor cantidad de acido a-linoleico (3.3-5.0%)
gue otras carnes como la de borrego, puerco y la vacuna (Abdelatty et al., 2019).
Otro de los beneficios de la carne de conejo es que presenta los niveles de colesterol
mas bajos que cualquier otra carne que se consuma normalmente (Petrescu and
Petrescu-Mag, 2018).

El &cido linoleico es el acido graso polinsaturado mas abundante en la nutricion
humana y es el precursor de las familias de los acidos grasos n-6. La primera
demostracion de la necesidad del suministro de acido linoleico en la dieta fue
demostrada por Burr y Burr en 1920-1930 (Burr et al., 1932). Ellos demostraron que
en ratas el simple hecho del suministro de &cido linoleico en la dieta del animal, fue
capaz de prevenir 0 corregir los sintomas fisiolégicos de deficiencias de &cidos
grasos totales. Mas aun, el &cido linoleico es promotor de las oxalaminas, las cuales
tienen un papel fundamental en la formacion de las células y en la disminucion de

la arteriosclerosis (John, 2012).

A su vez, el acido linoleico es precursor del acido araquinddico, el cual es
liberado desde la membrana fosfolipidica por medio de la accién de la enzima A2
fosfolipasa (Murakami et al., 1998). Se considera ademas que un balance adecuado
entre estos acidos polinsaturados puede contribuir a la reduccién de la obesidad y

de enfermedades cardiovasculares (Gammone et al., 2015).
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El &cido linoléico conjugado (CLA) pertenece al grupo de isébmeros geométricos
y posicionales del acido linoléico, éstos presentan un doble enlace con un simple
enlace de carbono entre ellos en vez de un enlace metilico (Lehnen et al., 2015).
Las mayores fuentes de este acido se encuentran en los productos derivados de
animales rumiantes, mas en los monogastricos; los vegetales y el pescado
presentan bajas concentraciones (Scollan et al., 2006; Siurana and Calsamiglia,
2016). A este acido se le atribuyen propiedades anticancerigenas, antidiabéticas;
tiene influencias sobre el sistema inmune, enfermedades cardiovasculares y sobre

la salud de los huesos (Lehnen et al., 2015).

Por lo anteriormente explicado, se puede sefialar que incremento de la
produccién y consumo de la carne de conejo pueden mejorar la calidad de vida de
la poblacién mexicana, aunque no toda la carne de conejo que se produce se podria
catalogar como funcional ya que existen diversos factores que influyen en la
disminucién de la calidad de ésta ya que durante el manejo del animal en las
unidades de produccién y sobre todo en las que son de tipo intensivo, los animales
pueden estar sometidos a diferentes situaciones de estrés provocando desbalances
en la microbiota intestinal, - desarrollo de microorganismos patdégenos,
inmunosupresion, ineficiente conversion de alimentos y disminucion de la respuesta

zootécnica (Tazzoli et al., 2015).

2.1.4. Calidad de la carne de conejo

Para evaluar la calidad de la carne de este animal se han utilizado diversas
metodologias; por ejemplo, se realiz6 un estudio del efecto de la dieta suplementaria
con _brotes de lino y alfalfa sobre los contenidos de &cidos grasos, tocoferol y de
fitoquimicos de la carne de conejo, obteniéndose valores superiores de acido tio-
barbittrico, mayores valores de acido linoléico, acidos polinsaturados y de acidos
grasos n-3 cuando fueron suministrados a los conejos dietas con alimentacion
convencional sumado a 20 g/diarios de brotes de lino. Adicionalmente también
mejord la relacibn n-3/n-6, con lo cual se mejora la salud y confort animal.

Adicionalmente, la incorporacion de brotes de alfalfa y de lino a la dieta comercial
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modificé el contenido de grasa, de acidos grasos y el perfil fitoquimico de la carne.
Sin embargo, el suministro de brotes de lino empeoro el status oxidativo de la carne
(Dal Bosco et al., 2018). Este ultimo aspecto es muy importante ya que ademas del
incremento de los bioactivos en la carne, este aporte no debe ser en detrimento de

las propiedades gustativas, olfativas y colorimétricas de la carne.

Otro estudio prob6 que la adicion de pulpa de arandano en la dieta de los
conejos mejora la composicion lipidica su carne, sin afectar sus propiedades fisico-

guimicas y sensoriales; tampoco afectod su status oxidativo (Dabbou et al., 2017).

Aunque la alta concentracion de grasa polinsaturada en la carne de conejo es
una ventaja esto hace que la carne sea muy sensible a la oxidacion lipidica, lo que
afecta la apariencia y el sabor de la misma. Ademas, su pH.es mas alto que el de
otras carnes como la de bovino y de porcino (5.5-5.7), lo cual la hace mas propensa

al deterioro y al crecimiento de bacterias (Petracci et al., 2009).

Con el objetivo de disminuir estas afectaciones, a nivel comercial se usan varios
productos sintéticos con efecto antioxidante, pero debido a la gran preocupacion
que tienen los consumidores respecto a los posibles efectos toxicos de los
antioxidantes de origen sintético, los-de origen natural van ganando cada vez mas
espacio (Borzi et al., 2019; Munekata et al., 2020). Por ejemplo, Cao et al. (2013)
estudiaron el efecto de Chitosan 0.5 y 1%, extractos acuosos de jengibre, ajo y
cebolla (GOG) al 5y 10% y sus soluciones compuestas (Mezcla 1 = 1%
CHI+10%GOG, Mezcla 2 = 0.5% CHI+5% GOB) sobre la calidad y el tiempo de
anaquel de la carne de puerco estofado. Todos los tratamientos retardaron los
incrementos de pH, nitrégeno total basico volatilizado (TBV-N), valor de peréxido
(PV) y de 2-4cido tibutirico (TBA). El extracto de jengibre, ajo y cebolla mostrd una
actividad antioxidante mayor que el extracto de Chitosan. Las dos mezclas tuvieron
un efecto antioxidante positivo, sin embargo, la mezcla 1 debido a su alta
concentracion tuvo un efecto adverso sobre el olor y la aceptacion del producto (Cao
and Li, 2013).
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2.2 Alimento funcional

El término de alimento funcional fue acufiado por primera vez en Japoén en el
afio 1984 y se defini6 como productos fortificados con constituyentes especiales
que poseian efectos fisioldgicos (Bigliardi and Galati, 2013). Cuando el concepto
migré a Europa los investigadores definieron que un producto alimenticio sélo podia
considerarse como funcional si ademas de su impacto nutrimental basico, también
tenia efectos beneficiosos sobre una o mas funciones del organismo_humano
mejorando asi sus condiciones generales y fisicas y/o disminuia el riesgo de la

evolucion de enfermedades (Corbo et al., 2014).
2.2.1 Sintesis de los acidos grasos

Los acidos grasos son los principales componentes de los lipidos complejos,
estan formados por cadenas hidrocarbonadas de longitudes diversas en las que uno
de los extremos es un grupo metilo y en el extremo opuesto se encuentra un grupo
carboxilo. Cuando el acido graso no tiene dobles ligaduras, se dice que es un acido
graso saturado y cuando existen dobles ligaduras se denomina como acido graso
insaturado, si contiene una doble ligadura se trata de un acido graso mono-
insaturado, los que presentan dos 0 mas dobles ligaduras se denominan acidos
grasos polinsaturados. Estos ultimos son un grupo de acidos grasos esenciales que
influyen sobre el desarrollo del cerebro, ademas, protegen contra enfermedades

cardiovasculares, diabetes, cancer, entre otras (Rasinska et al., 2019).

La biosintesis de los acidos grasos (lipogénesis) ocurre en el citosol, donde los
derivados del acetil-CoA estan ligados a un complejo enzimatico que emplea la
NADPH como coenzima y requiere tanto de ATP como HCOg3, siendo responsable
de -la elongacion de los acidos grasos un sistema enzimatico del reticulo

endoplasmatico (Jarc and Petan, 2019; Rasinska et al., 2019).

En el caso de la elongacion de los acidos grasos por el acido graso sintasa, es
un proceso catalizado por enzimas elongasas situadas en la parte citosolica de la
membrana del reticulo endoplasmatico empleando malonil-CoA como donador de

acetilos y NADPH como reductor. Las enzimas desaturasas también localizadas en
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esta membrana, introducen dobles enlaces en los Acetil-CoA de cadena larga, para
lo cual emplean oxigeno, NADH o NADPH vy el citocromo b5 (Koztowska et al.,
2016), (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Biosintesis de acidos grasos. Fuente: (Heil et al., 2019; Van der
Hoeven and Steffens, 2000).

2.3 Metabolitos secundarios

En lamedida en que hemos hecho mas eficiente la agricultura, con mayores
rendimientos, hemos reducido la produccién de metabolitos secundarios, ya que las
plantas cada vez tienen mas confort y, por tanto, esa energia que tenian que gastar
en la produccion de esos metabolitos, las cataliza para producir rendimientos. Es
decir, las plantas para producir los metabolitos secundarios necesitan condiciones
de estrés (Kabera et al., 2014; Taiz and Zeiger, 2010). Estos fitoquimicos ademas
de defender a las plantas cuando estan en condiciones de estrés, también son Utiles
para los animales y para los humanos ya que contribuyen a mejorar la salud
(Chauhan et al., 2017).
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Investigaciones recientes se han enfocado en la induccion de la sintesis de
metabolitos secundarios, los cuales ademas de poseer propiedades bioactivas, con
los cuales son utiles para la salud de los animales y los seres humanos, también se
activan por el mecanismo de defensa de las plantas con lo que se podrian reducir
el uso de plaguicidas (Mazid et al., 2011). Estos fitoquimicos se derivan de los
metabolitos primarios por medio de la modificacion, tales como: metilacion,

hidroxilacion y glucosilacion (Obata, 2019).

Los metabolitos secundarios se clasifican en tres grupos: terpenos, compuestos
fendlicos y compuestos nitrogenados (Dewick, 2009). Los compuestos fendlicos
presentan beneficios como antiproliferativos, antimutagénicos, antioxidantes,
cardioprotectores, hipocolesterolémicos y presentan actividad antidiabética (Tomas-
Barberan and Espin, 2001).

En el caso de los terpenos, estos presentan actividad antioxidante, efecto
preventivo contra cancer, actividad cardioprotectora, contra enfermedades de los

0jos, antimicrobial y antidiabético (Lu et al., 2016).

Por su parte los compuestos. nhitrogenados tienen potencial antioxidante,
antitumoral, anticancerigeno, antinflamatorio, control de la artritis reumatoidea y de

la hipertensién arterial (Petkowski et al., 2018).

2.4 Elicitores

Una de las formas para provocar la activacién del mecanismo de defensa de las
plantas y por tanto la sintesis de los metabolitos secundarios es mediante el uso de
elicitores (Vazquez-Hernandez et al., 2019) los cuales son sustancias que imitan la
accion-de un patégeno o de un herbivoro sobre las plantas. Estos de acuerdo a su
origen biol6égico se pueden clasificar en bibticos (polisacaridos, microorganismos,
glicoproteinas) o abioticos (temperatura, fungicidas, antibioticos, metales pesados,

estrés por pH, entre otros) (Guevara-Gonzalez et al., 2020).

Se han descubierto muchas sustancias con efecto elicitor, entre ellas podemos
citar a los jasmonatos tales como el methyl jasmonato (MJ) y el acido jasmoénico

(JA). Otros grupos incluyen al acido salicilico (SA), benzotiadizol (BTH), etephon,
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H202; oligosacaridos como el quitosan, entre otros compuestos. Por ejemplo, se
conoce que aplicaciones de quitosan pueden incrementar el peso de las posturas
de tomate (El-Tantawy, 2009) y también protegerlas de enfermedades radiculares.
Su aplicacién en pera ha reducido la muerte por mildiu (Hidangmayum et al., 2019).
Otros estudios indican que el quitosan puede inducir respuestas tanto fisiologicas
como morfolégicas que les permiten a las plantulas de maiz sobrevivir bajo
condiciones hipoxicas, es decir, con bajas concentraciones de oxigeno. También se
ha comprobado que la aplicacion foliar con acido salicilico disminuye la
susceptibilidad a patdgenos y a condiciones de estrés abibtico, ademas, incrementa
la tolerancia de los frutos a bajas temperaturas e incrementa su periodo de

almacenamiento (Ahmad et al., 2013).

Sin embargo, no siempre los resultados del uso de los elicitores son los que se
esperan, en ocasiones pueden tener efectos fitotoxicos, por ejemplo, el uso de dosis
no recomendadas de etephon puede resultar en un impacto negativo sobre el

desarrollo y floracion del tomate (Jedrszczyk et al., 2017).

Estudios recientes demuestran. que los tratamientos al suelo con
microorganismos rizosféricos incrementa los rendimientos, asi como mejora la
produccion de sustancias bioactivas y protege a las plantas de los patégenos
(Hennion et al., 2019).

