M

-y

Universitat de Girona

ESTRATEGIES PREVIES AL SACRIFICI QUE PODEN
AFECTAR AL BENESTAR ANIMAL | LA QUALITAT DE
LA CARN DE PORCS DE DIFERENT GENOTIP RYRI

Nuria PANELLA-RIERA

Diposit legal: GI-1209-201 |
http://hdl.handle.net/10803/3738|

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients
condicions d'Us: La difusié d’aquesta tesi per mitja del servei TDX ha estat autoritzada pels titulars dels
drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacio i
docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a
disposicié des d’un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una
finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio de la
tesi com als seus continguts. En la utilitzacidé o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la
persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes
condiciones de uso: La difusién de esta tesis por medio del servicio TDR ha sido autorizada por los
titulares de los derechos de propiedad intelectual Gnicamente para usos privados enmarcados en
actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproducciéon con finalidades de lucro ni su
difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR. No se autoriza la presentacion de su
contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al
resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de partes de la tesis
es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions: Spreading
this thesis by the TDX service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only
for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not
authorized neither its spreading and availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its
content in a window or frame foreign to the TDX service is not authorized (framing). This rights affect
to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or citation of parts of
the thesis it’s obliged to indicate the name of the author.




IRTA 7

REGERCA | 1| TECNOLOGIA | Universitat
wCirsha

ESTRATEGIES PREVIES AL SACRIFICI QUE
PODEN AFECTAR EL BENESTAR ANIMAL I LA
QUALITAT DE LA CARN DE PORCS DE
DIFERENT GENOTIP RYR1

-Tesi Doctoral-
Nuria PANELLA RIERA
-Maig 2011-



IRTA e

,dﬁt‘-‘?f‘[lmlw‘ OLOGIA | Unlyer5|tat
deGirona

TESI DOCTORAL

ESTRATEGIES PREVIES AL SACRIFICI QUE PODEN
AFECTAR EL BENESTAR ANIMAL | LA QUALITAT DE LA
CARN DE PORCS DE DIFERENT GENOTIP RYR1

Nuria Panella-Riera

2011

Programa de doctorat de
Quimica i Fisica de les Molécules i els Materials,
Ciencies de la Salut i Biotecnologia

Dirigida per:
Dra. Marta Gil i Farré
Dra. Maria Angels Oliver i Pratsevall

Tutor:
Dr. Xavier Puigvert Colomer

Memoria presentada per optar al titol de doctora per la
Universitat de Girona



IRTA 7

RECERCA || TECNOLOGIA Universitat
(AGROALIMENTARIES | deGirona

Tesi doctoral

Estrateégies preévies al sacrifici que poden afectar el
benestar animal i la qualitat de la carn de porcs de

diferent genotip RYR1

Memoria presentada per Nuria Panella Riera, inscrita al programa de doctorat de
Quimica i Fisica de les Molécules i els Materials,Ciéncies de la Salut i Biotecnologia,
per optar al grau de Doctor per la Universitat de Girona. El present treball s ha realitzat
a la Unitat de Qualitat de la Producte de I’Institut de Recerca i Tecnologia

Agroalimentaries.

Nuria Panella Riera

Monells, Maig 2011



IRTA

[RECERCA | 1 | TECNOLOGIA |

La Dra. Maria Angels Oliver i Pratsevall, directora de la unitat de Qualitat de Producte,
i la Dra. Marta Gil i Farré, investigadora de la unitat de Qualitat de Producte de

I’Institut de Tecnologia Agroalimentaries de Monells,

CERTIFIQUEN:
Que aquest treball titulat ‘Estratégies previes al sacrifici que poden afectar el benestar
animal i la qualitat de la carn de porcs de diferent genotip RYR1’, que presenta Nuria

Panella Riera per a 1’obtencid del titol de doctora, ha estat realitzat sota la nostra

direccio.
Dra. M* Angels Oliver Pratsevall Dra. Marta Gil Farré
Directora de la Investigadora de la
Unitat de Qualitat de Producte, Unitat de Qualitat de Producte,
Institut de Recerca i Tecnologia Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA) Agroalimentaries (IRTA)
Monells Monells

Monells, Maig 2011



El treball exposat en aquesta memoria ha estat subvencionat per I’Agéncia de Gestid
d’Ajuts Universitaris a través de la concessié d’una beca predoctoral i dels projectes
Efecto de la restriccion alimentaria y el manejo pre-sacrificio sobre el bienestar y la
calidad de la canal y de la carne en distintos genotipos porcinos (Ref. INIA RTA04-
007) finangat pel Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA) i Suplementacion de tranquilizantes naturales en la dieta de cerdos
con diferente genotipo al estrés: efecto sobre el bienestar animal y la calidad
tecnologica y sensorial de la carne (Ref. CICYT AGL2002-00777) del Ministerio de

Educacion y Ciencia.




Agraiments
Aquesta tesi és fruit d’un llarg viatge que va comengar ja fa vuit anys quan vaig entrar a I’IRTA
per fer les practiques de Ciéncia i Tecnologia dels Aliments. Durant tots aquests anys, ha plogut
molt, 1 hi ha hagut molts canvis i moltes persones amb les quals he compartit vivéncies i de les
que he aprés moltes coses, tant a nivell huma com cientific.
En primer lloc, voldria agrair al director general de I’Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaria, Sr. Josep Maria Monfort, pel seu suport en el treball d’investigacidé que estic
desenvolupant, i per donar-me 1’oportunitat de treballar al costat d’un grup de tanta qualitat, i
m’agradaria agrair al director actual d’IRTA-Monells, el Sr. Joan Tibau, el seu suport
incondicional durant aquests anys i per creure tant en les meves possibilitats.
Sortint d’un laboratori de quimica, el mén del porc pot arribar a ser for¢a complicat. Perd quan
algli diposita tanta confianca en tu, les coses es tornen molt més facils. Es per aixo que voldria
donar les gracies a les directores del treball, M. Angels Oliver i Marta Gil o Marta Gil i M.
Angels Oliver, pel suport i confianga que m’han donat des del primer dia. Qui m’havia de dir
que aquell dissabte al mati, a un pati d’escola mirant un partit de basquet, seria el principi
d’aquesta aventura...! Gracies per creure en mi, per donar-me totes les oportunitats que m’heu
donat i per ensenyar-me tot el que m’heu ensenyat.
La veritat és que tot esdevé molt facil quan et trobes envoltat d’un grup bo. Es per aixo que
voldria agrair a la gent del programa Qualitat de producte per ensenyar-me TOT el que he aprés.
Hi ha una persona, que si fos possible, hagués estat la tercera directora de tesi. Marina, mil
gracies per resoldre un dubte rere altre, per 1’eficiéncia, i per ser-hi sempre que ha fet falta. 1
gracies a la Maria, per tot el que m’ha ensenyat. Gracies, de debo.
Voldria agrair als nois de Benestar Animal, en Toni Velarde i en Toni Dalmau, per donar el cop
de ma quan ha sigut necessari i per fer-me tocar de peus a terra quan ha fet falta; i la gent del
Centre d’Avaluaci6 Porcina. Emma, Quim, Anna, ... moltes gracies!
Un bon grup d’investigadors sempre disposa d’un equip de técnics excepcional. Es per aixo que
m’agradaria esmentar especialment a la Maria José, 1’ Agusti, I’ Albert i en Carles per participar
en la realitzaci6 dels experiments. Sense vosaltres la nostra tasca no seria possible. Moltissimes
gracies.
I no vull oblidar-me de la Polivalent! Gracies a n’en Pedro (1’alcalde), en Joel (per ser-hi), en
Pol, la Marta, la Maria (si, et considero de la polivalent!), I’Albert i els nouvinguts, 1’Eva,
I’Anna, la Ceci, en Francisco, la Saoussan, en Diego, en Dario,... pels brainstormings i les
bones estones a la superpolivalent. Gracies per ser com sou, per les hores de terapia, per les
crisis, pels cafés compartits, pels pastissos, galetes,... 1 per recordar-me que sempre hi ha (o hi

hauria d’haver) un ‘bolso’ prop meu! Gracies per ser-hi!



A part from my project, I spent some months abroad at the Department of Food Science of the
Swedish University of Agricultural Sciences d’Uppsala, at the Division of Farm Animal Science
of the University of Bristol and at the University of the West of England. I would like to thank
Jana Pickova and Olena Doran for giving me this opportunity and for their hospitality. The stay
in Uppsala, in Langford and in Bristol accelerated my own research. Charo, thanks for making
things so easy, and thank you to all the people from the Langford Mental Institution ( ;-) ), from
the Thorndale Project and Disc-o-Biscuits team, specially Christine, Mike, Luca, Dario, Nancy

and Vale, for all the coffees, beers and whisky evenings.

A nivell més huma, he compartit aquest viatge amb tantes persones que em resulta molt dificil
no deixar-me ningu... A les flors: la Bego, la Carolina, la Mireia (i la peque!), 1a Bri i I’Elsa (les
bruixotes), la Katarina (un angel), ’Anna 1 I’'Irene. Nenes, gracies per ser com sou. Moltes
gracies per les sessions de risoterapia (...1 per tocar-me la cresta quan ha fet falta!). Un bocinet

(bastant gran) d’aquest treball és vostre. Gracies, de veritat.

I a TOTS aquells que estant ben lluny de I’institut i de la vida dels porcs, heu patit d’una manera
o altra la realitzacié d’aquest treball: gent del basquet (Imma, Lauri, Eli, Carla, Faust, Albert —
gracies per les correccions —i la resta de 1’equip), la nova colla (i els peques que venen),... i
sobretot a la colla de quimica, per les llargues xerrades sobre la vida i sobre 1’estres dels porcs:
la Roser, I’Eva (la petita Laia i la criatura que ve...), la Neus, en Xavi i la Vero, la Sandra i els
seus respectius. Almenys he aconseguit que us piqui la curiositat amb tot aixo 0i??? No oblideu

que hi ha tota una vida darrera d’una llonza de porc!