Los metabolitos presentes en las plantas son absorbidos y contribuyen a
incrementar sus mecanismos de defensa y los animales al consumirlas mejoran la
calidad de la carne. Aunque en menor cuantia que las plantas, la carne de los
animales presenta también sustancias bioactivas, las cuales dependen en gran
medida de la alimentacion suministrada y del espacio donde se desarrollen los
animales. Tal es el caso de la carne de conejo, la cual, por sus propiedades
dietéticas y nutricionales, se recomienda el consumo especialmente por nifios,
adolescentes, mujeres embarazadas, atletas y para personas de la tercera edad
(Dalle Zotte and Szendro, 2011).
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2.5 Granja integral

Las preocupaciones por los impactos negativos de la agricultura convencional
se han incrementado significativamente por medio de iniciativas de organizaciones
no gubernamentales para promover la agricultura sustentable (Luciano et al., 2017).
Dentro de este contexto es necesaria la creacién de fincas sostenibles y
competitivas, con ingresos satisfactorios y con reducida dependencia a los
subsidios (Walter et al., 2017). Dentro de estas estrategias la agricultura organica e
integrada son consideradas como sistemas de manejo de produccién cohesionado,
con un rol reconocido en la reduccion de los impactos negativos al medio ambiente
(Asian et al., 2019).

La agricultura organica tiene el propésito de producir alimentos con el minimo
impacto sobre los ecosistemas, animales o humanos, este tipo de sistema emplea
nuevas técnicas de produccion diferentes a la agricultura convencional y reconoce

los criterios de manejo sostenible los recursos (Gyarmati, 2019).

Por su parte el concepto de sistema integral es designado a la combinacion de
las mejores practicas de manejo, menos dependientes a recursos externos que la
agricultura organica (Plumecocq et al., 2018). Por tanto, la implementacion de estos
tipos de agricultura constituye una necesidad para el desarrollo futuro de la
humanidad, no solo por la proteccién al medio ambiente, sino también, porque de

esta forma se pueden producir alimentos mas funcionales.

2.6 Forraje verde hidropodnico

El forraje verde hidroponico (HGF) juega un importante papel en el camino a la
produccién animal sostenible (Miah et al., 2020). En la actualidad nos enfrentamos
a los disimiles retos para poder alimentar diariamente a los animales con forraje
convencional. Entre otros retos podemos mencionar la escasez de recursos
hidricos, baja disponibilidad de tierra para producir forraje, mayor requerimiento de
labores productivas, uso de fertilizantes quimicos y organicos, entre otros factores;

por todo lo antes expuesto es que el forraje verde hidropdnico se esta convirtiendo
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en una excelente opcién para la produccién de forraje destinado a la alimentacion

animal (Salas-Pérez et al., 2018).

El HGF es un forraje o germinado de granos producido mediante el desarrollo
de las plantulas en agua o en una solucion nutritiva enriquecida; su produccion se
puede realizar en invernaderos bajo condiciones medioambientales controladas, en

estructuras con malla sombra o en dispositivos de bajo costo (Newell et al., 2021).

En el proceso de produccion del HGF se transforman los granos en una
combinacion de alta calidad nutritiva de pasto y raices, obteniéndose diez veces

mas forraje que en una granja tradicional (Chrisdiana, 2018).

Debido al germinado de los granos, se obtiene un incremento en la calidad y
cantidad de proteinas, minerales, azlcares y vitaminas, ademas, se logra reducir el
costo de la alimentacion animal y se obtiene un incremento en la salud y desarrollo

de los animales jovenes (Morales et al., 2009; Sharma et al., 2018).

La tecnologia de hidroponia se puede usar para producir muchos tipos de
forraje, a mencionar: cebada, avena, trigo, sorgo, alfalfa, maiz, entre otros. Al-Karaki
et al. (2012) consideraron a la cebada como la mejor alternativa para producir forraje
hidroponico (Al-Tawaha et al., 2018); aunque la selecciéon de la semilla a utilizar
depende de la geografia y de las condiciones climéticas de la region donde se va a

producir el forraje (Seaman, 2017).

2.7 Acelga (Beta vulgaris var. cicla)

La acelga (Beta vulgaris var. Cicla) pertenece a la familia Chenopodiaceae, en
la cual también se encuentran entre otras la espinaca (Spinacia olearaceae) y la

remolacha (Beta vulgaris var. rubra) (Mzoughi et al., 2019).
2.7.1 Botanica

La acelga es una planta bienal con raices profundas y hojas ovales las cuales
poseen nervadura de color blanco. Su siembra puede realizarse durante todo el afio,
aunque en el periodo de primavera-verano es cuando se obtienen los mejores
rendimientos, la cosecha se realiza cortando las hojas y dejando las raices y la base

del tallo de donde se vuelve a desarrollar uno o varios brotes (Bozokalfa et al., 2016).
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2.7.2 Ecologia

Esta planta se desarrolla mejor en suelos friables, de buen drenaje y con
abundante contenido de materia organica, por lo que es recomendable el uso de
residuos vegetales, composta o estiércol para mejorar el suelo donde se
desarrollara la acelga. Es una planta resistente que puede tolerar suelos con baja
disponibilidad de agua y de materia organica, pudiendo resistir condiciones de haja
luminosidad (Bozokalfa et al., 2016). Los rangos de pH optimo para su desarrollo
oscilan entre 6.0-6.8 aunque también puede tolerar pH neutros o alcalinos (Singh et
al., 2019), de igual forma puede tolerar condiciones de alta salinidad (Liu et al.,
2013).

2.7.3 Composicion quimica
2.7.3.1 Polifenoles

Las hojas de la acelga son ricas en polifenoles, la concentraciéon de los mismos
depende del estado de desarrollo de la planta (Bozokalfa et al., 2011). Se considera
que la mayor concentracion de polifenoles en la acelga se alcanza entre los 55 — 60
dias después del trasplante, resultando los de mayores concentraciones el &cido
siringico y el cafeico (Mzoughi et al., 2019).

2.7.3.2 Flavonoides

La acelga es rica en flavonoides glicosilicos derivados de la apigenina,
denominados vitexin-2-O-rhamnoside y vitexin-2-O-xyloside (Ninfali y Angelino,
2013). Ademas, se reportan otros flavonoides como: catequin, myricetin, quertecin

y kaempferol (Gamba et al., 2020).
2.7.3.3 Actividad bioldgica

El consumo de acelga proporciona beneficios para la salud ya que, entre otros,
se estimula la haematopoiesis (Formaciéon de los componentes celulares de la
sangre) y del sistema inmunoldgico, ademas, protege al higado, rifiones y a los

intestinos de compuestos toxicos. También presenta actividad mineralizadora y
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antiséptica, ademas de que contribuye al reforzamiento de la mucosa géstrica
(Mzoughi et al., 2019).

Los extractos de acelga presentan moléculas bioactivas con actividad
antidiabética, antinflamatoria, antioxidante y anticancerigena (Kang and Song,
2021).

2.7.3.4 Actividad anti-diabética

Yanardag et al., demostraron el efecto hipoglucemiante del extracto de acelga
en ratas diabéticas, logrando una reduccion del 40% de la glucemia, sin pérdidas
en el peso de las ratas ni deficiencia en las funciones del higado (Gamba et al.,
2020). La actividad hipoglucemiante del extracto de acelga se ha atribuido a varios
factores, entre ellos a la presencia de saponinas las cuales inhiben la
gluconeogénesis y la glucogendlisis (Mroczek et al., 2021). Otra via podria ser la
inhibicion de los transportadores de glucosa debido a los flavonoides presentes en
el extracto, como por ejemplo el quercetin inhibe al transportador de glucosa
intestinal GLUT2 (Gamba et al., 2020). De igual forma los flavonoides presentes en
el extracto de acelga podrian inhibir la actividad de la a-amilasa y de la a-
glucosidasa (Dorin et al., 2018). La inhibiciébn de estas enzimas podria retrasar la
digestion y absorcion de carbohidratos y por tanto suprimir la hiperglicemia (Mzoughi
et al., 2019). Sin embargo, la causa mas probable del efecto hipoglucemiante del
extracto de acelga podria ser la presencia de flavonoides C-glicosilicos (vitexin-2-
O-glicosido y vitexin-2-O-rhamnoside los cuales inhiben drasticamente a la enzima

a-glucosidasa (Mroczek et al., 2021).
2.7.3.5 Actividad antioxidante

El alto contenido de fenoles que presenta el extracto de acelga le conceden la
capacidad antioxidante, lo cual ha sido demostrado tanto in vivo como in vitro
(Mzoughi et al., 2019). Esta capacidad antioxidante, asi como el contenido de
fenoles disminuye drasticamente durante el proceso de industrializacion en el cual

se someten las hojas y tallos a altas temperaturas (Pacheco and Blanco, 2020).
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2.7.3.5 Actividad anticancerigena

Se ha demostrado que los flavonoides glicosidicos vitexin-2-O-glicosido y
vitexin-2-O-rhamnoside presentes en las hojas de la acelga presentan actividad
anticancerigena (Kyriacou et al., 2019). Estos flavonoides se derivan de la
apigenina, la cual es una flavona que interfiere la red de sefalizacion de la célula
tumoral, induce apoptosis y regula la expresion de las proteinas p53, APO-1, Bcl-2
y p21/CDKN1 (Gamba et al., 2020).

2.8 Biodisponibilidad de nutrientes en la carne

La biodisponibilidad se define como la porcién de un nutriente ingerido, el cual
es absorbido y utilizado normalmente por las diferentes rutas metabolicas (Rica et
al., 2021). La misma esté influenciada por factores relativos al animal, como son la
edad, sexo, genotipo, estado nutricional y de salud, entre otros y por factores
referidos a la dieta, a decir: forma quimica del nutriente, naturaleza de la dieta,

presencia de inhibidores o activadores en la dieta, entre otros (Martinez et al., 2018).

Numerosos experimentos han demostrado el efecto de la dieta sobre la calidad
de la carne; por ejemplo, Dabbou et al. (2017) demostraron que el suministro de
extractos de alfalfa a los conejos disminuyé la oxidacién de la carne sin tener efectos
adversos en el desarrollo de los animales (Dabbou et al., 2017). De la misma forma,
Mencheti et al. (2020) demostraron que el suministro de fresas de Goji ( Lycium
barbarum), a los conejos en engorda, no afecto el color, la ternez, ni la capacidad
de retencion de agua de la carne; pero si increment6 su capacidad antioxidante y la
cantidad de fenoles (Menchetti et al., 2020a).

Por todo lo antes mencionado planteamos la hipotesis referida a la accion de la

dieta enla calidad de la carne de conejo.
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. HIPOTESIS
3.1 Hipobtesis

El suministro de una dieta complementada con acelga y forraje de cebada
elicitados en su desarrollo producira una carne de conejo que contendra mayor
contenido de metabolitos y mayor capacidad antioxidante debido a que el elicitor
H202 aumentara la cantidad de bioactivos funcionales y la capacidad antioxidante

de la acelga y el forraje.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar la funcionabilidad de la carne de conejo, mediante el suministro al
animal de alimentos con alto contenido de bioactivos.
4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la cantidad de acelga y de forraje verde hidropdnico de cebada a

incluir en la dieta diaria del conejo sin afectacion a sus indicadores productivos.

2. Determinar la concentracion de metabolitos secundarios contenidos en el forraje

verde hidroponico de cebada con o sin pretratamiento en H202.

3. Determinar la concentracién de metabolitos secundarios contenidos en la acelga

elicitada y sin elicitar con H20:.

4. Evaluar el comportamiento productivo, variables morfo fisiol6gicas, asi como
determinar la calidad de la carne de conejo en animales alimentados con dietas
gue contienen forraje verde hidropénico de cebada con o sin pre-tratamiento con
H20o.
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V. METODOLOGIA
5.1 Localizacién del area de estudio

El &rea de estudio se localiz6 en la granja Idgreen perteneciente a la empresa
del mismo nombre, la granja esta localizada en el camino a la Norita, municipio

Corregidora. Querétaro. México (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Instalaciones de la granja IDGREEN, municipio de Corregidora,
Querétaro.

5.2 Determinacion de la cantidad de acelga y de forraje verde hidropdnico
de cebada a incluir en la dieta diaria del conejo sin afectaciéon a sus

indicadores productivos

Se establecio un disefio de blogues al azar con siete tratamientos, tres unidades
experimentales por tratamiento y tres conejos por cada unidad experimental. Los

tratamientos fueron los siguientes:
T1-Suministro de 100% de alimento comercial (Conejo ganador).
T2-Suministro de 50% de alimento comercial + acelga ad libitum.

T3-Suministro de 50% de alimento comercial + forraje verde hidropdnico de cebada
ad libitum.
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T4-Suministro de 30% de alimento comercial + acelga ad libitum.

T5-Suministro de 30% de alimento comercial + forraje verde hidropdnico de cebada

ad libitum.
T6-Suministro de acelga ad libitum.
T7-Suministro de forraje verde hidroponico de cebada ad libitum.

En total fueron 63 conejos de la raza nueva Zelanda los que se incluyeron en el
experimento. Diariamente se les suministré la cantidad de alimento perteneciente a
cada tratamiento a los conejos, se midié la cantidad de alimento rechazado y de

forma semanal se peso la cantidad de alimento que quedaba en las jaulas.

Al final del periodo de engorda, 42 dias, se procedi6 al pesaje de los conejos y
luego se trasladaron al laboratorio de procesamiento-de carnes de la facultad de
ciencias naturales ubicado en el pueblo de Amazcala, municipio El Marqués, Estado

de Querétaro.

Posterior a llegada al laboratorio se procedio a la matanza de los conejos segun
la técnica de Rivera (2016) mediante dislocacion cervical a nivel de la articulacion
atlanto-occipital. Posteriormente se elimind la piel, se realiz6 una incisién abdominal
y se le extrajeron todos los 6rganos y se procedié pesaje de los mismos y luego de

almacenaron en refrigeracion para su posterior medicion.

De la misma manera de procedié al lavado y pesaje de la canal caliente.
Posteriormente las canales se almacenaron en un refrigerador a -4°C y a las 24

horas se volvieron a pesar para obtener el peso de la canal fria.

5.3/ Determinacion de los metabolitos secundarios contenidos en el forraje

verde hidroponico de cebada con o sin pre-tratamiento en H20:.

5.3.1 Material vegetal, condiciones de desarrollo y tratamientos de

estrés

Las semillas de cebada (Hordeum vulgare L.) var. Cantabria se colocaron en
cuatro contenedores, tres de ellos contenian H202 (Golden Bell): 50 mM, 100 mM,

150 mMy el cuarto agua destilada como control. Posteriormente las semillas fueron
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secadas y puestas en charolas de 74 x 35 x 7 cm. Las charolas se colocaron en una
camara de forraje por 11 dias. Posterior a las 24, 48 y 72 horas de la siembra, se
tomd una muestra de 100 semillas por charolas y se contabilizo el total de semillas
germinadas. Las condiciones en la cAmara fueron de una temperatura promedio de
25 °C con un fotoperiodo de 14 horas luz por 10 horas de oscuridad y una humedad
relativa promedio de 80%. El riego se realizé de forma automatica, seis veces al dia
con una duracion de 2 minutos cada riego, en los cuales solamente se uso agua.
Transcurridos 11 dias después de la siembra, se determinaron las variables altura
del tallo (AT) y largo de la raiz (LR) medidas en milimetros con una regla graduada,
ademas, se midio el peso fresco se la planta, en gramos, con una balanza Etekcity.
Posteriormente se colectaron las muestras, inmediatamente se colocaron en
nitrogeno liquido, luego se llevaron al laboratorio 'y se colocaron en un

ultracolgelador a - 80 °C para su posterior analisis.
5.3.2 Compuestos fendlicos totales

Las muestras de forraje de cada tratamiento se maceraron con etanol a una
relacion de 1:10 (p/v). Posteriormente las soluciones se sonicaron durante 30
minutos en un sonicador Bransonic M2800-CPX-HE, Emerson, Ferguson, Missouri,
USA. Luego se centrifugaron a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C. Finalmente, los

sobrenadantes fueron refrigerados a 4°C en viales de color oscuro hasta su uso.

Los fenoles totales fueron determinados espectrofotométricamente por el
método Folin-Ciocalteu como reporta Vergara-Castafieda et al., 2010), usando
acido galico (0.1 mg/ml de agua) como estandar. Posteriormente, se mezcl6é 140 L
de extracto con 460 pL de agua destilada y 250uL del reactivo Folin-Ciocalteu (1N).
Después de 5 minutos, se agregaron 1250 pL de carbonato de sodio a 20% (p/v ),
la mezcla se vorteced y se incubo por 2 horas en oscuridad. Finalmente, se midio la
absorbancia a 760 nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes

de acido galico por gramo de peso fresco (mg EGA/Q).
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5.3.3 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante obtenida de cada tratamiento se evalué por los
ensayos 2-2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH?) y acido 2,2"-azino-bis-(3-

etillbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS™).
5.3.3.1 Reduccion de la actividad del radical DPPH (DRSA)

La reduccién de la actividad del radical DPPH (DRSA por sus siglas en inglés)
se determind acorde al método propuesto por Chen et al. (2012) con algunas
modificaciones. Se afiadid una alicuota de 0.5 mL de la solucién muestra (600
png/mL) a 0.5 mL del radical DPPH (0.1 mM) en soluciéon metandlica. La mezcla se
agito vigorosamente y luego se incub6 por 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente se midié la absorbancia a 515 nm. Para el blanco se us6
metanol, mientras que para el control se us6 agua desionizada. La DRSA se calcul6

mediante la siguiente ecuacion (1):
DRSA (%) = [1- (Amuestra — Ablanco/Acontrot)]* 100 (2)
5.3.3.2 Reduccion de la actividad del radical ABTS (ARSA)

Esta actividad fue determinada de acuerdo con el método propuesto por Re et
al. (1999) con algunas modificaciones. El radical ABTS* fue generado mediante la
mezcla de una solucién stock de ABTS™ (7 mM) con persulfato de potasio (2.45
mM) y la mezcla resultante permanecié a oscuras por 12 horas a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo la solucién del radical ABTS®* se diluy6é en 0.15 M de
solucion salina buffer fosfato (PBS por sus siglas en inglés) pH 7.4 (~1:35) para
obtener una absorbancia de 734 nm. Posteriormente 3 mL de ésta solucion diluida
se mezclé con 150 pL de muestra (600 pug/mL). Finalmente, la absorbancia se leyo
en un periodo de 1 a 6 minutos (durante cada minuto). Para el blanco se usé PBS
y para el control agua desionizada. LA ARSA se calculé6 mediante la siguiente

ecuacion (2):

ARSA (%) = [1- (Amuestra - Ablanco/AcontroI)]* 100 (2)
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5.3.4 Ensayos de actividad enzimatica
5.3.4.1 Preparacion de los extractos

Muestras secas (0.5 g) de forraje verde hidropénico de cebada fueron
homogenizadas con 1 mL de buffer de extraccion, centrifugado a 13,000 rpm por 20
minutos a 4°C. Los sobrenadantes se usaron para determinar las actividades
enzimaticas. En el caso de la concentracion de proteinas en los extractos
enzimaticos, ésta fue determinada acorde al método reportado por Bradford (1976),
usando albumina de suero bovino (1 mg/ml) como estandar (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

5.3.4.2 Ensayo de la actividad de la enzima superoxido dismutasa

La actividad de la enzima superdoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) fue
evaluada mediante la inhibicion de la reduccion fotoquimica del nitroazul de
tetrazolio (NBT) acorde con el método descrito por Hayat, et al. (2018). La reaccion
se llevo a cabo mediante la adicion de 1.5 mL de buffer fosfato de sodio 50 mM (pH
7.8), 0.3 mL de EDTA 0.1 mM, 0.3 mL de metionina 0.13 M, 0.3 mL de riboflavina
0.02 mM, 0.05 mL de extracto enzimatico y 0.25 mL de agua destilada. La mezcla
se expuso a luz fluorescente (86.86 pmol/m?-s) por 20 minutos. Finalmente, se midié
la absorbancia a 560 nm. Una unidad de SOD inhibe la reduccién de alrededor del
50 % de NBT a un pH de 7.8y 25°C de temperatura.

5.3.4.3 Ensayo de la actividad de la enzima catalasa

La actividad de la enzima catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) fue evaluada
espectrofotométricamente midiendo la velocidad de decrecimiento de H202 a 240
nm acorde al método descrito por Afiyanti y Chen (2014). Por su parte la reaccion
se llevé a cabo afiadiendo 0.95 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0,
0.05 mL de extracto enzimatico y 0.1 mL de H202 100 mM. El cambio de la
absorbancia fue medida durante 1 minuto, determinando la velocidad de
descomposicion del H202 por la enzima catalasa. Una unidad de CAT, descompone
1 pmol de H202 por minuto a un pH de 8.0 y 25°C de temperatura. Los datos fueron

expresados como U/mg de proteina.
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5.3.4.4 Ensayo de la actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL)

La actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL; EC 4.3.1.5), fue
evaluada espectrofotométricamente acorde con el método descrito por Toscano et
al. (2018). L-Fenilalanina fue usada como sustrato y la liberacion del &cido cinamico
se cuantifico a una a 290 nM. La reaccion se llevo a cabo afiadiendo 2.3 mL de
buffer borato (pH 8.8, conteniendo 10mM de L-Fenillalanina) y 0.2 mL de extracto
enzimatico. La mezcla se incubd a 40°C por 1 hora y la reaccidn se interrumpio
mediante la adicion de 0.5 mL de HCI 5 N. Posteriormente la absaorbancia se midio
a 290 nm. Una unidad de PAL libera 1 umol de acido cinamico por minuto a pH 8.8

y 40°C de temperatura. Los datos se expresaron como U/mg de proteina.

5.3.4.5 Ensayo de la actividad de la enzima chalcona isomerasa (CHI)

La actividad de la enzima chalcona isomerasa (CHI) se midié con los métodos

propuestos por Dixon et al. (1982) y Mol et al. (1985). La reaccion se llevo a cabo

mediante la adicion de 2.5 ul de la solucién sustrato (chalcona nangerina 1 mg/mL

en etanol), 2.5 mL de buffer fosfato de potasio y 2.5 ul de extracto enzimatico. La

absorbancia se ley6 espectrofotométricamente a 400 nm durante seis intervalos de
tiempo (15, 30, 60, 120, 240 y 280 segundos).

5.3.5 Andlisis estadistico

Se us6 un disefio experimental de bloques completamente al azar para evaluar
el efecto del acondicionamiento con H202 a las semillas de cebada sobre los
cambios morfologicos, actividad antioxidante, compuestos fendlicos y la actividad
de las enzimas CAT, SOD, PAL y CHI. El arreglo experimental cont6 con 4
tratamientos, 3 bloques y 3 unidades experimentales por tratamiento. Los datos
fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
significancia Fisher (LSD) (P < 0.05) usando el programa Statgraphics® Centurion
XVI statistical software (StatPoint Technologies Inc., Bedford, MA, USA, 2010).

28



5.4 Determinacién de la concentracion de metabolitos secundarios

contenidos en la acelga elicitada y sin elicitar con H20x2.
5.4.1 Material vegetal y condiciones de desarrollo

El sustrato estuvo compuesto por humus de lombriz, composta y vermiculita
(2:1:1) y regadas con agua diariamente. Las semillas germinaron a los 4 dias de
sembradas y 30 dias después de la germinacion fueron trasplantadas. El cultivo se
realiz6 a campo abierto, en surcos de 14x50 m con riego por goteo. Las plantas se
regaron cada tercer dia por una hora. Durante el experimento hubo una temperatura
promedio de 21°C, una evaporacién de 5 mm y no se registraron precipitaciones.
Pasados 30 dias después del trasplante, se cortaron las plantas desde su base y
30 dias después se volvieron a cortar y se midieron las variables ancho y largo de
la hoja bandera en cm, con una regla graduada, -ademas, se midio el peso de la

planta en g, con una balanza Etekcity.
5.4.2 Contenido total de fenoles

Las muestras de acelga de cada tratamiento fueron maceradas con metanol en
una relacion 1:10 (p/v). Las suspensiones se sonicaron durante 30 minutos en un
sonicador (Bransonic M2800-CPX-HE, Emerson, Ferguson, Missouri, USA).
Posteriormente se centrifugaron-a 10000 por 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes

resultantes fueron almacenados a 4°C en viales color ambar hasta su posterior uso.

Los fenoles totales fueron determinados por el método de Folin-Ciocalteu
acorde con Vergara-Castafieda el al. (2010), empleando &cido galico como
estandar.' Se tomaron 140 pL de extracto y se mezclaron con 460 uL de agua
destilada y 250 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (1N). pasados 5 minutos, se
afiadieron 1250 pL de carbonato de sodio 20% (p/v). posteriormente la mezcla se
agitod en un vortex y posteriormente se dejo incubando durante 2 horas en oscuridad
(Vergara-Castafeda et al., 2010). Finalmente, la absorbancia fue medida a 760 nm.
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo de

peso fresco (mg EGA/Qg).
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5.4.3 Actividad antioxidante (AOx)

La actividad antioxidante obtenida de cada tratamiento fue evaluada mediante
los ensayos 2-2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH?) y &cido 2,2 -azino-bis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS'™). Procedimiento idem. Seccién 5.3.3.

5.4.4 Ensayos de las actividades enziméaticas

Procedimiento idem, de la seccion 5.3.4

5.4.5. Andlisis estadistico

Se establecié un disefio experimental con 7 tratamientos, ocho bloques y 2
repeticiones por tratamiento. Pasados 10 dias después. del primer corte, se
establecieron los 7 tratamientos. T1- Control (Agua destilada), T2- H202 75 mM, T3
- H202 150 mM, T4 - H202 200 mM, T5 - H202 225 mM, T6 - H202 450 mM, T7 -
H202 600 mM. Los cuatro primeros se aplicaron a los 10, 20 y 27 dias después del
primer corte y los otros tratamientos so6lo se aplicaron a los 27 dias después del
corte. Pasados 3 dias de la ultima aplicacion, se realiz6 el segundo corte y se
midieron las variables morfolégicas y se tomaron las muestras, éstas se pusieron
inmediatamente en nitrdgeno liquido y a su llegada al laboratorio de colocaron en

un ultra congelador a -80°C para su posterior analisis.

5.5 Evaluacion ~del comportamiento productivo, variables morfo
fisiologicas, asi como determinacién de la calidad de la carne de conejo en
animales.alimentados con dietas que contienen forraje verde hidropdénico
de cebada con o sin pre-tratamiento con H202 con énfasis en la cantidad de

fenoles totales y en la capacidad antioxidante de la carne

Se usaron 63 gazapos de la raza New Zealand, procedentes de la unidad
cunicola de la facultad de ciencias naturales, ubicada en la comunidad de Amazcala.
El modelo experimental y las variables evaluadas se describen en los cuadros 5.1y
5.2.
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Cuadro 5.1. Esquema de tratamientos evaluados en las dietas de forraje

hidroponico de conejo.