A la Lola i I’Adolf, gracies per ajudar-me a fer el dia a dia més facil durant molts anys, i gracies

a en Santi per ser-hi malgrat tot.
I finalment, no vull oblidar-me de les persones més importants de la meva vida: els meus pares

(Narcis 1 Maria) i en Marc, i en Joel. Sincerament, sense vosaltres crec que no hagués pogut

seguir amb aixo. Gracies, gracies i GRACIES.

CAG i una gridies & tots!



Anyone can achieve their fullest potential.
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Resum

Resum

El sector carni catala —i en especial el sector porci— representa un dels clisters agroalimentaris
més importants a nivell europeu, i qualsevol estratégia que n’optimitzi el procés de produccio
pot tenir repercussions economiques importants. De manera general s’accepta que durant el
periode previ al sacrifici els porcs estan sotmesos a situacions d’estrés que causen una
disminucié del seu benestar, i que poden afectar la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica
de la carn, de manera que un correcte tractament ante mortem adquireix especial importancia.
Aixi, I’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és estudiar estratégies relacionades amb
factors previs al sacrifici dels porcs que poden afectar el seu nivell d’estrés i modificar el seu
comportament, la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn. Per assolir I’objectiu
general, es van plantejar dues parts diferenciades realitzant-se 3 experiments diferents.

La primera part pretenia estudiar /‘efecte del dejuni i el temps d’espera a 1’escorxador sobre la
qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn. Els resultats indiquen que un dejuni total
previ al sacrifici de 24-26h pot incrementar les perdues de pes viu dels porcs sense afectar el pes
de la canal i per tant, augmentar el rendiment fred de la canal. S’han observat també diferéncies
entre les canals provinents de porcs dejunats 12h a la granja o 12h a I’escorxador, essent
aquestes ultimes les que han tingut menys contingut estomacal i menor incidéncia de danys
severs a la pell. En relaci6 a la qualitat tecnologica de la carn, s’ha observat que a I’augmentar el
dejuni i I’espera a 1’escorxador disminueix el percentatge de canals amb carn exsudativa i
augmenta el de canals amb carn vermella, ferma i no exsudativa (RFN), sense augmentar el
percentatge de canals amb carn fosca, seca i dura (DFD).

La segona part pretenia estudiar I’efecte de [’addicio de suplements a la dieta (magnesi i/0
triptofan) durant els 5 dies previs al sacrifici com a estratégia per disminuir els nivells d’estrés.
Per aquest segon bloc es van realitzar dos experiments, utilitzant dues sals de magnesi i
I’aminoacid triptofan, aplicats a diferents concentracions i amb dos genotips porcins diferents
respecte el gen RYR1 (homozigots dominants —NN, resistents a 1’estrés— i homozigots recessius
—nn, sensibles a I’estres).

En el primer experiment d’aquesta part es van utilitzar dietes amb un suplement de carbonat de
magnesi (Mg; 0,38% MgCOs) o -Trp (Trp; 0,61%). Pel que fa al comportament dels porcs, es
va observar una interaccio significativa entre dietes i genotips durant 1’estaborniment amb CO,
de manera que un suplement de Mg podria afectar positivament el benestar dels porcs nn al
intentar recular més tard respecte el grup control. Pel que fa als parametres relacionats amb la
qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn, els resultats mostren diferéncies entre

genotips, tal i com s’esperava, pero no es va observar cap efecte de la dieta.



A partir dels resultats d’aquest experiment es va plantejar el seglient, amb una nova font
d’aportacié de magnesi i amb nivells d’estres més elevats, utilitzant una mescla de sulfat de
magnesi 1 triptofan (Mg&Trp; 0,40% MgSO,+ 0,70% -Trp) i una dieta amb triptofan (Trp;
0,77% -Trp). El primer fet remarcable €s que la incorporacié de Mg va reduir considerablement
el consum de pinso, el qual, en molts porcs va ser inferior als 2kg/d que era el consum minim
esperat. A més, fruit del tractament ante mortem, hi va haver una mortalitat del 8,7%
considerant només els animals amb un consum superior als 2kg/d, i del 15,2% considerant tots
els animals. Totes les baixes van ser de porcs sensibles a 1’estrés (nn), i cap d’ells del grup Trp.
Van ser precisament els porcs del grup Trp els que van mostrar periodes d’excitacidé muscular
més curts respecte dels porcs del tractament control (C) i Mg& Trp durant I’exposicié amb CO,.
Com a resultat del tractament ante mortem, els animals Mg&Trp van presentar major incidéncia
de danys severs a la pell. El grup Trp també va destacar en els parametres relacionats amb la
qualitat tecnologica de la carn, ja que es va obtenir un pH45 en el muascul Longissimus thoracis
(LT) més alt que el grup C, un pH24h més alt, i major incidéncia de canals DFD en el mtscul
Semimembranosus (SM). Es varen observar diferéncies entre genotips en els parametres de
qualitat tecnologica de la carn, de manera que el 75% dels lloms i el 60% dels pernils de porcs
nn van ser classificats com a PSE (carns pal-lides, toves i exsudatives), mentre cap dels lloms i

pernils de porcs NN van mostrar aquestes caracteristiques.

De manera general, s’evidencia la vulnerabilitat dels porcs al tractament ante mortem, i es
recomana aplicar una combinacié correcta de temps de dejuni i d’espera, evitar la barreja
d’animals de grups diferents i realitzar un transport adequat per alleujar les conseqiiéncies
negatives sobre el benestar, la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn. Els estudis
realitzats en aquesta tesi doctoral suggereixen que un suplement de 5 dies de MgCOs o de Trp
en condicions de minim estrés no ofereixen avantatges des del punt de vista de la qualitat
tecnologica de la carn, i que, a causa dels efectes negatius observats al grup amb una dieta
suplementada amb MgSO, i Trp, no es recomana la utilitzacié d’aquesta combinacié com a
suplement. No obstant aixo, en el cas d’optar per la utilitzacio de genctiques amb animals
homozigots recessius respecte el gen RYRI1 (nn), es recomana considerar la utilitzacido de
suplements a la dieta tals com la combinacid de (-Trp amb fonts de magnesi (excloent el sulfat
de magnesi) per pal-liar les conseqiiéncies negatives de ’estrés 1 millorar la qualitat tecnologica

de la carn.

Paraules clau: Qualitat tecnologica de la carn; Porc; Tractament ante mortem; Consum de

pinso; Dejuni; Espera; Magnesi; Triptofan; Gen de 1’halota; Benestar animal.



Resum

Resumen

El sector carnico catalan —y en especial el sector porcino— representa uno de los clisteres
agroalimentarios mas importante a nivel europeo, y cualquier estrategia que optimice el proceso
de produccion de carne puede tener repercusiones economicas importantes. En general, se
acepta que durante el periodo previo al sacrificio los cerdos experimentan situaciones de estrés
que disminuyen su bienestar, y que pueden afectar a la calidad de la canal y la calidad
tecnologica de la carne, de modo que un correcto tratamiento ante mortem adquiere especial
importancia. Asi, el objetivo principal de esta tesis doctoral es estudiar estrategias relacionadas
con factores previos al sacrificio que puedan afectar el nivel de estrés de los cerdos y modificar
su comportamiento, la calidad de la canal y la calidad tecnologica de la carne fresca. Para
llevar a cabo el objetivo general, se plantearon dos bloques diferenciados con un total de 3
experimentos.

La primera parte estudio el efecto del ayuno y reposo en el matadero sobre la calidad de la canal
y la calidad tecnolégica de la carne. Los resultados indican que un ayuno total de 24-26h puede
aumentar las pérdidas de peso vivo de los cerdos sin afectar el peso de la canal, y por
consiguiente, aumentar el rendimiento en frio de la canal. Se observaron diferencias entre las
canales ayunadas 12h en la granja o 12h en el matadero, siendo estas ultimas las que tuvieron
menor contenido estomacal y menor incidencia de heridas severas en la piel. En cuanto a la
calidad tecnologica de la carne, se observo que al aumentar el ayuno y la espera, el porcentaje
de canales exsudativas disminuia y aumentaba el de canales rojas, firmes y no exudativas
(RFN), sin aumentar el porcentaje de canales oscuras, secas y duras (DFD).

En el segundo bloque se estudio la incorporacion de suplementos en la dieta (magnesio y/o
triptéfano) durante los 5 dias previos al sacrificio como estrategia para disminuir los niveles de
estrés. Para ello se plantearon 2 experimentos, utilizando dos sales de magnesio y el aminoacido
triptéfano en distintas concentraciones, y con dos genotipos porcinos distintos respecto al gen
RYR1 (homocigotos dominantes —NN, resistentes al estrés— y homocigotos recesivos —nn,
sensibles al estrés).

En el primer experimento de la segunda parte se utilizaron dietas con un suplemento de
carbonato de magnesio (Mg; 0,38% MgCOs3) o (-Trp (Trp; 0,61%). En cuanto al
comportamiento de los cerdos, se observod una interaccion significativa entre dietas y genotipo
durante el aturdimiento con CO, indicando que un suplemento con Mg podria afectar
positivamente el bienestar de los cerdos nn, que intentaban retroceder mas tarde respecto el
grupo control. En relacion a la calidad de la canal y la calidad tecnoldgica de la carne, se
obtuvieron diferencias entre genotipos, tal y como se esperaba, pero no se obtuvieron

diferencias entre dietas.



A partir de los resultados obtenidos en este experimento se plante6 el siguiente, con una fuente
de Mg diferente y con niveles de estrés mas elevados, utilizando una mezcla de magnesio y
triptéfano (Mg&Trp; 0,40% MgSO,+ 0,70% -Trp) y una dieta con triptéfano (Trp; 0,77% -
Trp). Cabe destacar, en primer lugar, que la incorporacion de Mg redujo considerablemente el
consumo de pienso, cuyos valores fueron, en muchos cerdos, inferiores a los 2kg/dia, valor
minimo esperado. Fruto del tratamiento ante mortem, se obtuvo una mortalidad del 8,7% de los
animales que consumieron mas de 2kg/dia, y del 15,2% considerando todos los animales del
experimento. Todos ellos eran cerdos sensibles al estrés (nn), y ninguno de ellos del grupo Trp.
Fueron precisamente los cerdos del grupo Trp los que mostraron periodos de excitacion
muscular mas cortos que los del grupo control (C) y Mg&Trp durante la exposicion al CO,. El
grupo Mg&Trp tuvo mayor incidencia de heridas severas en la piel. El grupo Trp también
destacé en los parametros relacionados con la calidad tecnoldgica de la carne, ya que
presentaron un pH45 en el masculo Longissimus thoracis (LT) mayor que el grupo C, un mayor
pH24h, y una mayor incidencia de canales DFD en el musculo Semimembranosus (SM). Se
observaron diferencias entre genotipos en los parametros de calidad tecnoldgica de la carne, de
modo que el 75% de los lomos y el 60% de los jamones de los cerdos nn fueron clasificados
como PSE (carnes palidas, blandas y exsudativas), mientras que ninguno de los lomos y

jamones de cerdos NN tuvieron estas caracteristicas.