Tratamientos  Bloques al azar, 10 unidades experimentales por tratamiento. 2

animales por unidad experimental. 60 animales en total

1 100% Alimento concentrado (AC), dosis acorde con la edad del
animal*

2 50% AC + FVH de cebada adlibitum

3 50% AC + FVH de cebada adlibitum primmed con 50 mM de
H202.

*30 a 45 dias- 50 grs por animal, 45-60 dias: 90 gramos por animal. 60-75 dias: 120

gramos por animal.

Cuadro 5.2. Variables dependientes evaluadas durante la evaluacion del

comportamiento productivo de la carne de conejo.

Variables dependientes

Peso vivo Fenoles totales

Canal caliente Capacidad antioxidante DPPH
Canal fria Capacidad antioxidante ABTS
Rendimiento de la canal PH

5,51 Aplicacién de elicitores

La cantidad de bioactivos presentes en los vegetales y en la carne de los
animales, se realiz6 por la técnica de cromatografia liquida de alta en el laboratorio
de biosistemas de la Universidad Autonoma de Querétaro. El andlisis se realizo
tomando una muestra del total de las 42 obtenidas, previamente se guardaron en

condiciones de ultracongelacion. Se realizé un extracto de 5 mg de tejido por ml de
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metanol, se sonicd durante 40 minutos y se filtr6 con acrodiscos. El contenido de
compuestos fenolicos se identifico y cuantifico usando el equipo Waters 600 HPLC-
DAD system, equipado con muestreador automatico (Waters 717 plus) y detector
UV/Vis (Waters 2487) (Milford, MA, USA). La separacion fue realizada en una
columna Phenomenex ODS-C18 (250 x 4.6 mm, 5 um). El andlisis estadistico fue

acorde al siguiente modelo:

F=p+T+p+Tp (3)
Donde:

F es la varianza que se presenta en una variable determinada en una poblacion
0 muestra, Y es el valor promedio de la varianza que presenta la poblacion, T el
valor que dentro de la varianza promedio es producto del efecto del tratamiento, B
es el valor de la varianza por efecto de bloque o repeticion dentro de la varianza
promedio de la poblacién o muestra y T3 es el valor de la varianza que tiene el

efecto de la interaccion por bloque dentro de la varianza promedio de la poblacion.
5.5.2 Alimento comercial

Se usé la marca Conejo ganador, el cual fue adquirido una forrajera local, para
el tratamiento 1 se suministraron 1400, 1700, 1900, 2350, 2550, y 3200 g
respectivamente en las 6 semanas que permanecieron en engorda, los porcientos
de inclusién de este alimento en los demas tratamientos se calcularon a partir de

los datos obtenidos anteriormente.
5.5.3 . Produccién de forraje verde hidropénico

La germinacion se hizo en una camara automatica con capacidad para producir
100 Kg de forraje verde hidroponico diario. La semilla de cebada fue adquirida en
forrajera “Bravo”, las semillas fueron limpiadas de impurezas; posteriormente se
dejaron en agua destilada como control y un tratamiento de 50 mM de H202,
pasadas 24 horas se extendieron en las charolas, las cuales tenian 54 cm x 34 cm
X 6.5 cm de largo, ancho y alto respectivamente. Las charolas fueron introducidas
en la camara de forraje, la cual regaba automaticamente tres veces al dia durante

un minuto. Diariamente se reviso el filtro y los aspersores para mantener el riego
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constante. A los 11 dias se cosech¢ el forraje y fue suministrado a los 20 conejos

gue consumieron el producto durante las seis semanas que dur6 el experimento.
5.5.4 Variables dependientes

5.5.4.1 Peso vivo

Los animales fueron pesados antes y después del faenado, este ultimo se
realizé segun la técnica de Rivera (2016) mediante dislocacion cervical a nivel de la
articulacion atlanto-occipital. Seguidamente se realizé una incision en la parte
longitudinal del abdomen para extraer los érganos de la cavidad toracica y
abdominal para ser pesados. El aparato digestivo lleno fue representado por el
estdbmago, ciego e intestinos; mientras que el contenido gastrico se identific6 como
lo indica Bautista, Lépez y Ortiz (2015) mediante la diferencia del aparato digestivo
lleno menos el aparato digestivo vacio. El peso vivo verdadero se obtuvo segun la

férmula de Sanchez et al. (2016).
PVV = Peso vivo sacrifico — Contenido gastrointestinal (4)

5.5.4.2 Rendimiento de la canal
Después del faenamiento se pesaron las canales y se realizaron los respectivos
calculos para la obtencién de los rendimientos de las canales mediante los criterios
de Hernandez (2015):

» Rendimiento de la canal caliente (RCC). El peso de la canal caliente se dividié

por el peso vivo al sacrificio, multiplicado por 100.

» Rendimiento de la canal fria (RCF). Peso de la canal después de ser sometido

a congelacion dividido para el peso vivo al sacrificio y multiplicado por 100.

* Rendimiento del canal caliente verdadero (RCCV). Rendimiento de la canal

caliente dividida entre el peso vivo verdadero y multiplicado por 100.

» Rendimiento de la canal fria verdadero (RCFV) Rendimiento de la canal fria

dividida para el peso vivo verdadero y multiplicado para 100.

5.5.4.3 Pérdidas por oreo
Una vez extraidos todos los 6rganos se pesoé la canal a los 15 minutos de

realizado el faenamiento y se obtuvo el peso de la canal caliente (PCC), se
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sometieron a congelacién a 4°C durante 24 horas para obtener el peso de la canal
fria (PCF) y mediante la diferencia del rendimiento de la canal caliente y fria se
obtuvieron las pérdidas por oreo. El valor porcentual de las pérdidas por oreo se
obtuvo al dividir las pérdidas por oreo por el rendimiento de la canal caliente y su
resultado multiplicado por 100 de acuerdo a las especificaciones de Sanchez et al.
(2016).

PPO = Rendimiento canal caliente — Rendimiento canal fria (5)
% PPO = PPO Rendimiento canal caliente x 100 (6)

5.5.4.4 Ensayo de la disminucién del radical DPPH* (DRSA)
La actividad antioxidante obtenida de cada tratamiento fue evaluada mediante

el ensayo 1.1 difenil-picrilidrazol (DPPH), procedimiento.idem, seccion 5.3.3.1.

5.5.4.5 Ensayo de disminucién de la actividad del radical ABTS™
(ARSA)
La actividad antioxidante obtenida de cada tratamiento fue evaluada mediante
el ensayo 2.2 azinobis-(3-etilbenzotiazoline-6-acido  sulfénico) (ABTS).

Procedimiento idem. Seccién 5.3.3.2.

5.5.4.6 Contenidototal de fenoles
Las muestras de carne de cada tratamiento fueron maceradas con metanol en
una relacion 1:10 (p/v). Las suspensiones se sonicaron durante 30 minutos en un
sonicador (Bransonic ‘M2800-CPX-HE, Emerson, Ferguson, Missouri, USA).
Posteriormente se centrifugaron a 10,000 por 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes

resultantes fueron almacenados a 4°C en viales color ambar hasta su posterior uso.

Los fenoles totales fueron determinados por el método de Folin-Ciocalteu
acorde con Vergara-Castafieda el al. (2010), empleando acido galico como
estandar. Se tomaron 140 pL de extracto y se mezclaron con 460 pL de agua
destilada y 250 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (1N). pasados 5 minutos, se
afiadieron 1250 pL de carbonato de sodio 20% (p/v). posteriormente la mezcla se
agitd en un vortex y posteriormente se dejo incubando durante 2 horas en oscuridad

(Vergara-Castafeda et al., 2010). Finalmente, la absorbancia fue medida a 760 nm.
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Los resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido galico por gramo de

peso fresco (mg EGA/Q).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion de la proporcion de suministro de alimento convencional
y la adicién de acelga y forraje verde hidroponico de cebada contenido en
la dieta del conejo

La figura 6.1 muestra los resultados del peso vivo obtenido con las diferentes
dietas. En la que se puede apreciar que el mejor tratamiento, es el de 100%
concentrado; sin embargo, no existieron diferencias significativas con respecto a los
tratamientos 2 y 3. Por lo que se puede disminuir un 50% de alimento concentrado
en la alimentacion de los conejos, y sustituirlo por acelga o forraje verde hidroponico
de cebada. Como era de esperarse los tratamientos 6 y 7 que sélo incluian acelga
o forraje respectivamente fueron los tratamientos con ‘menor peso vivo, ya que no

complementan las necesidades diarias de alimentacion de éste animal.

1- 100 % Concentrado

2- 50% Conc. + acelga ad lib.
3-50% Conc. + FVH ad lib.
4- 30% Conc. + acelga ad lib.
5-30% Conc. + FVH ad lib.
6- Acelga adlibitum

7- FVH adlibitum

*

0’0‘0‘0’0’0’0 &, -~

*
* *
L5CP08 XK )

Peso vivo (Kg)

.
e
e
-*
»,
.

5 6
Tratamientos

Figura 6.1. Peso vivo promedio obtenido de los diferentes tratamientos
involucrados en el estudio con el crecimiento de conejos alimentados con acelga y
forraje verde hidroponico. FVH — Forraje verde hidroponico. ad lib. — a voluntad.
Letras diferentes indican diferencias significativas acorde con las pruebas ANOVA
y Tukey (a =0.05).
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6.2 Determinacion de los metabolitos secundarios contenidos en el forraje

verde hidropdnico de cebada con o sin pre-tratamiento con H20:.
6.2.1 Semillas germinadas

La figura 6.2 muestra la tasa de germinacion en las bandejas a las 24, 48y 72
horas después de la siembra. Transcurridas 24 horas, el tratamiento 100 mM H20:2
fue el mejor, presentando diferencias significativas respecto a los demas
tratamientos; a las 48 horas, el tratamiento 100 mM H202 también fue el mejor
tratamiento, aunque no hubo diferencia significativa respecto al tratamiento 50 mM
H202, pero si respecto a los demas tratamientos. Finalmente, a las 72 horas, el
tratamiento 100 mM H202 también fue el mejor, aunque no hubo diferencia
significativa respecto al tratamiento 150 mM H202, pero Si respecto a los demas

tratamientos.
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Figura 6.2. Tasa de germinacion (%) del forraje verde hidropénico en las bandejas
después de 24, 48 y 72 horas. Letras diferentes indican diferencias significativas

acorde con las pruebas ANOVA y Tukey (a =0.05).

El tratamiento con 100 mM H20:2 increment6 significativamente la tasa de

germinacion de las semillas de cebada. Se ha demostrado que H202 en bajas
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concentraciones promueve el incremento del proceso de germinacion debido a que
rompe la dormancia de la semilla (Cavusoglu and Kabar, 2010). Cavusoglu y Kabar
(2010) también encontraron que en semillas de cebada el 30 mM H20: aceler6 la
germinacion en un 80% a las 48 horas a 20°C, también se mantuvieron los
parametros de crecimiento y desarrollo de las raices y del peso de las plantas a
25°C. También en cebada con 20 dias después de la germinacion, fue asperjada
con silicato de sodio (1.5 mM Si), como resultado se incremento el peso seco de los
brotes y disminuy6 el decrecimiento de la masa seca de las raices (Hussain et al.,
2019).

6.2.2 Respuesta morfologica

La figura 6.3 muestra en el panel A que el largo del tallo fue mayor en el
tratamiento 150 mM H202, aunque no hubo diferencia significativa respecto al
tratamiento 100 mM H202, pero si entre éstos y los demas tratamientos. En el panel
B se muestra el peso de la planta, donde el tratamiento es el mejor 150 mM H202,
diferenciandose significativamente respecto a los otros tratamientos. El

acondicionamiento a las semillas con H202 no influy6 significativamente en el largo

de la raiz.
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Figura 6.3. Efectos de tres dosis de H202 de acondicionamiento de semillas de

forraje verde hidroponico de cebada en el largo del tallo (A) y peso de la planta
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(B). H202. Letras diferentes indican diferencias significativas acorde con las
pruebas ANOVA y Tukey (a =0.05).

Es conocido que aplicaciones exdgenas de H202 puede mejorar el desarrollo de
las raices y reducir el periodo de desarrollo de la planta desde la germinacién bajo
condiciones de estrés (Sang et al., 2005; Wang et al., 2018). Por otra parte, Kilic'y
Kahraman (2016) tuvieron el mayor indice de vigor germinativo, longitud del
cotiledon y peso fresco cuando las semillas se acondicionaron con 0.3 mM H20:2
(Kilic and Kahraman, 2016). También se encontré que éste tratamiento incremento
el tamafio, las aperturas fotosintéticas de las hojas y tuvo un efecto positivo en el

crecimiento y desarrollo de las plantas (Ahmed et al., 2013).
6.2.3 Compuestos fendlicos totales

Para el total de fenoles, los datos muestran diferencias altamente significativas
entre los tratamientos de acondicionamiento de las semillas (Figura 6.4). Siendo el

tratamiento 50 mM H20:2 el mejor.
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Figura 6.4. Contenido de fenoles totales en el forraje verde hidropdnico de
cebada, luego del acondicionamiento de las semillas con diferentes dosis de H20:2.
Letras diferentes indican diferencias significativas acorde con las pruebas ANOVA

y Tukey (a =0.05).
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Hussain et al. (2019) encontraron bajas cantidades de compuestos fendlicos,
respecto al control, en cebada tratadas con 1.5 mM de Silice a diversos intervalos
de temperatura (Hussain et al., 2019). En cultivo de cebada de 10 dias de desarrollo
también se ha reportado una fluctuacion de compuestos polifendlicos totales entre
25.32 a 37.94 mg QE/g de peso seco a temperatura de 22°C (Kobus-Cisowska et
al., 2020).

6.2.4 Actividad antioxidante

Los antioxidantes naturales actian disminuyendo los radicales libres, y reducen
los agentes prooxidantes, ademas, éstos compuestos tienen variados efectos en la
cebada (Madhuijith et al., 2006). También la actividad antioxidante puede asociarse
con el contenido de fenoles totales. La figura 6.5, muestra en el panel A el porciento
de inhibicion de la actividad del radical DPPH (DRSA) en el forraje verde hidropdnico
luego de 11 dias posteriores al acondicionamiento de las semillas con tres dosis de
H202. Similar a los fenoles totales, el mejor tratamiento fue el 50 mM H202, aunque
no tuvo diferencias significativas con respecto a los tratamientos control y 100 mM
H202, pero si se diferenci6 significativamente respecto al tratamiento 100 mM H20:.
El panel B muestra el porciento de inhibicion de la actividad del radical ABTS (ARSA)
donde nuevamente el tratamiento 50 mM H20:2 fue el mejor, pero sin diferencias
significativa con respecto-al tratamiento 100 mM H202, pero si con el tratamiento

control y con el de 150 mM H20:x.
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Figura 6.5. Reduccion de los radicales por los extractos metandlicos del forraje
verde hidropdnico de cebada, acondicionados con tres-dosis de H202. Panel A. %
de Inhibicion DPPH y Panel B. % de Inhibicion ABTS (ARSA). Letras
diferentesindican diferencias significativas acorde con las pruebas ANOVA y Tukey
(a =0.05).

En otro experimento se demostré una menor capacidad antioxidante, respecto
al control, en ocho variedades de cebada, aun con el acondicionamiento de las
semillas (Kobus-Cisowska €t al., 2020). Narwal et al. (2016) encontraron diferencias
en el rango de actividad antioxidante, entre 31.22 a 80.92% de inhibicién en cinco
variedades de cebada, diferencias que se debieron a los diferentes tipos de suelo
donde fue sembrada la cebada, dandole también a las mismas diferentes
cantidades de compuestos fendlicos (Narwal et al., 2016). También demostraron
con éste experimento que el genotipo tiene mayor influencia sobre la cantidad de
fenoles totales que el medioambiente, sin embargo, ambas caracteristicas juegan
un rol preponderante en la capacidad antioxidante y los compuestos finales (Narwal
et al., 2016).

El grado de capacidad antioxidante es correlacionado con el numero de grupos

hidroxilo, esto también es asociado con diferentes actividades bioldgicas tales
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como: disminucion del riesgo de diferentes tipos de cancer, enfermedades

cardiovasculares (Holub et al., 2018).
6.2.5 Ensayos de actividades enzimaticas

La actividad enzimatica esta asociada con la activacion de la respuesta de
defensa a diversos factores de estrés en las plantas. Algunas enzimas como.PQOD,
SOD, CAT, PAL y CHI podrian incrementar su actividad como respuesta a la
aplicacion de un elicitor (Mejia-Teniente et al., 2019). En nuestra investigacion el
acondicionamiento a las semillas de cebada con tres dosis de indujo variacion en la
actividad de las enzimas SOD, CAT y PAL; no siendo asi en la actividad de la
enzima CHI (Figura 6.6). La aplicacion de estrés en las plantas provoca la activacion
del NADPD oxidado y del Oz, el cual es asimilado rapidamente por la SOD y
transformado en H202; seguido de la activacion de otras enzimas generadoras de
ROS, tales como CAT y POD (Tamas et al., 2010).
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Figura 6.6. Medicion de la actividad enzimatica en forraje verde hidropénico
de cebada con tres tratamientos de H202: A) Superoxido dismutasa (SOD), B)
Catalasa (CAT) y C) Fenilalanina amonio liasa (PAL). Actividad especifica en
forraje verde hidroponico de cebada debido al acondicionamiento de las semillas
con tres dosis de H202. Letras diferentes indican diferencias significativas acorde
con las pruebas ANOVA 'y Tukey (a =0.05).

Como se observa en la Figura 6.6, Panel A, no hubo diferencias significativas,
en cuanto a la actividad SOD, entre los tratamientos 100 mM H202, 150 mM Hz202 y
el control, resultando el peor tratamiento el de 50 mM H202. El Panel B muestra que

el mejor tratamiento fue el de 100 mM H202, aunque no existio diferencia
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significativa entre este y el control, pero si con respecto a los demés tratamientos.
Contrariamente, el Panel C muestra que en la actividad de PAL el tratamiento 50
mM H20:2 fue el mejor, diferenciandose significativamente de los demas

tratamientos.

Las actividades de las enzimas SOD y CAT se incrementaron con el tratamiento
100 mM H202, esto, aunque fue debido probablemente a la accion de estrés, no
tuvo alta incidencia en la sintesis de fenoles y tampoco afectd al crecimiento y
desarrollo de la planta. Es conocido que las enzimas SOD y CAT, incrementan y
reducen respectivamente la cantidad de H202 en las plantas y se relacionan con la
capacidad antioxidante (Gupta, Palma, & Corpas, 2018). CAT es la enzima clave en
la reduccién catalitica del H202 en oxigeno y agua, y usualmente un incremento de
la actividad de CAT favorece la defensa antioxidante en las plantas; por otra parte,
el crecimiento y desarrollo de la planta puede afectarse negativamente (Gupta et
al., 2018). Tamas et al. (2010) demostraron que la respuesta de las raices de
cebada, in vitro, a 10 mM H20:2 incremento la sintesis de O2-, activo la actividad de
la enzima SOD y elevo la formacion de H202 (Tamés et al., 2010). Ademas, una alta
actividad de la enzima CAT podria impactar positivamente en la germinacién de las
semillas y en los estados de desarrollo de las plantulas; encontrdndose una relacion
directa entre el crecimiento y desarrollo de la planta, y la actividad de la enzima (Kilic
& Kahraman, 2016).

En Chile (Capsicum annum L.), la actividad de la enzima PAL mostré diferencias
significativas luego de cinco minutos de exposicion a 18 mM H202, y 14 mM H20:2
pasadas 24 horas. Por otra parte, luego de 5 dias de la exposicién se registré la
mayor actividad de la enzima a 6 mM H20:2 (Kilic and Kahraman, 2016). El Cuadro
6.1, presenta el resumen de todos los resultados de los analisis de las variables
incluidas en la investigacion, donde se puede observar que el tratamiento 100 mM
H202 presenta los mejores resultados referidos a la germinacion de las semillas.
También muestra resultados relevantes en cuanto a la actividad antioxidante,
aungue es superado en cuanto a la actividad PAL y fenoles totales por el tratamiento
50 mM H202. Se muestra también que el mejor tratamiento en cuanto a la actividad
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antioxidante es el 50 mM H202, ésta actividad es dependiente de la produccion de
compuestos fendlicos, situacion que se ve reforzada por la actividad de la enzima
PAL, debido a que éste tratamiento mostrd diferencias significativas respecto a los
demas tratamientos. En éste experimento, la capacidad antioxidante evaluada por
los métodos ABTS y DPPH, y la cantidad de fenoles totales en el tratamiento fue

resultado de la actividad de la enzima PAL.

Por otra parte, es interesante el hecho de que la capacidad antioxidante, que es
inducida por el tratamiento 50 mM H202, en general, provoca una reduccion del
desarrollo de la planta debido a que la superficie obtenida relativa a las hojas y el
peso final de la planta fue significativamente menor respecto a los demas
tratamientos. Finalmente, esto sugiere que en general, éste tratamiento actué de
forma desfavorable sobre la tasa de germinacion de las semillas. La induccion de la
produccion de fenoles de alguna manera redirigio el metabolismo a ésta actividad
en detrimento del desarrollo de la planta, esto es perfectamente entendible.
Ademas, la mayor capacidad antioxidante de la planta se relaciona con la
produccién de metabolitos secundarios, en este caso de los compuestos fendlicos,
también tiene una cierta incidencia en el crecimiento y desarrollo de la planta
(Jamwal et al., 2018). Ademas, es conocido que la actividad de los compuestos
fendlicos en las plantas es responsable de la actividad antioxidante (Ren and Sun,
2014).
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Cuadro 6.1. Resumen de los resultados pertenecientes a los analisis de todas las variables incluidas en la investigacion.

Tratamientos DPPH ABTS SOD CAT PAL Fenoles Peso Longitud _ Altura *Ger *Ger *Ger
totales dela delaraiz dela 24h 48h 4951
planta hoja
Control A b A ab C C b a B b bc c
50 mM A a B b A a b a B b ab Bc
100 mM Ab a A a B b b a A a a A
150 mM B b Ab b C C a a A b Ab

*Tasa de germinacion (%), a =0.05
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6.3 Determinacion de los metabolitos secundarios contenidos en la acelga
elicitada y sin elicitar con H20:2.
6.3.1 Induccion de cambios morfoldgicos

El H202 juega un importante rol como desinfectante, en contacto con el suelo y
la materia orgénica, se libera el oxigeno y mejora el proceso de fotosintesis.
También el H202 es un producto secundario de la fotosintesis (Gollan and Aro,
2020). La figura 6.7 refleja los resultados en cuanto a ancho de la hoja bandera,
namero de hojas y peso de la planta. En cuanto al ancho de la hoja, el mejor
tratamiento fue de 75 mM H202, aunque no presentd diferencias significativas con
los tratamientos 200, 450 y 600 mM H202, pero si con respecto al control y los

demas tratamientos. En cuanto al peso de la planta, el mejor tratamiento fue el de

control al igual que en el nimero de hojas.
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Figura 6.7. Efecto del H202 sobre las variables morfolégicas en acelga, después

de 60 dias de trasplante en campo abierto. A) Numero de hojas, B) Alto de hojas
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(cm), C) Ancho de la hoja (cm), D) Peso de la planta (Kg). T1- Control (agua
destilada), T2- 75 mM H202, T3- 150 mM H202, T4- 200 mM H202, Ts- 225 mM
H202, Te- 450 mM H202, T7- 600 mM H20:2. Letras diferentes indican diferencias
significativas acorde con las pruebas ANOVA y Tukey (a =0.05).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Liu et al. (2013), estos
encontraron decrecimientos den el crecimiento y desarrollo de la acelga bajo
condiciones de salinidad (1.7% con NaCl 50 mM) y de alcalinidad (8.7% con 50 mM
Na2S0a4) (Liu et al., 2013). Bahremand (2018) encontr6 que la temperatura minima
de germinacién para las semillas de acelga fue de 1.92°C, optima 25°C y una
maxima de 45.84°C, también, la mayor salinidad fue en pH 7. Ademas, la salinidad
a 187 mM disminuy6 un 50% de la germinacion; por lo que se puede observar que

los cultivos de acelga no son hipersensibles (Bahremand, 2018).

Por otra parte, Barickman y Kopsell (2016) aplico, en cultivo hidropénico, 25 %
NHs-N: 75% NOs3-N (100% N 105 mg/L), con ésta dosis ocurrieron las mayores
acumulaciones de peso fresco y materia seca que con 50 % NHa4-N: 50% NO3s-N.
Esto se debid a que la calidad de la composicion nutricional, fotosintesis desarrollo
y rendimiento del cultivo puede alterarse por la variacién en los niveles de N, con
NOs-N siendo un componente con elevada absorcion. Los aminoacidos presentes
en la planta regulan el metabolismo del N, lo cual varia la forma y concentracion del

N en la fertilizacién vegetal (Barickman and Kopsell, 2016).

Abbey et al. (2020) incrementd el peso fresco de la hoja y el area foliar total en
acelga con té biocast de vermicast, pasadas seis semanas del trasplante el
contenido de clorofila fue mayor, aunque el didmetro del tallo, altura de la planta y
el nimero de hojas no presentaron diferencias significativas (Abbey et al., 2020).
Ekinci et al. (2020) disminuy0 el estrés por sequia en acelga con soluciones de NO.
Dosis de 100y 150 uM disminuyeron los efectos adversos de la sequia con respecto
al contenido de clorofila, peso fresco y seco del sistema radicular y foliar, asi como
los parametros de intercambio gaseoso. Ademas, el NO ayudoé en el crecimiento y
desarrollo de la planta, asi como en la senescenciay la cosecha. El mayor contenido
de clorofila se obtuvo con NO 150 uM — 33% de riego (Ekinci et al., 2020).
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Schuller et al. (2018) evaluaron el desarrollo de la acelga en suelos del tipo
andasol y fluvisol con CsCl 100 kBg 134Cs /m?. El factor de transferencia fue menor
en los tallos que en las hojas de acelga fertilizadas con K en suelo andasol, sin
embargo, las hojas exteriores no mostraron incrementos significativos; esto puedo
deberse a la combinacion entre el Ky el Cs (Schuller et al., 2018). Cheng et al.
(2020) disminuyo la contaminacion del suelo por Cd mediante la aplicacion de
carbon negro modificado a nanoescala (CNM). EIl CNM incrementd la biomasa
vegetal y radicular de la acelga. También disminuy6é el dafio causado por la
exposicién a Cd en plantas de acelga después de los 50 dias de trasplantadas. Sin
embargo, la acelga es considerada una planta superacumuladora, se encontraron

nanoparticulas de Cd en las células radiculares (Cheng-et al., 2020).
6.3.2 Ensayos enzimaticos

El impacto de las diferentes condiciones climaticas sobre los cultivos, influye en
la morfologia, rendimiento y atributos bioquimicos. H202 disminuye los dafios por
factores de estrés aumentando la defensa AOX, actividades enzimaticas tales como:
SOD, CAT y POD; ademas, de incrementar la actividad de otras enzimas
relacionadas con la via de los fenilpropanoides como son la PAL y la Chalcona
Isomerasa (CHI) (Vijayalakshmi et al., 2016). En este experimento, las aplicaciones
de H202 sobre las hojas-de acelga mostraron diferencias significativas entre las
diferentes dosis (Figura 6.8). Tanto en la actividad SOD como en la CAT el
tratamiento 225 mM H202 fue el mejor con diferencias significativas
fundamentalmente en la actividad CAT. En cuanto a la PAL los mejores tratamientos
fueron 75, 200,225 y 450 mM de H20:.
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Figura 6.8. Actividad enzimatica en hojas de acelga pasados 60 dias del
trasplante y elicitadas con diferentes dosis de H202: A) SOD, B) CAT, C) PAL. T1-
Control (agua destilada), T2- 75 mM H202, T3- 150 mM H20z2, T4- 200 mM H202,
Ts- 225 mM H202, Te- 450 mM H202, T7- 600 mM H202. Letras diferentes indican
diferencias significativas acorde con las pruebas ANOVA y Tukey (a =0.05).