En general, se evidencia la vulnerabilidad de los cerdos al tratamiento ante mortem. Se
recomienda tener en cuenta una correcta combinacion del ayuno y la espera, evitar la mezcla de
animales y realizar un transporte adecuado para evitar las consecuencias negativas sobre el
bienestar, la calidad de la canal y la calidad tecnoldgica de la carne. Los estudios realizados en
esta tesis doctoral sugieren que un suplemento de 5 dias de MgCO; o Trp en condiciones de
minimo estrés no ofrece ninguna ventaja desde el punto de vista de la calidad tecnoldgica de la
carne, y que, debido a los efectos negativos observados en el grupo tratado con MgSO, y Trp,
no se recomienda la utilizacion de esta combinacion. No obstante, al apostar por la utilizacién
de genéticas de animales homocigotos recesivos respeto al gen RYRI1 (nn), se recomienda
considerar la utilizacion suplementos en la dieta como la combinacidon de (-Trp con fuentes de
magnesio (excluyendo el sulfato de magnesio) para paliar las consecuencias negativas del estrés

y mejorar la calidad de la canal y la calidad tecnologica de la carne.

Palabras clave: Calidad tecnologica de la carne, Cerdo, Tratamiento ante mortem, Consumo de

pienso, Ayuno, Reposo, Magnesio, Triptofano, Gen del halotano, Bienestar animal.



Resum

Abstract

The meat Catalan sector —and particularly the porcine one— represents one of the most important
food-processing clusters in Europe, and any strategy that optimizes the meat production process
may have an important economic impact. In general, it is accepted that during the pre-slaughter
period pigs experience stressful situations that decrease their welfare, and that may ultimately
affect the carcass and technological meat quality. Consequently, an adequate ante mortem
treatment acquires special importance. Therefore, the main objective of this thesis is fo study
strategies related to critical factors affecting the ante mortem treatment that may affect the
stress levels, the behaviour, carcass quality and technological meat quality of pigs. To carry out
the general objective, two different parts with a total of 3 experiments were planned.
The first part studied the effect of the fasting and lairage on carcass and technological meat
quality. Results indicate that 24-26h fasting time increased life body weight losses up to 3.5% at
no detriment for carcass weight and, therefore, prolonging fasting and lairage period improved
cold killing-out. Under the present experimental conditions, feed withdrawal carried out at the
abattoir was found to bring certain advantages (less stomach content and lower percentage of
severe skin lesions) compared to the on farm fasting. Regarding technological meat quality,
when fast and lairage increased the incidence of exudative meat decreased, and also the
percentage of red, firm and non-exudative meat (RFN) whereas the incidence of dark, firm and
dry meat (DFD) was not affected.
The second part studied the inclusion of diet supplements (magnesium and/or tryptophan)
during 5 days before slaughtering pigs as a strategy to decrease stress levels. To achieve it, two
trials were planned using two magnesium salts and tryptophan amino acid with different
concentrations, and two different porcine RYR1 genotypes (NN —resistant to the stress— and nn
—sensitive to the stress).
The first experiment of the second part included magnesium carbonate (Mg; 0.38% MgCOs;) or
tryptophan (Trp; 0.61% -Trp) on the diet. Considering the behaviour of pigs, a significant diet
by genotype interaction was found in the time to appear the first retreat attempt during the
exposure to the CO,, indicating that Mg supplementation could have a positive effect on welfare
of nn pigs. Concerning carcass and technological meat quality, differences between genotypes
were observed as expected, but no differences among diets were found.
Considering the obtained results, a second study with another source of Mg and higher stress
levels was planned. In this case, a mixture of Mg and Trp (Mg&Trp; 0.40% MgSO, + 0.70% -
Trp) and a diet with Trp (Trp; 0.77% -Trp) were used. It is important to highlight that the
inclusion of Mg reduced the feed intake, which was in many pigs lower than 2kg/d, the
minimum expected. Additionally, due to the ante mortem treatment, a total of 8.7% of the pigs
died, considering only those pigs that ate more than 2kg/d, whereas the mortality was 15.2% if
7



all pigs were considered. All the dead pigs were stress-sensitive pigs (nn). During the stunning
procedure, Trp diet showed shorter periods of muscular excitation than control and Mg&Trp
diets. The combination of a stressful ante mortem treatment and Mg&Trp supplementation led
to carcasses with high incidence of severe skin lesions. Regarding technological meat quality
traits, Trp increased pH45 vs Control diet in the Longissimus thoracis (LT) muscle and pH24h,
leading to a higher incidence of dark, firm and exudative (DFD) traits in Semimembranosus
muscle (SM). Genotype affected negatively all the meat quality traits. Seventy-five percent of
LT and 60.0% of the SM muscles from nn pigs were classified as pale, soft and exudative meat
(PSE), while none of the NN pigs showed these traits. No significant differences were found

between genotypes on the incidence of DFD meat.

In general, this research provides more evidences of the vulnerability of pigs to the ante mortem
treatment. An adequate combination of fasting and lairage periods is recommended, to avoid
mixing of pigs and to perform a friendly transport of pigs to the abattoir to mitigate the negative
consequences on welfare, carcass quality and technological meat quality. Results from the
present doctoral thesis suggest that a 5-day supplementation of MgCO; or Trp under minimal
stressful ante mortem conditions did not bring any advantage from the meat quality point of
view and, due to the negative effects observed in feed intake and carcass quality in the group
supplemented with MgSO,4 and Trp, the utilization of this combination is not recommended.
However, when including homozygote recessives to the RYR1 genotype pigs (nn) it is
recommended to consider diet supplements such as | -Trp and magnesium sources (excluding
magnesium sulphate) to counteract the negative effect related to ante mortem stress, and

improve technological meat quality.

Key words: Technological meat quality; Pig; Ante mortem treatment; Feed intake; Fasting time;

Lairage time; Magnesium; Tryptophan; Halothane gene; Animal welfare.
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Publicacions

A continuacié exposo la memoria que constitueix la meva tesi doctoral, la qual es
presenta com a compendi de publicacions. Els segiients articles, que s’adjunten al

capitol IV de resultats, conformen el cos central d’aquesta memoria:

Panella-Riera, N., Gispert, M., Gil, M., Soler, J., Tibau, J., Oliver, M.A.,
Fabrega, E. Effect of feed deprivation and lairage time on carcass and meat
quality traits on entire male pigs. (submitted 12 Abril 2010). Livestock

Science

Indexs de qualitat de la publicaci6 segons dades de JCR' 2009

- Index d’impacte: 1,410

- Quartil i area (s’indica la posici6 de la revista en el total de publicacions
de I’area):

2°" quartil (15 de 50) Area: Agriculture, dairy & animal science.

Panella-Riera, N., Dalmau, A., Fabrega, E., Font i Furnols, M., Gispert, M.,
Tibau, J., Soler, J., Velarde, A., Oliver, M.A., Gil, M. 2008., Effect of
supplementation with MgCQO; and (-tryptophan on the welfare and on the
carcass and meat quality of two halothane pig genotypes (NN and nn)
Livestock Science, 115: 107-117.

doi:10.1016/j.1ivsci.2007.06.014

Indexs de qualitat de la publicaci6 segons dades de JCR' 2009

- Index d’impacte: 1,410

- Quartil i area (s’indica la posici6 de la revista en el total de publicacions
de I’area):

2°" quartil (15 de 50) Area: Agriculture, dairy & animal science.

' JRC: Journal of Citation Report ( http://sauwok.fecyt.es/admin-apps/JCR/JCR?RQ=HOME )
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Panella-Riera, N., Velarde, A., Dalmau, A., Fabrega, E., Font i Furnols, M.,
Gispert, M., Soler, J., Tibau, J., Oliver, M.A., Gil, M., 2009. Effect of
magnesium sulphate and | -tryptophan and genotype on the feed intake,

behaviour and meat quality of pigs Livestock Science, 124: 277-287.

doi:10.1016/j.1ivsci.2009.02.010

Indexs de qualitat de la publicacié segons dades de JCR 2009

- Index d’impacte: 1,410

- Quartil 1 area (s’indica la posicid de la revista en el total de publicacions
de I’area):

2°" quartil (15 de 50) Area: Agriculture, dairy & animal science.
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1. Revisio bibliografica

. REVISIO BIBLIOGRAFICA

A Espanya totes les comunitats autonomes tenen explotacions i1 cabanya porcina, pero
son fonamentalment Catalunya, Aragd i Castella 1 Lled les que lideren la produccio
porcina nacional. Segons fonts de I’Instituto Nacional de Estadistica, I’any 2009 es
varen sacrificar 40,1 milions de porcs a Espanya, dels quals, 16,7 M es varen sacrificar
a Catalunya, situant-se com a principal productora de carn de porc, amb les provincies
de Barcelona i Girona al capdavant (MARM, 2011). Des de l’any 2000, les
exportacions de carn de porc produida a Espanya s’han triplicat en volum de vendes i en
valor economic, comercialitzant-se en mercats europeus (Franga, Italia, Portugal,
Alemanya, Regne Unit, Dinamarca, Polonia, Romania...), i mercats de la comunitat
internacional com Russia i Xina (Cruz, 2010).

En els darrers anys, a Europa, pressions tan a nivell legal com a nivell social han
originat un augment de la preocupacid per part de la societat pel benestar dels animals
(Eurobarometre, 2007). Aixo ha provocat que les explotacions ramaderes no només
intentin optimitzar la produccidé per assolir un maxim rendiment economic sindé que,
cada vegada més, incorporin als objectius basics de I’explotacié la millora del benestar
dels animals.