Es conocido que las enzimas SOD y CAT incrementan sus actividades bajo
factores de estrés. SOD es la primera enzima en la desintoxicacion de las células al
contacto con factores de estrés externos. Ekinci et al. (2020) encontr6 que los
mejores resultados en las actividades de las enzimas SOD, CATy POD fueron
obtenidas en plantas con buen manejo hidrico y a las que se les aplicaron NO 150
M. sin embargo, la misma dosis de NO reportd las mayores actividades de las
enzimas a 33 y 66% de estrés por sequia. Estas enzimas juegan un papel
importante en la defensa Aox contra especies reactivas de oxigeno (Ekinci et al.,
2020).

Mzoughi et al. (2019) colect6 acelgas en condiciones salvajes y encontré un
contenido de humedad de 93.35 g/100 g de peso fresco (PF), contenido de azlicares
totales 2.158 g/100 g PF, proteina 0.663 g/100 g pf, carbohidratos totales 6.51 g/100
g PF y contenido de cenizas 1.30 g/100 g PF. Todos contenidos mayores a los de
otras plantas halofiticas. Ademas, los contenidos de Fe (2.94 mg/100 g PF), Mg
(307.1 mg/100 g PF), Ca (154.1 mg/100 g PF) y K (70.25 mg/100 g PF) fueron los
microelementos mas abundantes respecto a las demas plantas. Contrariamente, el
contenido de grasas (0.099 g/100 g PF) fue mucho mas bajo (Mzoughi et al., 2019).
Kaburagi et al. (2015) incrementaron un 146% el desarrollo de la acelga bajo
concentraciones de 80 mM NacCl y altos niveles de NOs™ en hojas a concentraciones
de 40 a 100 mM (Kaburagi et al., 2015).

Por otra parte, la concentracion de carotenoides de la acelga fue mayor a 25%
NHs-N: 75% NOs-N; sin embargo, las concentraciones de andanteracina, (-
caroteno, luteina, neoxantina, y violanantina se afectaron a 36.0, 45.1, 42.0, 49.0, y
59.3% respectivamente cuando disminuyo la dosis de NHa-N:NOs3-N (Barickman
and Kopsell, 2016).
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Las plantas responden a los factores de estrés en dependencia de la especie, del
medioambiente y de las fuentes de macro y micronutrientes. Uno de estos factores
de estrés puede ser la sequia, lo cual afecta negativamente el crecimiento y
desarrollo de las plantas, el metabolismo del nitrégeno (N), ademas, causa estrés
oxidativo (Hessini et al., 2017). Hessini et al. (2009) probé dos concentraciones de
N en una variedad salvaje de Beta macrocarpa Guss. Como resultado, la aplicacién
de 2.5 mM de N y NH4* disminuyo en un 35% el area foliar de la planta, asi como la

materia seca acumulada (Hessini et al., 2009).

6.3.3 Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante de las

hojas de acelga

Los fenoles son cruciales en el desarrollo, maduracion y floracién de las plantas,
resistencia a herbivoros y patégenos, ademas, en la senescencia y en la proteccion
de las plantas a los rayos UV. De igual forma son mensajeros en la transcripcion,
reguladores fisiologicos y en la permeabilidad de la membrana (Gémez-Caravaca
et al., 2014). Los acidos fenolicos también tienen varias actividades bioldgicas, tales
como en la capacidad antioxidante (AOx) al donar electrones para la detoxificacién
de compuestos (Alarcon-Flores et al., 2016). En este estudio el tratamiento 75 mM
H20:2 tuvo el mayor contenido de fenoles totales en hojas de acelga, presentando

diferencias significativas con respecto a los demas tratamientos (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Contenido de fenoles totales (CFT, mg GAE/g) de extractos
metandlicos procedentes de hojas de acelga. GAE (Equivalentes de acido gélico).
Resultados ploteados como medias. T1- Control (agua destilada), T2- 75 mM H20z2,
T3- 150 mM H202, T4- 200 mM H20z2, Ts- 225 mM H202, Ts- 450 mM H202, T7- 600

mM H20:2. Letras diferentes indican diferencias significativas (a =0.05).

Los polifenoles presentan capacidad antioxidante lo que les confiere beneficios
para la salud (Mzoughi et al., 2019). Los contenidos de fenoles totales.en acelga
salvaje en Tunez resultaron mayores en 96.58 mg/g GAE con respecto a nuestros
resultados. Ademas, en ese estudio se identifico al acido muyricitrinico en una
proporcion de 4.08 mg/g de extracto, seguido por el acido p-Cumarico con 3.53 mg/g

de extracto (Mzoughi et al., 2019).

Otro estudio mostré una alta correlacion entre-el contenido de fenoles en hojas
de acelga y su capacidad antioxidante (Sacan and Yanardag, 2010). Ademas, la
relacion entre los polifenoles y la capacidad antioxidante en acelga también fue
demostrada cuando se le aplic6 vermicomposta, thionina y urea, de la misma

manera, se incremento la concentracion de vitamina C (Rioba et al., 2020).

La Figura 6.10 muestra los resultados de la disminucion de los radicales DPPH*

y ABTS*+ en los diferentes extractos metandlicos de hojas de acelga.
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Figura 6.10. % Inhibicion de DPPH y % Inhibicibn de ABTS de los diferentes
extractos de acelga. T1- Control (agua destilada), T2- 75 mM H202, Tz- 150 mM
H202, T4- 200 mM H202, Ts- 225 mM H202, Te- 450 mM H202, T7- 600 mM H20:.

Letras diferentes indican diferencias significativas (a =0.05).
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En general el tratamiento 75 mM H20: fue el que obtuvo los mejores resultados
en el conjunto de las dos actividades antioxidantes, lo cual correlaciona con la
cantidad de fenoles totales. El Cuadro 6.2, presenta un resumen de los resultados
procedentes de los analisis de todas las variables incluidas en el experimento,
donde se muestra claramente que el tratamiento 75 mM H202, aplicado tres veces
durante el tiempo que duro el experimento, tuvo los mejores resultados referido a la
capacidad antioxidante DPPH y ABTS, fenoles totales y actividad de la enzima

Fenilalanina amonio-liasa (PAL).
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Cuadro 6.2. Resumen de los resultados de los andlisis de todas las variables incluidas en el experimento.

Tratamie DPPH SOD CAT PAL ABTS Fenoles Anchode Pesode = Numero Altode
ntos Totales lahoja la planta de hojas la hoja
Control cd Cc C C b cd b a a a

75 ab c D a a a a bc ab a

150 a ab D b b bc b abc ab a

200 abc ab C a a ab bc b a

225 cd a A a b b C b a

450 d b C a b de ab bc b a

600 bcd ab B b b dc ab ab b a
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6.4 Evaluaciéon del comportamiento productivo, variables morfo
fisiologicas, asi como la determinacién de la calidad de la carne de conejo
en animales alimentados con dietas que contienen forraje verde

hidroponico de cebada con y sin H20:.
6.4.1 Comportamiento productivo de la carne de conejo

En los dltimos afios, el interés por el consumo de productos nutraceuticos se ha
incrementado en el mercado (Cesari et al., 2018). La carne es considerada como
un alimento funcional con muchos compuestos bioactivos; en especifico, la carne
de conejo tiene propiedades nutrimentales y dietarias importantes para mejorar y
mantener la salud (Dal Bosco et al., 2018). En la Figura 6.11 se muestra el peso y
rendimiento de canal caliente y frio de la carne de conejos alimentados con tres

tratamientos.
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Figure 6.11. A) Peso de la canal caliente (Kg), B) Peso del canal frio (Kg), C)
rendimiento de la canal caliente (%) y D) Rendimiento del canal frio (%). T1-
Concentrado 100%, T2- Concentrado 50% + FVHC a 75 mM H202, Ts-
Concentrado 50% + FVHC. FVHC (Forraje verde hidroponico de cebada). Todos
los tratamientos fueron ad libitum. Resultados ploteados como medias. Letras

diferentes indican diferencias significativas (a =0.05).

Para los canales caliente y frio el tratamiento con 100% concentrado tuvo
diferencia significativa sobre los tratamientos con FVHC. El peso de la canal es
menor al peso promedio comercial producido en los paises europeos (1.2-1.5 Kg) y
estaria catalogado como de bajo volumen con al menos 78 dias de crianza (Rep
and Rep, 2021) por lo que el peso alcanzado en este experimento es inferior al peso
requerido para exportacion pero se debié a que la edad de los conejos en
experimentacion fue corta. Se ha visto que las variaciones en la alimentacion de los
conejos con productos alternativos como hierbas, especies, cebada, maiz, alfalfa,
vegetales, entre otros producen bajos rendimientos en la carne de diferentes
especies para la produccién de carne (Dalle Zotte et al., 2016; Delis-hechavarria et
al., 2021; Mattioli et al., 2016; Speight, 2017).

Estudios como los de Mattioli et al. (2016) tuvieron mayor rendimiento de la
canal en la carne de conejo con la suplementacibn con Digestarom®.
Adicionalmente, el peso de la canal caliente fue mayor con la inclusion del 15% de
harina de hoja de gliricidia mas multi-enzimas (1 g/Kg) en la dieta de los conejos
con 35 dias de edad (Oloruntola et al., 2018). El-Kady et al. (2021) tuvieron el mayor
peso de canal de carne de conejo New Zealand blancos con la dieta de 33% de
tallos de maiz tratados con Trichoderma reesei fungi (1,591.67 +49.50) (El-Kady et
al., 2021). También han sido evaluadas dietas suplementadas con desechos de
productos organicos, como es el caso de Dabbou et al. (2017); ellos evaluaron el
desecho de ardndano como recurso alternativo a la dieta de los conejos; el
rendimiento del canal no se vio afectado por la inclusién de esta dieta (Dabbou et
al., 2017). Mientras que el efecto del desecho de tomate seco en la alimentacion de

conejos en crecimiento fue evaluado en las caracteristicas de la canal y la calidad
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de la carne (Grioui et al., 2021). Grioui et al. (2021) determinaron que el peso de la
canal estuvo entre 1.27 y 1.185 Kg con los conejos alimentados con 10 y 20% del
desecho de tomate seco, y obteniendo un mayor porcentaje de rendimiento
(62.21%) con el tratamiento de 10% de la canal caliente mientras que en el canal

frio el rendimiento fue de 59.31% con el mismo tratamiento.

Los valores obtenidos en este estudio fueron menores a los obtenidos con otros
tratamientos. Sin embargo, cabe sefalar que este tipo de dietas suplementadas
proporcionan 2% mas proteina cruda que las dietas basadas en concentrados
(Mattioli et al., 2016). Asimismo, se ha estudiado que factores como ionizacion,
acidificacion, uso de la tierra impactan directamente en el peso de la canal de la
produccion de carne de conejo (Cesari et al., 2018). Algunos estudios sefialan que
la ‘suavidad’ de la carne esta asociada con multiples factores que implican la
composicién quimica y los cambios musculares, el estrés por descomposicion de
proteinas durante el sacrificio, el tiempo de procesamiento, la dieta y las condiciones
de refrigeracion de la canal (Martin et al., 2016). Asi como, varia entre especies y
razas, entre los diferentes musculos 'y las distancias entre los cortes por el cambio
de temperatura entre los mismos al convertirse el musculo en carne.
Adicionalmente, después de la coccion, la evolucibn mecanica de la carne es
resultado de la contribucion relativa de dos componentes (miofibrilar y conjuntiva)

ademas de su interaccion (Grioui et al., 2021).

6.4.2 Capacidad antioxidante de la carne de conejo alimentados con

tres tratamientos diferentes

Los -compuestos bioactivos presentes en los alimentos funcionales son
absorbidos por los animales, incrementando la capacidad antioxidante en los tejidos
(Mattioli et al., 2016). Similarmente la capacidad antioxidante de las plantas y
especias son derivadas de los compuestos fendlicos (flavonoides, taninos, acidos
fendlicos) y de algunas vitaminas como la vitamina E, C y A. los cuales pueden
prevenir liperoxidacion a través de atrapar los radicales libres (Oloruntola et al.,
2018). En la Tabla 6.3 se muestra el resultado de la capacidad antioxidante de la

carne de conejo evaluada en este estudio.
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Tabla 6.3. Cuantificacion de las actividades inhibitorias de DPPH y ABTS en moles

equivalentes de Trolox Kg* MS, y la razén de inhibicion.