Com a resposta a la pressid6 mediatica de les ONGs 1 de les organitzacions de
consumidors, moltes empreses del sector carni aixi com cadenes de supermercats de
rellevant importancia han adoptat mesures per poder donar una millor imatge ptblica de
respecte per les preocupacions del consumidor. Aquesta actitut ha originat estratégies de
marqueting per comercialitzar productes carnis que garanteixen una produccié més
respectuosa amb el medi ambient, més saludable i/o respectant el benestar dels animals
(welfare friendly products; Veissier et al., 2008).

En els moments previs al sacrifici, els animals d’abast experimenten situacions
estressants a causa de la seva manipulacié (dejuni, carrega i descarrega del camio,
transport etc.). En el cas concret del sector porci, aquestes practiques, per una banda
afecten negativament el benestar dels animals i per 1’altra, una incorrecta manipulacio
dels porcs en el periode previ al sacrifici pot originar canals i carns defectuoses
(D’Souza et al., 1998a; Grandin, 1980; van der Wal et al., 1999; Warris et al., 1990),
que poden representar importants perdues economiques per a la industria (Gispert et al.,

1996). Per tal de minimitzar-les, els productors han augmentat els seus esfor¢os per
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millorar les condicions de tractament dels animals prévies al sacrifici aixi com les
practiques dutes a terme pels operaris de 1’escorxador durant el propi sacrifici.

Per tant, la motivaci6é dels ramaders per millorar el benestar dels porcs no només ve
donada per motius legals o ¢tics, sind que cada vegada existeixen més evideéncies que
relacionen una millora del benestar animal amb repercussions molt positives en la
qualitat tecnologica de la carn. Contrariament, defectes de qualitat de la carn
repercuteixen negativament en els ingressos economics de tots els actors de la cadena
carnia porcina. Entenent les causes i I’abast d’aquests defectes es podrien modificar les
practiques en el sistema de producci6 per tal de minimitzar-los, o fins i tot eliminar-los.
Aixi, unes adequades condicions en el dejuni dels animals i durant el transport des de
I’explotacid fins a 1’escorxador, a més d’unes bones practiques de maneig dels animals
en els corrals d’espera 1 durant 1’estaborniment, poden contribuir a minimitzar tots
aquests efectes negatius. Al mateix temps, la utilitzacié de tranquil-litzants no
al-lopatics, com la incorporacié de magnesi o de triptofan durant els dies previs al
sacrifici es plantegen com una bona bona estratégia per disminuir els efectes negatius

del periode just abans al sacrifici.

1 Qualitat de la carn de porc

A D’espécie porcina hi ha molts factors que contribueixen a la qualitat final de la carn. El
concepte de qualitat de la carn ha anat evolucionant al llarg del temps, incorporant en la
seva definici6 connotacions de naturalesa més social o etica.

La qualitat de la carn es pot definir com el conjunt d’atributs que contribueixen al valor
sensorial, tecnologic, higiénic 1 nutritiu de la carn (Hofmann, 1994; Figura 1.1-1). Cada
vegada més, s’han de tenir en compte aquelles qualitats que intervenen en el valor social
(Figura I.1-1), que inclou conceptes com la sostenibilitat, la proximitat al territori,
aspectes ambientals, economics, comercials 1 etics.

El concepte qualitat es diferencia clarament en funcié de la fase de produccio,
industrialitzacié o comercialitzacid a la que ens referim ja que el productor, I’industrial 1
el propi consumidor poden interpretar el terme ‘qualitat’ basant-se en diferents criteris.
El consumidor forma part de 1’ultim esglad de la cadena carnia, i com a tal, cada vegada
més els diferents actors dins la cadena ajusten el sistema de produccio per a satisfer-lo.
També en aquest sentit, Wood et al. (1998) subratlla que el terme la qualitat de la carn

no inclou només caracteristiques sensorials com la tendresa i1 el color, sind també
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aspectes relacionats amb la seguretat alimentaria, les condicions de benestar dels
animals que I’han produit, aixi com I’impacte sobre el medi ambient, aportant en alguns

casos un valor afegit al producte final.

QUALITAT DE LA CARN
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Figura I.1-1. Pilars de la qualitat de carn (adaptat de Hofmann, 1994).

2 Qualitat tecnologica de la carn

2.1 Conversio del muscul a carn

Amb la mort de 1’animal, el reg sanguini del muscul s’atura amb la conseqiient aturada
de I’aport d’oxigen 1 de la recirculaci6 dels productes derivats del metabolisme al teixit
muscular.

L’oxigen associat a I’hemoglobina sanguinia i a la mioglobina muscular s’esgota
rapidament, i com a conseqiiencia, s’atura la sintesi d’adenosin trifosfat (ATP)
mitocondrial de manera que s’impossibilita el correcte funcionament del metabolisme
aerobi. Per tal de mantenir I’homeostasi, s’inicia el metabolisme anaerobi, provocant un
esgotament de les reserves de glucogen muscular. Com a conseqiiéncia, es produeix

acid lactic que, tot i I’acidificacié del medi intracel-lular, permet mantenir la integritat
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de les cel-lules durant un cert temps malgrat que la produccié d’energia en forma d’ATP
sigui menys eficient (Guyton, 2001).

En els animals vius ’acid lactic és transportat dels musculs al fetge on la glucosa es
resintetitza a glucogen, o al cor, on es metabolitza a dioxid de carboni (CO;) i aigua
(Warris, 2000). En canvi, en els animals que es troben en el procés de dessagnat, el
sistema circulatori és incapac de recircular aquest metabolit, de manera que 1’acid lactic
es va acumulant al muscul fins que s’esgoten les reserves de glucogen, baixant aixi el
valor de pH muscular (Kastenschmidt et al., 1968; Warris, 2000). L’activitat ATP-asa,
I’activitat d’enzims glucolitics, la regulacid de calci i el contingut en glucogen muscular
afecte la velocitat i ’abast de la glucolisi post mortem (Bowker et al., 2000). Al mateix
temps, el pH 1 la temperatura muscular post mortem afecten la velocitat i magnitud de la
desnaturalitzacio6 proteica, 1’oxidaci6 lipidica, el color, la capacitat de retenci6 d’aigua 1
les caracteristiques sensorials de la carn (Rosenvold & Andersen, 2003). Precisament, la
rapidesa i1 la magnitud del metabolisme energetic i I’acidificaciéo del muscul tenen un
paper clau en la conversié de muscul a carn, i son importants per determinar les
caracteristiques relacionades amb la qualitat tecnologica de la carn fresca de porc
(Briskey, 1964; Offer & Knight, 1988).

Durant les hores immediates posteriors a la mort, el pH muscular disminueix de valors
7,0-7,2 (pH fisiologic) fins a valors 5,4-5,7 (Briskey & Wismer-Pedersen, 1961; Warris,
2000). Aquest valor final s’anomena pH ultim (pHu) i s’assoleix a diferent temps
segons ’espécie, el tipus de muscul, el sistema d’estaborniment i I’estrés que ha sofert
I’animal en el periode previ al sacrifici (Warris, 2000).

La figura 1.2-1 mostra una baixada normal de pH post mortem en porci, la qual parteix
de valors de pH al voltant de 7,0 1 disminueix fins a valors de 5,6-5,7 a les 6-8 hores
post mortem, 1 finalment assoleix un valor final (pHu) de 5,5 (Gregory, 1998). La carn
que segueix aquest comportament és vermella, ferma i no exudativa, i es coneix com a
carn normal o RFN (Red, Firm & Non-exudative; Kauffman et al., 1993; Warner et al.,
1997; Taula 1.2-2).
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Figura 1.2.1. Representacio esquematica de I’evolucio del pH post mortem amb el
temps post mortem segons les categories de qualitat tecnologica de la carn: Normal,
PSE i DFD (Gregory, 1998).

2.2 Categories de Qualitat

Un maneig inadequat dels animals durant els moments previs al sacrifici pot provocar
basicament dos tipus d’estrées, el cronic i ’agut. L’estrés cronic, o perllongat en el temps
causa I’esgotament de les reserves de glucogen del muscul, mentre I’estres de tipus agut
té lloc a causa d’un maneig violent just en els minuts previs al sacrifici de I’animal amb
suficients reserves de glucogen al muscul, i que s’agreuja en el cas de porcs portadors
del gen RYRI o gen de I’halota (vegeu apartat 1.4.1). El primer provoca 1’aparicié de
carns fosques, fermes i seques (DFD; de 1’anglés Dark, Firm & Dry), 1 el segon carns
pal-lides, toves i exsudatives (PSE; de I’anglés Pale, Soft & Exudative; Honkavaara,
1988).

2.2.1 Carns PSE

Una situaci6 de maxim estrés just abans del sacrifici (estrés agut) pot provocar a un
augment de la concentracié plasmatica de catecolamines i una despesa energctica
excessiva. Com a conseqliencia s’estimula la glucolisi anaerobia i la formacié d’acid
lactic abans del dessagnat, de manera que té lloc una disminucié anomala 1 més
pronunciada del pH muscular assolit-se durant la primera hora post mortem valors
inferiors a 6 (Figura 1.2-1, Monin et al., 1987; Oliver et al., 1993, Lopez Bote, 2001).

Aquesta rapida acidificacid, juntament amb una temperatura de la canal encara elevada
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(>38°C) provoca la desnaturalitzaci6 de proteines musculars (Briskey & Wismer-
Pedersen, 1961). Acompanyant aquest fenomen també té lloc una disminucié de la
capacitat de retencié d’aigua i un augment de la pal-lidesa de la carn (Offer, 1991; Offer
& Cousins, 1992). Aquest conjunt de caracteristiques que adquireix la carn de porcs
sotmesos a condicions prévies al sacrifici estressants (amb o sense predisposicid
genctica) origina carns pal-lides, toves i exsudatives (PSE), defecte de qualitat que
actualment comporta importants perdues economiques (Gispert et al, 2000a,

Honkavaara, 1988).

2.2.2 Carns DFD

Per altra banda en alguns animals, 1 pel fet de tenir poques reserves de glucogen al
muscul, la caiguda del pH esdevé molt lleugera durant la primera hora i es manté estable
a un valor relativament elevat, donant un pHu d’aproximadament 6.0 (Figura 1.2-1). La
carn resultant és I’anomenada DFD, carn fosca, ferma i seca (dark, firm & dry). El valor
de pH que la caracteritza afecta algunes propietats de la carn com el color i la capacitat
de retenci6 d’aigua, de manera que els musculs que es mantenen a pH elevats durant la
conversioé de muscul a carn esdevenen foscos i molt secs en la superficie a causa dels
forts lligams proteics. A més, el pH elevat facilita la degradacié microbiologica de la

carn (Gregory, 1998).

2.2.3 Altres categories relacionades amb la qualitat tecnologica de la carn

Basat en el color, la fermesa i la capacitat de retenci6é d’aigua, Kauffman et al. (1993)
va definir cinc categories de qualitat de la carn (Taula 1.2-1). La carn que va considerar
com a normal ’anomena RFN (vermella, ferma 1 no exsudativa, de ’anglés Red, Firm
& Non-exudative), 1 les carns PSE 1 DFD, acabades d’esmentar, corresponen als casos
extrems suggerits per Kauffman. Addicionalment va descriure carns RSE (vermella,
ferma i exsudativa, de I’anglés Reddish pink, Firm and Exudative) i carns PFN (pal-lida,

ferma 1 no exsudativa, de I’anglés Pale pinkish gray, Firm and Non-exudative).
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Taula 1.2-1. Categories de qualitat tecnologica de la carn descrites per Kauffman ez

al. (1993).
Categoria  Descripcid

PSE Pal-lida, tova i exsudativa, de 1’anglés Pale pinkish gray, Soft
and floppy and Exudative

RSE Vermella, ferma i1 exsudativa, de 1’anglés Reddish pink, Firm
and Exudative

PFN Pal-lida, ferma 1 no exsudativa, de I’angles Pale pinkish gray,
Firm and Non-exudative

RFN Vermella, ferma i no exsudativa, de 1’anglés Reddish pink, Firm
and Non-exudative

DFD Fosca, ferma 1 seca, de 1’anglés Dark purplish red, very Firm
and Dry

2.3 Parametres de qualitat tecnologica de la carn

Durant el procés de conversid6 de muscul en carn tenen lloc una série de canvis
bioquimics que modifiquen un conjunt de parametres com sén el pH muscular, la
capacitat de retencio d’aigua, el color del muscul 1 la textura. Tots aquests parametres
poden ser indicatius de la qualitat tecnologica de la carn.

La mesura del pH muscular és una de les més utilitzades per determinar la qualitat de la
carn. Tant la velocitat de la caiguda com el nivell Gltim a qué s’arriba després del
sacrifici tenen un efecte important sobre la capacitat de retenci6 d’aigua, el color i la
textura de la carn. Com ja s’ha comentat anteriorment, el pH muscular disminueix
progressivament segons les reserves de glucogen disponible i segons el tractament ante
mortem experimentat per ’animal. Aixi, i seguint I’esquema de la figura 1.2-1, una
mesura del pH a 45 minuts post mortem (pHys) ens permet detectar possibles carns PSE,
mentre que un pH altim (pHu) mesurat a partir de les 24 hores permet identificar carns
DFD.

La mesura de la conductivitat eléctrica a les 24h (CEu) s’ha relacionat amb carns
exsudatives de manera que pot utilitzar-se com a parametre predictiu de carns PSE

(Alvarez & Torre Saez de Argadod, 1996).
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Per altra banda, la capacitat de retencié d’aigua (CRA) i el color es veuen afectats per la
integritat estructural de les proteines. Aquestes son sensibles a les temperatures altes i
valors de pH baixos, dues condicions que poden causar la desnaturalitzacid i la
conseqiient perdua d’estructura i funcionalitat de les proteines, que es tradueix en una
perdua de la capacitat de retencid d’aigua i un color més pal-lid. Quan el pH final
assoleix el punt isoelectric, que en moltes de les proteines carnies és al voltant de 5,0
(Hamm, 1960) la repulsi6 de les miofibril-les es minimitza i ’espai entre filaments
s’estreny. La disminuci6 de 1’espai entre filaments com a conseqiiéncia de la disminucio
de les repulsions miofibril-lars, resulta en un augment de les pérdues per degoteig
després de tallar la carn (Offer & Knight, 1988). A més, un mecanisme similar té lloc
amb la dispersio de la [lum en superficie. A un pH final baix es dispersa més llum de la
superficie, originant carn pal-lida. El color de la carn també depén de la concentracid de
mioglobina —un pigment de la carn— i del seu estat quimic (Lindahl et al., 2001). Es
precisament [’estat quimic del pigment muscular un dels punts importants per a
’estabilitat del color de la carn durant I’emmagatzematge de la carn.

La Taula [.2-2 recull els criteris de les categories relacionades amb la qualitat
tecnologica de la carn, segons diversos autors, en funci6 dels valors que prenen el pH, la
conductivitat electrica, les perdues per degoteig i el color.

Segons el pH mesurat als 45 minuts post mortem (pH45 min), Hofmann (1988) va
descriure els musculs Longissimus thoracis (LT) 1 Semimembranosus (SM) com a PSE
quan als 45 minuts presentaven un pH inferior o igual a 5,8. Aquest criteri ha variat
segons el grup d’investigadors, essent 5,9 en el cas de Barton Gade et al. (1995) 1 6,0 en
el cas de Smith ez al. (1978) 1 Oliver et al. (1988).

El pH mesurat a 24h post mortem (pH24) permet identificar les carns DFD. En aquesta
cas, un pHu superior o igual a 5,9 , 6,0, 6,2 0 6,4 es relaciona amb carns DFD (Barton
Gade et al., 1995; Joo et al, 1995; Hoffmann, 1988; van der Wal et al, 1988,
respectivament).

Pel que fa a la capacitat de retencié d’aigua, s’utilitzen dos parametres: la conductivitat
eléctrica 1 les perdues per degoteig. Els musculs exsudatius s’han definit com aquells
que presenten una conductivitat eléctrica a les 24h post mortem (CEu) > 6,0 mS (Barton
Gade et al., 1995; Oliver et al., 2001a), tot i que actualment tamb¢ es considera una
definicié més restrictiva la qual defineix carn exsudativa com aquella amb ECu > 4,5

(Kocwin-Podsiadla et al., 2006). Les carns exsudatives també s’han caracteritzat segons
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les perdues per degoteig. Lloms amb perdues per degoteig > 5,0% s han descrit com a
exsudatius (Oliver et al., 2001a; Warner et al., 1997).

I finalment, les carns pal-lides s’han descrit com aquelles amb valors de lluminositat
(L*) > 51 mentre que carns fosques s’han descrit com aquelles amb L*< 42 (Warner et

al., 1997).

Taula 1.2-2 Criteris de definicio de les caracteristiques de carn PSE i DFD segons

parametres tecnologics (pH, conductivitat eléctrica, pérdues per degoteig i color).

Caracteristiques Caracteristiques
Muscul PSE DFD
pH 45min LT < 5,81 i
<5,9?
<6,0**
SM <58 .
<5,9°
<60
pH 24h LT - >5.97
>6,0°
> 6,2
> 6,4°
SM - 2 5’92
>6,0°
> 6,2
> 6,4°
CEu LT >4.5 -
> 6,0°
SM >4,5' i
> 6,0>°
Pérdues per degoteig LT > 5,010 3
Color - L* LT >51° =47

PSE: pal-lides, toves i exsudatives, de 1’anglés Pale, Soft, Exudative, DFD: carns
fosques, seques i dures, de I’anglés Dark, Firm,Dry; CEu: conductivitat eléctrica
(mS); LT: muscul Longissimus thoracis; SM: muscul Semimembranosus,
" Hofmann, 1988; > Barton Gade et al., 1995; ° Oliver et al., 1988; * Smith et al.,
1978; * Joo et al., 1995; © van der Wal et al., 1988; "Kocwin-Podsiadla et al., 2006;
8 Oliver et al., 2001a,b; ’ Warner et al., 1997, Warriss et al.,1989; ' Kauffman er
al.,1993.
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A partir de la combinaci6é dels valors que poden prendre el pH (als 45 minuts post
mortem 1 a les 24h), les perdues per degoteig i la lluminositat, els lloms (LT) de porc

podrien caracteritzar-se com s’indica a la taula 1.2-3.

Taula 1.2-3. Criteris de classificacio de les diferents categories de qualitat
tecnologica de lloms segons les mesures del pH realitzades als 45 minuts i a les 24h
post mortem, les pérdues per degoteig i la lluminositat (CIE-L)1

Categories  pH45 pHu Peérdues per degoteig L*
PSE <6,0 <6,0 >6,0 >50
RSE <6,0 <6,0 >6,0 44-50
PFN - <6,0 <6,0 >50
RFN >6,0 <6,0 <50
DFD >6,0 <3,0 <44

! Criteris segons Flores ef al. (1999) i Faucitano ef al.(2010a).

PSE: pal-lida, tova i exsudativa; RSE: vermella, ferma i exsudativa; PFN;
pal-lida, ferma i no exsudativa; RFN: vermella, ferma i no exsudativa;
DEFD: fosca, ferma i seca.