ABTS DPPH
Carne de conejo con tratamientos
% de inhibicion rolox/mg polifenoles % Inhibicién Trolox/ mg polifenoles

Concentrado 100% 83.29+1.67% 8,623.37+158.17% 95.16+2.36" 62.67+1.56"

Concentrado 50% + FVHC 75 mM H20: 84.07+1.72% 8,697.59+163.52% 97.52+1.87% 58.33+1.12¢

Concentrado 50% + FVHC 82.93+1.31% 8,590.16+124.31% 97.60+1.63% 64.87+ 1.09%

MS: materia seca, FVHC: Forraje Verde Hidropénico de Cebada. Valores con
letras diferentes son estadisticamente diferentes usando la prueba de Tukey (a =
0.05).

El resultado de la actividad antioxidante medida en la carne de conejo muestra
gue no hubo diferencia significativa entre los tratamientos en cuanto a ABTS, pero
si en DPPH, donde el sélo uso de forraje verde hidropdnico, como complemento,
incrementod la capacidad antioxidante de la carne de conejo . Algunos fitoquimicos
en las plantas mejoran la capacidad antioxidante, antimicrobiana, el sabor y la
palatabilidad de los alimentos, lo. que podria resultar en un mayor consumo de
alimento y rendimiento en los animales (Hashem et al., 2017; Oloruntola et al.,
2018). Los beneficios de esta actividad antioxidante se observan en el estatus de
oxidacion de los tejidos, la intensificacién del metabolismo de proteinas, grasas y
carbohidratos; asi como mejor salud e inmunidad del animal alimentado con dietas

suplementadas con caracteristicas nutracéuticas (Mattioli et al., 2016).

Hashem et al. (2017) en su estudio con suplementacién de vitamina E (150 mg
vitamina E/kg materia seca), raices secas de moringa oleifera (150 o 300 mg raices
de moringa kg/ materia seca) y propolio (150 o 300mg propolis/kg materia seca)
obtuvieron mayor diferencia significativa (1.93 — 1.99 mM/L) en comparacién con la
dieta sin suplementacién (Hashem et al., 2017). Por su parte, Dal Bosco et al. (2015)
en su estudio con conejos de 30 dias de edad, suplementaron la dieta con 20 g/d
con alfalfa y brotes de lino encontaron la presencia de ytocoferol y luteina mas

Zeaxanthin que no estuvo presente en la carne de los conejos alimentados con la
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dieta control (Dal Bosco et al.,, 2015). Adicionalmente, El-Desoky et al. (2017)
aplicaron oralmente 50 mg/Kg del extracto etandlico de las hojas de Moringa oleifera
en conejos de siete meses de edad; esta dosis incrementd la concentracion de
albumina sérica, la capacidad antioxidante total (132%) y testosterona (El-Desoky
etal., 2017). Dal Bosco et al. (2018) modificé el ambiente ademas de la inclusion-de
3% de aceite de linaza, una vez almacenado encontraron que la liperoxidacion se
redujo con este tratamiento después de 10 dias (Dal Bosco et al., 2018). Incluyendo
el estudio de Mattioli et al. (2016), en el cual la inclusion de Digestarom® a 300
mg/kg aumento los niveles de a-tocoferol que fueron absorbidos por. los animales,
previniendo la peroxidacion lipidica mediante la extincion de los radicales libres
(Mattioli et al., 2016).

Los hallazgos del estudio apoyan la inclusion del FVH de cebada en la mejora
del estado oxidativo de los conejos en crecimiento. Basandose en la constitucion
quimica del FVH de cebada, estos efectos podrian atribuirse a la capacidad
antioxidante que es similar a los cereales como el trigo y maiz (Narwal et al., 2016),
y por su contenido de &cidos fendlicos, flavonoides, lignanos, tocoles (vitamina E),
fitoesteroles y folatos. La mayoria de estos metabolitos activos tienen una fuerte
capacidad antioxidante (Benguella et al., 2020). Informes sobre los efectos de esta
categoria de aditivos alimentarios en el rendimiento del crecimiento del conejo
(Maidala et al., 2020), actividad antioxidante y antibacteriana (Narwal et al., 2016),
calidad de la carne (Martin et al.,, 2016), parametros bioquimicos de la sangre
(Shanti et al., 2017) y el rendimiento reproductivo (El-Desoky et al., 2017) fueron

comparados con este estudio.

6.4.3° Ensayos de la actividad enzimética de la carne de conejo

alimentados con tres tratamientos diferentes

Similarmente la capacidad antioxidante de las plantas y especias son derivadas
de los compuestos fendlicos (flavonoides, taninos, acidos fendlicos) y de algunas
vitaminas como la vitamina E, C y A. los cuales pueden prevenir liperoxidacion a
través de atrapar los radicales libres o de la activacién de enzimas antioxidantes

como superoxido dismutasa, catalasa, glutatione peroxidasa y glutation reductasa
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(Mattioli et al., 2016; Selim et al., 2021). De igual forma, estas enzimas pueden
prevenir la oxidacion estabilizando los radicales libres iniciados como superoxido y

H202, uno de los radicales libres mas reactivos in vivo.

>
W

Actividad SOD
(Ulmg proteina)
Actividad CAT
(Ulmg proteina)

T T2 T3

"= T1-Concentrado 100% Tratamientos
mm T2-Concentrado 50% + FVHC 75 mM H-O5
\\' T3-Concentrado 50% + FVHC
Figura 6.12. Cuantificacion de la actividad enziméatica en la carne de conejo
alimentados con Ti- Concentrado 100%, T2- Concentrado 50% + FVHC a 75 mM

H202, T3- Concentrado 50% + FVHC. FVHC (Forraje verde hidroponico de

cebada): A) Superoxido dismutasa (SOD), B) Catalasa (CAT). Letras diferentes

indican diferencias significativas acorde con las pruebas ANOVA y Tukey (a

=0.05).

En este estudio, la actividad enzimatica relacionada al estrés SOD en la carne
de conejo no se vio afectada por las dietas suplementadas con FVHC. Sin embargo,
para la actividad de CAT, las dietas suplementadas con FVHC presentaron menor
actividad de esta enzima. Las actividades enzimaticas actiuan debido a que los
componentes de las dietas suplementarias circulan por el torrente sanguineo, el
cual distribuye y es retenido en los tejidos donde se despliega esta actividad
antioxidante. Sin embargo, esta biodisponibilidad aun no se ha visto directamente
demostrada debido a que no se tienen los equipos ni la técnica analitica
desarrollada (Mattioli et al., 2016). Oloruntola et al. (2018) estudiaron la degradacion
de superoéxidos en la carne de conejos. Estas dietas suplementadas con 15% de
harina de hoja de gliricidia mas multi-enzimas (1 g/Kg) promovieron la eliminacion
del i6n superdxido al aumentar la actividad de SOD. Esta tendencia no se ve
reflejada en los resultados de la Figura 6.12 Ay 6.12B. En el estudio de Vizzari et

al. (2021) con la introduccion de polisacaridos de algas pardas (Laminaria digitate e
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hiperborea, relacion 1:1 al 0.6%) en la dieta, incrementaron SOD y glutatidon
peroxidasa (Vizzari et al.,, 2021) Un beneficio del uso de los suplementos
alimenticios ricos en enzimas antioxidantes es el desarrollo idoneo de los animales,
ya que estas enzimas bloquean el estrés oxidativo, ya que retrasan o previenen la
oxidacion de los proteinas, lipidos, ADN y carbohidratos. La actividad enziméatica de
PAL (Figura 6.12C) no tuvo diferencia significativa entre tratamientos. Por lo que se
puede deducir que la ruta de los fenilpropanoides no se vio afectada por la inclusion

de las variantes en la dieta de los conejos de este estudio.

Mattioli et al. (2016) encontraron con la suplementacion de Digestarom® (300
mg/kg) que se reducia la peroxidacion lipidica mediante la activacion de
antioxidantes enzimas como superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa
y glutation reductasa, debido a que estos componentes se distribuyeron en los

musculos por medio de la sangre (Mattioli et al., 2016).

En los mamiferos, el sistema de defensa antioxidante incluye enzimas
(superdxido dismutasa, glutation peroxidasas'y catalasa), proteinas extracelulares
que se unen al hierro y cobre (Albumina, transferrina, lactoferrina, haptoglobina y
ceruloplasmina), vitaminas antioxidantes (vitamina C, vitamina E y [(B-caroteno) y
otros compuestos celulares (quinonas, glutation, acido Urico y bilirrubina) (Jiang and
Xiong, 2016). Ademas, varios compuestos fendlicos exdégenos derivados de frutas,
verduras, legumbres o Ingredientes suplementarios de la dieta afiadidos a los
alimentos, como especias y hierbas, contribuyen a la reserva de antioxidantes
(Castrica et al., 2019; Loganayaki et al., 2013; Narwal et al., 2016). Estas fuentes
dietéticas de antioxidantes son esenciales cuando el cuerpo esta expuesto a un alto
grado de -estrés radical. Asimismo, los recientes avances en los estudios de
antioxidantes han permitido la posibilidad de mitigar las toxinas quimicas en los
productos carnicos a través de diferentes estrategias; como, las condiciones de
procesamiento térmico moderadas para reducir la formacién de toxinas, la
tecnologia de restriccion de bioaccesibilidad e intervenciones antioxidantes (Jiang
and Xiong, 2016).
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6.4.4 Contenido de fenoles totales de la carne de conejo alimentados

con tres tratamientos diferentes

Los compuestos fendlicos tienen un rol importante como antioxidantes (Alagbe,
J.O and Akintayo - Balogun Omolere. M, 2020). El contenido de fenoles
cuantificados en la carne de conejo suplementada en la dieta con FVHC se muestra

en la Figura 6.13.
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Figura 6.13. Contenido de fenoles totales (CFT, mg GAE/Q) de extractos
metanolicos procedentes de la carne de conejo alimentados con: T1- Concentrado
100%, T2- Concentrado 50% + FVHC a 75 mM H202, Ts- Concentrado 50% +
FVHC. GAE (Equivalentes de &cido galico), FVHC (Forraje verde hidropdnico de
cebada). Resultados ploteados como medias. Letras diferentes indican diferencias
significativas (a =0.05).

La presencia de fenoles en la carne de conejo es un indicador importante de la
capacidad antioxidante siendo los antioxidantes solubles en grasa los de mayor
presencia en los tejidos (Mattioli et al., 2020). Los fenoles tienen efectos

antimicrobianos en general (Branciari et al., 2021).
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Vizzari et al. (2021) hicieron la suplementacion con 0.6% de polisacaridos de
algas pardas (Laminaria digitate e hiperborea, relacion 1:1) encontrando un efecto
importante en el crecimiento, la salud y el desarrollo de los animales en general
(Vizzari et al., 2021). Branciari et al. (2021) suplementaron con 280 mg/Kg del
extracto de polifenoles de residuo de oliva en la dieta de conejos. Como se
esperaba, se detectaron metabolitos de polifenol de sulfato en la carne de los
conejos ademas se encontrd la reduccion de Pseudomonas spp. En la carne
durante su almacenamiento (Branciari et al., 2021). Sin embargo, la introducciéon de
20% de desechos de uva que fueron incorporados en la dieta; no hubo diferencia
significativa en el contenido fendlico total, en la capacidad antioxidante, el poder de
inhibicién antioxidante y la oxidacion de lipidos en la carne (Bouzaida et al., 2021).
Selim et al. (2021) alimentaron conejos por 42 dias con hojas de Moringa oleifera, y
relacionaron la baja presencia de colesterol en los musculos longissimus lumborum
con la presencia de fenoles en las hojas de moringa, ya que actuan como un agente
hipocolesterolémico natural. Asimismo, esta dieta puede contribuir a un nivel
elevado de componentes como fenales, taninos y fitato en la carne (Selim et al.,
2021). Menchetti et al. (2020) suplementaron la dieta de conejos New Zealand con
bayas de Goji (al 3%) aumento el contenido fendlico (24.96 mg GAE/100 g) y las
propiedades antioxidantes en el musculo (Castrica et al.,, 2020; Menchetti et al.,
2020).