La textura de la carn depen, en general, d’un component relacionat amb el sistema
contractil del muscul (miofibril-les) i d’un component relacionat amb el teixit connectiu
(col-lagen). Les propietats mecaniques del col-lagen practicament no s’alteren durant
I’emmagatzematge de la carn a temperatures baixes, de manera que la disminuci6 de la
duresa en el periode post mortem ¢és deguda principalment a alteracions que
experimenten les miofibril-les. Un dels tests instrumentals emprats per avaluar la textura
¢s el Test de Warner-Bratzler. Aquest consisteix en sotmetre la carn a una forca de
cisallament mitjangant un analitzador de textura. Com a resultat s’obté la forca
necessaria per tallar la carn expressada en 3 variables: carrega maxima (Shear force),
modul o pendent (Shear Firmness) i I’energia total (Meller, 1980).
Durant el procés de maduracio de la carn no només intervenen els sistemes
fisicoquimics com el pH (la velocitat caiguda i el valor final assolit), el potencial
glucolitic del muscul o I’osmolaritat. També existeix un conjunt de proteinases
intracel-lulars les quals intervenen al fenomen d’entendriment de la carn en el periode
post mortem (Ouali, 1990). Les principals son:

- Les calpaines (u-calpaina, m-calpaina 1 calpaina 3), proteinases calciodependents

situades al citoplasma, actives a pH neutre (Guroff, 1964),

24



1. Revisio bibliografica

- Les catepsines (B, D, L i H), proteinases lisosomals actives a pH inferiors a 6 (entre

4,016,0; De Duve et al., 1955) i

- La proteinasa multicatalitica (MCP) complex multicatalitic situat al citoplasma,

actiu a pH basic (7,5-8,0; Wilk & Orlowski, 1980).

Els sistemes enzimatics calpainics i catepsinics han estat els més estudiats. Alguns
estudis defensen la postura que son els dos mecanismes els que intervenen en el procés
de maduracio. Per explicar la majoria de modificacions a nivell estructural, alguns
autors postulen que €s necessari considerar 1’accio sinérgica dels dos sistemes, ja que
cadascun per separat no ¢és capac de reproduir tots els canvis (Etherington et al. 1987,
Valin & Ouali, 1992). Inicialment les catepsines eren el sistema enzimatic considerat en
els estudis sobre els mecanismes de tenderitzacio de la carn. Posteriorment, els treballs
es centraren en les calpaines per la seva capacitat d’alterar la densitat de la linia Z de
I’estructura muscular, una alteracié sovint observada durant el periode post mortem
malgrat no haver-hi evidéncies d’estar correlacionada amb la tendresa (Taylor et al.,
1995). Més recentment, diversos estudis han donat suport al paper del proteasoma 20S
en aquest procés d’entendriment (Dutaud, 1998; Lamare et al., 2002; Matsuishi &
Okitani, 1997; Otsuka et al., 1998; Ouali, 1999). Posteriorment, es suggeri que les
calpaines podrien ser les primeres responsables de la proteolisi en el muscul durant els
primers 3-4 dies post mortem, mentre que la contribucié de les catepsines seria
principalment a partir dels 6 dies post mortem, quan el pH muscular €s baix (Taylor et
al., 1995). La controversia sorgeix pel fet que cap dels sistemes enzimatics €s capag
d’explicar al complet tots els canvis fisicoquimics que tenen lloc al muscul post
mortem. Més recentment, 1’equip de Ouali postula que la mort cel-lular programada, i
concretament uns enzims anomenats caspases, podia tenir un paper important en el
procés de conversio del muscul en carn durant les primeres hores post mortem (Ouali et
al., 2006). Segons aquesta teoria, com a conseqiiencia de la manca de reg sanguini i per
la fallada en el subministrament de nutrients a les ce€l-lules, s’activaria una série de
mecanismes coneguts com mort cel-lular programada o apoptosi que facilitaria 1’accid
dels altres sistemes proteolitics intracel-lulars descrits anteriorment com son les
catepsines, calpaines, proteasomes, i possiblement algun altre enzim proteolitic que

encara no s’ha relacionat amb el procés d’entendriment de la carn (Ouali ef al., 2006).
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3 AQualitat des del punt de vista de la societat: paper
del benestar animal

Un component important en el pilar social de la qualitat de la carn (Figura I.1-1) és la
qualitat etica, la qual es relaciona amb sistemes de produccid sostenibles 1 respectuosos
amb el medi ambient i amb sistemes de producci6 respectuosos amb el benestar dels
animals (Warris, 2000).
Enquestes recents dutes a terme per la Comissio Europea (European Commission, 2005
1 2007) confirmen que el benestar animal és un aspecte important per als consumidors
europeus. Aix0 posa de manifest un increment en la sensibilitzacié dels ciutadans
europeus envers alts estandards de benestar animal, i evidencien que les mesures
adoptades a nivell europeu resulten essencials no només per motius relacionats amb la
sanitat animal o qualitat dels aliments, sin6 també per raons ¢étiques 1 morals. Aixi, 1
malgrat tenir entitat propia, en aquest document el benestar animal és considerat com un
valor addicional a la qualitat del producte que pot tenir conseqiiéncies sobre la qualitat
tecnologica de la carn (Cannon ef al., 1995).
Tot 1 que el benestar animal, o I’anomenat Dret del benestar animal neix a finals del
segle XIX a la Gran Bretanya, no ¢s fins els anys 70 del segle XX que comencga a
consolidar-se 1 desenvolupar-se definitivament. Després d’anys d’estancament,
especialment des dels anys 30, la intensificacio de la produccié ramadera dels anys 50-
60 provoca la publicacié al Regne Unit del llibre Animal Machines per part de Ruth
Harrison I’any 1964. La conseqiiéncia de I’edicio i exit d’aquest llibre fou la creacio del
Comite Brambell que tenia com a objectiu revisar tots aquells aspectes relacionats amb
el benestar dels animals de granja criats en condicions intensives, assessorar el govern
en materia de benestar i establir les directrius 1 objectius nacionals en 1’ambit legislatiu 1
d’investigacid. Des d’aquest moment es pot dir que neix el benestar animal tal i com
I’entenem avui en dia. De fet, el Comite¢ Brambell fou el precursor del Farm Animal
Welfare Council (FAWC) que, ’any 1993, va proclamar la Declaracio de les cinc
llibertats de l’animal, el compliment de les quals garanteix el benestar dels animals
(FAWC, 1997):

1. Nutrici6 adequada,

2. Sanitat adequada,

3. Abseéncia d’incomoditat fisica i térmica,
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4. Absencia de por, dolor i estres,

5. Possibilitat d’expressar les conductes importants per a 1’espécie.
Malgrat no existir cap relacié oficial entre ’'informe del comite de Brambell, la
declaraci6 de les cinc llibertats (FAWC) 1 les regulacions europees de proteccid dels
animals, el fet és que les primeres regulacions a Europa, adoptades 10 anys després de
I’informe, segueixen la mateixa linia de les seves conclusions (ampliament discutit a
Veissier et al., 2008).
Les primeres iniciatives de la Comunitat Economica Europea (CEE) —posteriorment
Unid Europea (UE)— per protegir els animals van tenir lloc durant la década dels 70 del
segle XX. Un dels objectius que perseguia era evitar les discrepancies entre les
normatives nacionals de proteccid dels animals, que causaven desigualtats en la
competencia 1 per tant problemes en el funcionament del mercat comu. Dues décades
després, la UE va realitzar un gran pas introduint un protocol especific de proteccio i
benestar dels animals al Tractat d’Amsterdam (Anonim, 1997), posteriorment
actualitzat al Tractat de Lisboa (Anonim, 2007). Aquest protocol estableix noves
normes sobre I’accio de la Unid Europea en aquest camp, i reconeix oficialment que els
animals son éssers capagos de sentir emocions per primer cop a la historia i disposa que,
al formular 1 aplicar les politiques comunitaries, les institucions comunitaries han de
tenir en compte les exigeéncies en materia de benestar animal. Actualment, la proteccid
dels animals ¢€s sota la responsabilitat de la Direcci6 General de Salut 1 Proteccio del
Consumidor (DG-SANCO) que, al seu torn, consulta a un comit¢ cientific (comite
cientific de salut animal i benestar animal, actualment part de I’Ageéncia Europea de
Seguretat Alimentaria —EFSA-) per elaborar la normativa. L’EFSA elabora regularment
informes cientifics a partir dels quals, DG-SANCO considera si €s necessari elaborar un
esborrany de directiva que haura de ser aprovat pel Consell de Ministres de la UE per
esdevenir una Directiva del Consell.
La legislacio europea sobre proteccido dels animals té per objectiu evitar qualsevol
patiment inutil dels animals en tres ambits fonamentals: en les explotacions ramaderes,
durant el transport 1 el sacrifici.
Amb tot, actualment el benestar animal és una matéria de gran importancia a Europa. En
primer lloc, els moviments socials especifics, com ara ONGs o la societat de forma més
generica, donen més importancia al benestar animal. En segon lloc, els organs

legislatius han adoptat aquesta preocupacidé com a propia, de manera que la protecciod
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dels animals s’ha convertit en una prioritat per la UE. Aix0 ha quedat pales amb el Pla

d’Accidé en matéria de benestar animal (2006-2010).

3.1 Definicio de benestar animal

El Benestar animal és un concepte dificil de definir que combina aspectes objectius i
subjectius relacionats amb la qualitat de vida els animals i que es relaciona amb el
benestar fisic i mental de I’individu (Warris, 2000). El benestar fisic implica que
I’animal es trobi en una correcta condicio fisica i de salut, perd el benestar mental és
més dificil de definir. Disposar d’un bon estat de salut no implica necessariament un
nivell correcte de benestar animal. Aqui rau la dificultat de trobar una definicid
acceptada per tota la comunitat cientifica. Segons Duncan i Fraser (1997), la majoria de
les definicions poden agrupar-se en 3 categories:

a) Definicio del benestar animal tenint en compte les emocions que experimenten
els animals:

El benestar dels animals augmenta quan aquests experimenten emocions
positives, i disminueix quan experimenten emocions negatives, com el dolor
o la por.

b) Definicido del benestar basant-se en qué la conducta que mostra 1’animal i
I’entorn en el qual es troba son semblants a la conducta i entorn natural de
I’especie:

El benestar dels animals es garanteix si aquests es mantenen en condicions
semblants a les de [’habitat natural de la seva especie i, a més, poden
mostrar el seu comportament natural.

¢) Definici6 del benestar animal basant-se en el funcionament de 1’organisme:

El benestar dels animals es basa en la seva capacitat per superar aquelles

condicions adverses a les quals els sotmet el seu entorn.
La primera definici6 presenta el problema que, fruit del desconeixement que encara
existeix del funcionament del cervell, és molt dificil trobar indicadors objectius de
patiment, parametres que ens permetin avaluar les emocions dels animals sense
interpretacions (Dawkins, 1990). Amb la segona definicio, el que s’estableix com a
condicions naturals o comportaments naturals pot ser discutible fins i tot dins d’una
mateixa especie desenvolupada en entorns diferents. A més, les propies condicions

naturals sotmeten els animals a gana, a fred o a depredadors, 1 no és clar que aquestes
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condicions es puguin relacionar amb un benestar Ooptim. Per tant, el problema rau en
definir objectivament quines son aquestes condicions i quines es prioritzen. Finalment,
la tercera definicid, basada en la resposta d’estreés, ha estat tradicionalment la més
emprada en ciencia, ja que aporta indicadors objectius de benestar animal. Aixi, Broom
(1986) defineix benestar animal com aquell estat en el qual [’individu no ha
d’enfrontar-se a l’entorn que [’envolta, en la mateixa linia de les definicions de Hughes
(1976) 1 Fraser et al. (1975): el benestar animal es relaciona amb [’esfor¢ que ha de
realitzar 1'individu per adaptar-se al seu entorn, 1 segons la FAWC, queda garantit
quan es compleixen els cinc requisits que corresponen a les cinc llibertats esmentades

anteriorment (FAWC, 1997).

3.2 Laresposta al’estres

Quan un animal afronta una situacié desconeguda o que potencialment pot posar-lo en
perill, desenvolupa rapidament una resposta d’adaptacié que es coneix com a resposta
d’estrés (Terlouw, 2005; Warris, 2000) que el prepara fisioldgicament per enfrontar-se
al perill o be eludir-lo, resposta que es coneix com a ‘/luitar o fugir’ del sistema nervios
autonom (Cannon 1935). En aquesta resposta participa inicialment el sistema simpatico
adrenomedul-lar amb 1’alliberacié de catecolamines (adrenalina i noradrenalina) al
torrent sanguini, augmentant 1’estat d’alerta i preparant el cos de 1’animal a /luitar o
fugir (Cannon 1935). Entre altres, augmenta la freqiiencia cardiaca i el reg sanguini, el
nivell de glucosa en sang procedent del catabolisme del glucogen al fetge, la profunditat
1 ritme respiratori 1 la capacitat de la sang de transportar oxigen cap el cervell i als grans
paquets musculars (Warris, 2000).

Quan I’animal supera aquesta situaci6 l’organisme torna a la normalitat. Aquesta
resposta fisiologica ha permes que les especies domestiques hagin evolucionat al llarg
de la historia 1 hagin arribat on sén ara. Al llarg de la vida d’un porc aquest procés es
dona milers de vegades, 1 és precisament en el moment en el qual no pot tenir lloc quan
la capacitat d’adaptacié d’un animal al seu entorn comenga a perillar. Per tant, cal
considerar que la resposta d’estres, per si mateixa, no és negativa, sind al contrari, és
imprescindible per a la supervivéncia de tot individu en un entorn que sempre ¢és hostil
(Selye, 1976). Tanmateix, quan els factors d’estrés comencen a allargar-se en el temps,
fent que 1’animal mantingui I’estat d’alerta, la tonificacié muscular i els ritmes cardiac i

respiratoris elevats, I’organisme comenga a entrar en un deficit energétic. Per superar-lo
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s’activa inicialment l'eix hipotalamic-pituitari-adrenal (Warris, 2000), i com a resultat,
s’allibera cortisol al torrent sanguini amb la funcié d’augmentar els nivells sanguinis de
glucosa (perque disminueix la degradacié de glucosa alhora que augmenten la proteolisi
1 la gluconeogenesi) 1 promou ’acumulacié de glucogen al muscul, aconseguint aixi
energia per I’organisme (Greenberg et al., 2002). Addicionalment tamb¢ interromp les
funcions organiques que consumeixen energia amb el que es coneix com a cost biologic
de la resposta d’estres, 1 que es tradueix en que el cortisol interromp funcions com la
reproduccié o el sistema immunitari. Si la resposta d’estrés dura pocs minuts
I’organisme no se’n ressent, pero si dura hores o dies, nivells elevats de cortisol poden
derivar en falles reproductives, perdua de massa corporal i immunodepressio, fet que
pot acabar en malaltia (Fraser & Broom, 1990; Selye, 1976).

Depenent de la intensitat i durada dels factors d’estres, un animal pot viure 3 situacions
diferents (Warris, 2000):

1. Un entorn del tot satisfactori en el qual I’animal s’adapta sense necessitat
d’activar una resposta d’estres. Aquesta situacio €s ideal per garantir el benestar
dels animals. Aixi, 1’animal supera la situacid sense cap problema ni cost
biologic.

2. Un entorn que malgrat ser advers, ’animal aconsegueix adaptar-s’hi. Aixi,
I’animal supera la situacid, perd ho fa comprometent altres funcions organiques i
per tant, hi ha un cost biologic.

3. Un entorn que és tan advers que 1’animal no s’hi pot adaptar. Aixi I’animal no és
capa¢ de superar el factor d’estrés i tenen lloc fallides parcials d’adaptacio
(malaltia o lesi0) o fallides totals (mort).

En una poblacio, la preséncia de malalties, lesions, index de mortalitat o problemes
reproductius, de creixement, etc. son els indicadors objectius de benestar que permeten
avaluar la situacié d’un grup d’animals en relaci6 a les situacions a les quals els sotmet
el seu entorn (Greenberg et al., 2002; Warris, 2000). A més pero, 1’analisi del cortisol
sanguini, la freqliéncia cardiaca o la temperatura corporal d’un animal permet saber com
percep aquell animal una situaci6é determinada (Greenberg et al., 2002).

En general, cal tenir en compte que els estimuls estressants poden ser additius de
manera que un estimul que inicialment pot ser trivial pot originar un efecte
desproporcionat (Greenberg et al., 2002). Aixi, un animal reacciona a tot allo que li €s

nou o que surt de la seva rutina i la seva reaccio €s tan més potent com més vulnerable
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es senti i com més factors de novetat estiguin actuant sobre ell al mateix temps. Es per
aixd que es considera que en la vida d’un animal de produccié els moments més
estressants son el naixement (€s un €sser molt vulnerable i tot li és nou) i les ultimes 24
hores de vida (Murray & Jones, 1994). Alvarez et al. (2009), registrant freqiiéncies
cardiaques de 91 porcs durant el tractament previ al sacrifici van observar que els pics
maxims de freqiiéncia cardiaca succeien durant la carrega i descarrega dels porcs del
vehicle de transport, als 10 minuts previs al sacrifici degut a la manipulacié previa a
I’estaborniment, durant el propi estaborniment i finalment, durant el dessagnat (Figura
[.3-1). En aquest estudi es destaca que durant el transport la freqiiéncia dels porcs anava
disminuint fins assolir un valor minim als 30 minuts, i que durant I’espera a
I’escorxador (6h) els animals recuperaven freqiiéncies cardiaques baixes (al voltant dels

60-70 batecs/min).

Tractament ante-mortem

(~ 10 min)
Co Estaborniment
o {(~90s)
—_ 3997 X . b Dessagnat
= carrega descarrega i v (~ 15 min)
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Figura 1.3-1. Evolucio de la freqiiéncia cardiaca (mitjanes) de porcs (n=91) durant
un transport de curta durada, i les etapes ante mortem (espera i maneig) i sacrifici
(estaborniment i dessagnat). Adaptat de Alvarez et al. (2009).
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En aquest ultim periode de vida cal tenir en compte que sobre 1’ animal estan actuant
molts factors d'estrés al mateix temps, fet que els suposa un cost biologic i que alguns
d’ells fins 1 tot es vegin superats per les circumstancies. Com a resultat, es pot observar
(Gregory, 1998):
¢ Un augment de la mortalitat causada per I’estres per calor,
e fractures i dislocacions 0ssies com a conseqiiéncia de cops,
e lesions a la pell i possibles septicémies,
e clevaci6 del pH final de la carn per una disminuci6 del glucogen muscular com a
conseqiiéncia d’un transport llarg, periodes de dejuni llargs o excés d’exercici,
e aparicié de carns PSE per un periode de repos previ al sacrifici massa curt o bé
per un estres elevat just abans del sacrifici,

e augment de presencia de sa/monel-la a la femta per estrés emocional.

Aixi, com a resposta a aquestes situacions estressants, 1’animal experimenta canvis
fisiologics 1 de comportament que s han relacionat amb la disminuci6 de la qualitat de

la canal i qualitat tecnologica de la carn que se n’obté (Cannon et al., 1995).

4 Factors previs al sacrifici que afecten el benestar i la
qualitat tecnologica de la carn de porc

Existeixen diversos factors que poden tenir repercussions sobre la qualitat de la carn
(Cannon et al. 1995). A la taula 1.4.1 es recullen alguns d’aquests factors 1 els efectes
que s’han observat. Cannon et al. (1995) van relacionar canvis en el color i la capacitat
de retencido d’aigua del muscul en aquelles practiques que suposen una situacio
estressant per part de I’animal com soén el tractament ante mortem, el transport i
I’estaborniment. La nutricid i ’origen genétic també poden tenir conseqiieéncies sobre el
color del muscul, la capacitat de retencio d’aigua i1 la composicio de la canal. Els canvis
observats en la carn relacionats amb 1’origen genétic de 1’animal s’han relacionat amb la
sindrome de 1’estrés porcina, que al seu torn, esta relacionada amb una mutaci6 del gen
receptor de la rianodina (RYR1) o gen de I’halota (Fujii et al., 1991; vegeu apartat
L.4.1).
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Taula 1.4-1 Factors productius que afecten la qualitat de la carn (adaptat de
Cannon et al., 1995)

Factor productiu Caracteristica de qualitat de la carn
que es veu afectada

Gengtica Color del muscul
Capacitat de retencio d’aigua del muscul
Composicié de la canal

Nutricio Composici6 de la canal
Flavor de la carn

Tractament ante mortem i transport Color de la carn
Capacitat de retencio d’aigua del miscul

Estaborniment Color del muscul
Capacitat de retencio d’aigua del muscul
Equimosis
Ossos trencats

Depilat Temps de vida util de la carn
Color del muscul
Capacitat de retencio d’aigua del miscul

Tractament post mortem de la carn Color del muscul
Capacitat de retencio d’aigua del muscul
Temps de vida util de la carn

Envasat i emmagatzematge Temps de vida util de la carn
Seguretat alimentaria de la carn

4.1 El genotip RYR1 i la sindrome de I’estres porci

El paper de la seleccidé genctica 1 dels esquemes de seleccid €s molt important en la
industria porcina. L’eficiéncia dels porcs, la composicié de la canal i la qualitat de la
carn pot canviar segons 1’origen genetic de 1I’animal (Cannon, 1995), i no només aixo,
sin6 també hi ha diferéncies en la resposta d’estrés o en I’efecte d’aquesta resposta
d’estrés sobre les reserves de glucogen muscular (Terlow & Rybarczyk, 2008).Porcs
que son portadors o que expressen el gen de I’halota s’han utilitzat historicament per
millorar el percentatge de magre de les canals (Cannon, 1995). No obstant aix0, aquests

animals son més propensos a experimentar la Sindrome de I’Estres Porci (PSS).