La actividad antioxidante de ambos sistemas de radicales (DPPH y ABTS) y
también de los compuestos fendlicos totales estuvo influenciada por el genotipo y
por el medio ambiente. Asimismo, la inclusion de alimentos altos en compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante para la alimentacién del ganado puede modular
el contenido de compuestos fendlicos en los musculos y que el alimento rico en
fenoles puede incrementar el nivel de antioxidantes en los tejidos(Menchetti et al.,
2020b) . Por tanto, tanto el genotipo como el medio ambiente juegan un papel
importante en la determinacion de la actividad antioxidante y el contenido fendlico

de la carne de conejo (Dal Bosco et al., 2018).
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El FVHC es una fuente rica en &cidos grasos poliinsaturados y compuestos
antioxidantes bioactivos, por lo que posee un buen potencial para la valorizacién en

usos en la industria de alimento de ganado (Li et al., 2018).
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VIl.  CONCLUSIONES

Para conejos de engorda, la suplementacion con 50% de granulos + FVHC
(Forraje de cebada verde hidropdnico de cebada), con semillas tratadas o no con
75 mM H202, no tiene efectos adversos sobre el rendimiento del crecimiento, las
caracteristicas de la canal. Asi, el FVYHC podria contemplarse como una fuente de
fibra para la produccion de carne de conejo, que tiene un alto contenido en
fitoquimicos y fibra. Se demostrdé que al suministrar forraje verde hidroponico a los
conejos a los conejos, como complemento al alimento concentrado, se incrementa
la capacidad antioxidante y la cantidad de fenoles en la carne. Se requieren mas
estudios para llevar a cabo los presentes resultados, considerando también la
digestibilidad de los nutrientes, asi como el efecto de la elicitacion de 75 mM H20:2
sobre el FVHC en la microbiota intestinal. Los resultados confirmaron la importancia
del alimento comercial (pellets), sin embargo, se puede reducir en un 50% vy
reemplazar por acelgas o FVHC. Esta reduccion tuvo importantes ventajas como la
reduccion del costo de los pellets, la acelga y el FVHC son mas baratos y faciles de
conseguir. Ademas, al incluir acelgas y FVHC en la dieta, se obtuvieron efectos
positivos que esto tiene un efecto en el rendimiento y morfoldégico en conejos. Por
el contrario, las dietas 100% basadas en forraje o acelga disminuyeron la salud y el

rendimiento de los animales.
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ANEXO 1 Preparacion de las soluciones para la cuantificacion de las

actividades enzimaticas

Soluciones para el ensayo de la actividad Super6xido dismutasa (SOD) (EC
1.15.1.1)

1. Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron
0.7054 g de fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico
en 150 mL de agua destilada. Se ajusto el pH a 7.8 (con acido o base, segun sea el
caso). Posteriormente, se afor6 a un volumen final de 250 mL con agua destilada.
2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se disolvieron 0.7054
g de fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150
mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 7.8 (con &cido o base, segun sea el caso).
Posteriormente, se aford a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

3. Solucién de EDTA-Na2 0.1 mM. Se disolvié 3.72 mg en 60 mL de agua
destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL.

4. Solucién de Metionina 0.13 M. Se disolvié 1.94 g de metionina en 60 mL de
agua destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL.

5. Solucién de NBT 0.75 mM. Se disolvié 61.3 mg de NBT en 60 mL de agua
destilada y se afor6 a un'volumen final de 100 mL (se almacend en frasco oscuro y
4 °C).

6. Solucién de Riboflavina 0.02 mM. Se disolvié 1.88 mg de metionina en 150
mL de agua destilada y se afor6é a un volumen final de 250 mL (se almacené en

frasco oscuro y 4 °C).
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Soluciones para el ensayo de la actividad Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

1. Bufer de extraccién (Tris-HCI 100 mM, Glicerol 20 % v/v, 2-Mercaptoetanol
30 mM, pH 8.0). Se disolvio 1.575 g de Tris-HCIl en 60 mL de agua destilada. Se
afiadié 20 mL de glicerol y 210 pL de 2-Mercaptoetanol. Se ajusto el pH a 8.0 (con
acido o base, segun sea el caso). Posteriormente, se aforé a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

2. Bufer de reaccion (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0). Se disolvieron 0.0965
g de fosfato de potasio monobasico y 0.749 g de fosfato de potasio dibasico en 60
mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 8.0 (con acido o base, segun sea el caso).
Posteriormente, se aford a un volumen final de 100 mL con agua destilada.

3. Solucion de H202 100 mM. Se afiadio 0.566 ml.de peroxido (al 50 % de
pureza) y se aforé a 100 mL con agua destilada (Esta solucion se preparo el mismo

dia del ensayo).

Soluciones para el ensayo de la actividad Fenilalanina-amonio liasa (PAL) (EC
4.3.1.5)

1. Bufer de extraccion (Borato 0.1 M, 0.1% v/v de 2-Mercaptoetanol, pH 8.8).
Se disolvieron 0.451 g de acido bdrico y 1.029 g de borato de sodio en 60 mL de
agua destilada. Posteriormente, se afiadiéo 100 pL de 2-mercaptoetanol. Se ajusté
el pH a 8.8 (con &cido o base, segun sea el caso) y se aforé a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

2. Bufer de reaccion (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8). Se
disolvieron 0.451 g de acido borico, 1.029 g de borato de sodio y 0.1652 g de L-
Fenilalanina en 60 mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 8.8 (con acido o base,
segun sea el caso). Posteriormente, se aforé a un volumen final de 100 mL con agua
destilada.

3. Solucién de acido clorhidrico (HCI) 1 N. En un matraz aforado de 100 ml, se
colocaron 20 mL de agua destilada. Posteriormente se afiadio 8.3 mL de HCI (por
las paredes del matraz con precaucion) y se afor6 a un volumen final de 100 mL con

agua destilada.
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4. Solucién Stock de acido cinamico [3 mg/mL]. Se disolvié 0.075 g de acido
cindmico en 20 mL de agua destilada. Posteriormente, se aforé a un volumen final

de 25 mL con agua destilada.

Soluciones para la determinacion de proteina

1. Solucién de cloruro de sodio 0.15 M. Se disolvié 0.87g de NaCl en 60 mL de

agua destilada y se aford a un volumen final de 100 mL.

2. Solucién Stock de albumina de suero bovino [1 mg/mL]. Se disolvié 0.01 g de
albumina de suero bovino en 30 mL de agua destilada y se aforé a un volumen final
de 50 mL.
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ANEXO 2 Curvas patron usadas en la cuantificacion de las actividades

enzimaticas

A. Curva patrén de actividad de superoxido dismutasa (SOD)

Inhibicion de reduccion (%)

Actividad de SOD Inhibicién de reduccién

de NBT

(U/mL) (%)
200 99.7
100 98
30 94
20 85
10 77

5 69

1 53
0.1 20.3
0.01 13.7

0.001 8

Curva de actividad SOD (%)
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B. Curva patrén de acido cinamico
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Acido Cinamico Absorbancia

Concentracion

(mg/mL) (A340nm)

0.2 0.081 + 0.010
0.6 0.116 £ 0.011

1 0.146 + 0.003
1.4 0.180 £ 0.002
1.8 0.214 + 0.003
2.2 0.245 + 0.003
2.6 0.266 + 0.001

3 0.288 + 0.003
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C. Curva patrén de albumina de suero bovino

AlbUumina de

suero bovino

Absorbancia

Concentracion

(mg/mL) (As95nm)
0 0
0.2 0.108 + 0.006
0.4 0.231 +0.037
0.6 0.318 + 0.020
0.8 0.396 + 0.024
1 0.519 + 0.048
Curva Patron de Albumina de Suero Bovino
(ASB)
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ANEXO 4 Buenas Practicas de Laboratorio (BPLS)

El Comité de Expertos sobre Especificaciones para Productos
Farmacéuticos de la OMS adopté en 1999 las guias tituladas Buenas précticas para
laboratorios nacionales de control farmacéutico de la OMS, que fueron publicadas
como Anexo 3 de la Serie de Informes Técnicos de la OMS, No. 902, 2002. El
cumplimiento de las recomendaciones previstas en estas guias ayudara a promover
la armonizacion internacional de practicas de laboratorio y facilitara la cooperacion

entre laboratorios y el reconocimiento mutuo de los resultados.

Para el uso adecuado del laboratorio es necesario considerar las siguientes
condiciones de trabajo experimental: es obligatorio el uso de bata en el laboratorio
para la realizacion de analisis gendmicos y manejo de reactivos, asi como el uso de
guantes y gafas de seguridad durante el experimento; los residuos generados se
deben disponer de acuerdo a su grado de toxicidad en los recipientes adecuados y
posteriormente confinados; anotar en bitacora el uso de los equipos y la fecha en la

cual se utilizaron; mantener limpia el area de trabajo (OMS-BPL, 2016).

ANEXO 3 Disposicién de residuos

Durante la realizacion del proyecto se realizaron pruebas quimicas para la
determinacién de metabolitos presentes en extractos de acelga, forraje verde
hidropdénico de cebada y de la carne de conejo en el laboratorio de biologia
molecular, en el laboratorio de Bioingnieria de la Facultad de Ingenieria y en el
laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales. Se cuenta con
medidas de seguridad y de almacenamiento de desechos quimicos peligrosos de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-083-SEMARNAT-2003.

Todos los desechos fueron recuperados en frascos previamente rotulados
y adecuados para la recoleccion de sustancias toxicas, posteriormente son
confinados (RESIDUQOS, 2016).
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ANEXO 4 Recursos Humanos

Para la elaboracién de esta investigacion se contara con el apoyo de
alumnos de licenciatura de la facultad de Ciencias Naturales y del Lic. Miguel de la

misma facultad
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rabbits. The aim of this review was to describe and analbyse benefits of FF in

rabbits and to propose practices that increase the use of these kinds of foods

on the rabbit meat production.

INTRODUCTION

Rabbit {Oryctolagus cunniculses L) belongs tothe Leporidae family, Order Lagomarph ' This animal
is comsidered one of the best meat producers due &o its rapid cycle of life, short gestation, high prolific
and its high capacity to convert food on meat ! Besides, its digestive physiology permits them to take
advantage of the herbs by means of the cecotropiyy, they can take more proteins and vitamins from the
food ! In addition, rabbits can convert on meat around the 20% of the forages; thus, the diet of these
animals could be based on plants, being a good option to produce meat without competition with the
human's food ! Rabhit meat i considered a FF becanse is low in fat, cholesteral, and sodium: high in
proteins and besides help on the avoidance and control of some non-metabolic diseases”

Commaooly, the concepts of Notraceutical Food (NF) and Functional Food (FF) are confuse and
used as similar, mainly on the case of the market """ FF refers to a food that could be part of the
common diet, can help to avoid or control different types of diseases and also provides some
physiological benefits; their main characteristics are to promote the body healthy condition, to
diminish the presence of diseases and to heal some illness ' Thus, in others words, the beneficial
effect of FF as dietary supplements to the diet allow to improve the state of health 7! NF in most of
thizcases, are indusirial products developed from FF or other kind of source and are commercialized,
mainly, 25 drugs that are focused on one determinate beneficial effect ! The nutraceutical concept
was given by Stephen DeFelice; and it was defined as *a food or part of a food that provide medical or
health benefits, including the prevention and/or treatment of a disease™ [~

The importance of FF and NF have been increased lately due to the consumers concern about the
form that the food are produced and on the effects of some chemicals on human health, in con-
seqUEnce, consumers prefer organic food instead conventional one Y However, there is no dear
evidence that organic food offers better protection to the consamers from chemical contamination
than conventional products "' Nowadays, FF are relevant in the global market for humans and
animals """ On the case of the animals the market for FF and nutraceutical food is expected to reach
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Campus Aeropuerto de la Universidad Autdnoma de
Querétaro, el dia diecisicte de enero de dos mil veinte,

Atentamente,
"Enlazar Culturas por la Palabra"

LIC. TAURK PEREZ TELLEZ

LPT/evm*CL*FLL-C.-022

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO —_—
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ANEXO 8
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ANEXO 9 Acta de Clase

B | FAcuLTAD DE INGENIERIA
' AMAZCALA

Querétaro, Qro. A 3 de junio de 2021

PRESENTE

A QUIEN CORRESPONADA @0

Por este conducto informo a usted que el Alumno del Doctorado en B
Hechavarria con N° de expediente 266733, apoyo en la clase
Ingenieria Agroindustrial Campus Amazcala durante el se

io 2021 (2021-1).
Sin mds por el momento reciba un cordial saludo.
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@ ATENTAMENTE
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
CARRETERA CHICHIMEQUI(LLAS, S/N KM 1, EL
MARQUES TEL. (442) 192-12-00, EXT. 7050 y 4861

Coordinador de la Lic. En Ingenieria Agroindustrial
Campus Amazcala
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ANEXO 10 Participacion en ponencias y congresos

Cuadro jError! Utilice la pestaiia Inicio para aplicar 0 al texto que desea que aparezca aqui..3
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THE QUERETARO STATE UNIVERSITY THROUGH THE ENGINEERING
FACULTY GRANT THE PRESENT ACKNOWLEDRGMENT TO:

EMILID ANDRES DELIS HECHAVARRIA

ORAL PRESENTATION: "USEOF BARLEY
HYDROPONIC GREEN FODDER.OR CHARD AS A
COMPLEMENTS ON THE WEANED FATTING RABBITS”

CUERETARD, MEX

BAAY 2019
= /
7
Dr. Man val Toke dana &yala Dvr. Gonzalo Maclas Bobadila
PREFICIPAL CENERAL OOORDINATOR COMEN
BHCINE ERIMNG FACLLTY EHGINEERPG FACLLTY
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FACULTAD Fi
DE INGEN ERIA CONIIN esceitncuerémane  concyren

The Querétaro State University through the Engineering
Faculty grant the present acknowledgment to:

Delis Emilio

FOR HIS COLLABORATION:

POSTER SESSION:

The role of Hydroponi€ green fodder on
sustainable livestock production: A review

QUEREFARD, MEX.

o ?
o MAY 2018
=

Dr. Manuel Toledano Ayala

PRINCIPAL GENERAL COORDINATOR CONIN
ENGINEERING FACULTY ENGINEERING FACULTY

Dr. Gonzalo Macias Bobadilla
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POSGRADO con “Evaluacién de la
e verde hidropénico de cebada en
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