La PSS ¢és una disfunci6 hereditaria monogeénica recessiva que es caracteritza per un

desordre neuromuscular (Shen et al, 1992) amb un /ocus autosomal unic. El gen
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responsable va rebre inicialment el nom de gen de [’halota (Deckers, 1999;
Eikelenboom & Minkema 1974), i actualment també es coneix com a gen receptor de la
ryanodina RYR1 (Fujii ef al., 1991). Localitzat al gen 6 del genoma porci, aquest gen té
dues expressions o al-lels possibles: 1’al-lel normal (N) que és dominant sobre 1’al-lel

mutat (n). Aixi existeixen tres tipus de genotips (Calvo et al., 1997):

1. Individus no portadors, homozigots dominants (NN).
2. Individus portadors de 1’al-lel mutat n a la descendéncia, heterozigots (Nn).

3. Individus transmissors de I’al-lel mutat, homozigots recessius (nn).

Els animals homozigots recessius (nn) i en menor mesura els heterozigots (Nn) son més
susceptibles a desenvolupar la PSS quan es sotmeten a situacions que els provoquen
estres (fisic o ambiental). La fisiopatologia de la PSS és el resultat d’un augment sobtat
1 continuat de la concentracié de calci al citoplasma dels musculs dels animals afectats,
que origina rigidesa muscular, hipertérmia i acidosi metabolica i respiratoria, donat que
el calci activa els metabolismes aerobi 1 anaerobi. La mutacié de la proteina formadora
del canal d’alliberaci6 del calci del reticle sarcoplasmatic, d’on surt el calci per
comengar la contraccid, seria la causa que originaria tots els desequilibris assenyalats.
Malgrat la predisposicid genética d’alguns animals a I’estrés, la resta també poden
presentar els mateixos simptomes en ser sotmesos a situacions estressants molt intenses
(Warris, 2000).

Actualment existeixen diverses técniques per detectar i identificar el gen de 1’halota. La
primera es coneix com la prova de I’halota: els investigadors Eikelenboom i Minkema
I’any 1974 van observar que després de fer inhalar una mescla de gas halota i oxigen a
porcs joves, alguns desenvolupaven un quadre clinic semblant al de la hipertérmia
maligna (MH). Durant molts anys s’ha utilitzat com a prova per determinar la
susceptibilitat a I’estrés en programes de seleccié genética. La prova de 1’halota es
realitza a garrins d’edat compresa entre 6 1 15 setmanes, i consisteix en fer-los respirar
una barreja d’halota (4-8%) 1 oxigen (de 2 a 3 litres/minut). Es classifiquen com halota
negatius o resistents a 1’estrés (HN) aquells animals que no manifesten cap simptoma
d’hipertérmia maligna, mentre que els halota positius o sensibles a 1’estrés (HP) son
aquells que durant el primer minut desenvolupen rigidesa muscular de les cames,

respiracio accelerada i1 aparicio de taques violacies a la pell (Taula 1.4-2).
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Taula 1.4-2. Caracteritzacio dels 3 possibles genotips pel que fa al gen RYR1 o Gen

de I'Halota.
. Susceptibilitat a Prova de .

Genotip P’estres I’Halota et

Homqmgot NN Resistent Negativa HN
dominant

Heterozigot Nn Resistent Negativa HN
Homozigot

recessiu nn Sensible Positiva HP

Més tard, ’any 1991, Fuji et al. desenvoluparen un test bioquimic molecular basat en la
reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) que permetia la deteccié de la mutacié genica
responsable de la PSS (mutacio al locus RYR1, o del gen ryanodina). Van observar que
es produia una substitucié d’una citosina en el nucleotid 1843 del porc no sensible per
una timina a I’ADN de I’animal sensible. Aquesta substitucid provoca un canvi en la
seqiiéncia d’una arginina en la posicidé 615 en I’animal no sensible per una cisteina en
I’animal sensible (Calvo et al., 1997). Aixi, mitjancant aquesta técnica es diagnostiquen
els porcs resistents a 1’estrés (homozigots dominants; NN), els porcs portadors
(hetorozigots; Nn) i els sensibles a 1’estreés (homozigots recessius; nn).

Com s’ha comentat anteriorment, una de les conseqiiencies extremes menys desitjables
de la PSS és la mort prematura dels animals. La mortalitat és, evidentment, 1’indicador
més clar de la manca de benestar animal (Greenberg et al., 2002; Gispert et al., 1996;
Guardia, 2002; Warris, 2000) i causa considerables pérdues economiques al ramader.
Aquesta, pero, no és 1’inica conseqiiéncia amb repercussions econdmiques. Els animals
susceptibles a I’estrés que son sacrificats en condicions estressants sovint tenen carn de
qualitat inferior: poden desenvolupar rapidament el rigor mortis 1 la carn assoleix les
caracteristiques de pal-lida, tova i1 exsudativa, anteriorment esmentat com a carn PSE
(vegeu apartat 1.2.2: Cassens et al., 1975; Fabrega, 2002; Fabrega et al., 2002; Oliver et
al., 1994; Solomon et al., 1998).

Els genotips que tendeixen a desenvolupar carns PSE coincideixen amb els que son

sensibles a ’estrés o que presenten la sindrome de 1’estrés porcina. Gregory (1998) va
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classificar les races de porc segons la susceptibilitat de les diferents races a 1’estrés
(Taula 1.4-3).

Aquesta classificacid coincideix amb aquella que Oliver et al. (1992) van presentar
anteriorment sobre la incidéncia de carns PSE en creuaments utilitzats a Espanya.
L’estudi consistia en comparar 5 creuaments diferents basats en femelles Duroc,
Landrace i Large White i en mascles Duroc, Landrace Belga o Large White amb
I’objectiu de trobar quina era la millor combinacié de races per les diferents estratégies
comercials a I’estat Espanyol. Els resultats mostren que els creuaments amb component
Landrace Belga tenien més incidéncia de carns PSE (superior al 23%), mentre que en

races com Large White o Duroc la incidéncia era menor (de 1’11 i 6% respectivament).

Taula 1.4-3. Susceptibilitat de diferents races porcines a produir carns PSE i patir

la sindrome de I’Estrés Porci (modificat a partir de Gregory, 1998)

Susceptibilitat alta Susceptibilitat mitjana Susceptibilitat baixa
Pietrain Landrace holand¢s Large White irlandes
Landrace belga Landrace frances Large White australia
Poland china Landrace suec Large White frances
Landrace alemany Landrace suis Yorkshire america
Landrace angles Large White anglés
Landrace noruec Duroc

Landrace australia
Landrace irlandés
Y orkshire holandes

Hampshire america

Posteriorment, Oliver et al. (2001b) van presentar un estudi realitzat entre els anys 1995
11996 en el qual s’avaluava la incidéncia de carn PSE en canals comercials basant-se en
la conductivitat eléctrica (CE > 6mS). La preséncia de canals PSE fou diferent en funcio
de I’estaci6 de I’any. A D’estiu fou del 8,5% mentre que a I’hivern fou lleugerament
inferior, del 5,2%. En funci6 del temps de transport dels animals des de la granja fins a
I’escorxador també van observar diferéncies: en el cas de transports inferiors a 2h el

percentatge de carns PSE va ser del 8,0%, mentre que per temps superiors a les 2h fou
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del 5,7%. Per tant, de manera general s’accepta que minimitzant 1’estrés en el periode
previ al sacrifici es redueix el risc de desenvolupar carns tecnologicament defectuoses,
tot 1 que aquesta reduccid depen de la sensibilitat genctica que presenti I’animal a

I’estrés (De Smet et al., 1996).

4.2 Tractament previ al sacrifici

La figura 1.4-1 mostra, esquematicament, els factors previs al sacrifici que influeixen en
el benestar animal i la qualitat de la carn. Entre els factors ante mortem més estressants
hi ha els processos de carrega i descarrega al camio que transporta els porcs de la granja
a I’escorxador, les condicions de transport i espera, el temps de dejuni 1 el tipus
d’estaborniment. Son molts els factors d’estrés amb els quals es pot enfrontar un porc
durant les seves ultimes 24h de vida (vegeu apartat 1.3.2), i des del punt de vista de la
qualitat tecnoldgica de la carn tots ells poden contribuir en originar carns PSE o DFD
(vegeu apartat 1.2.2).

Per tant, una bona gestio dels factors d’estrés que estan actuant sobre un animal en les
seves ultimes 24h de vida, a més d’augmentar el valor ¢tic pel fet de millorar el benestar
dels animals, permetra obtenir un major rendiment economic (més quilograms perque hi
haura menys animals morts a I’arribada de 1’escorxador 1 menys decomisos per lesions o

cops) i un producte de major qualitat tecnologica (menys carns PSE i DFD).

4.2.1 Eldejuni

El motiu principal pel qual es recomana dejunar els porcs és per reduir el contingut del
tracte intestinal per reduir els marejos (Bradshaw et al, 1996) i el risc de
contaminacions de la canal per enterobactéris en cas de trencament del tub digestiu
durant I’evisceracid (Eikelenboom et al., 1991; Morrow et al., 2002). S’ha vist que
també permet disminuir la mortalitat durant el transport (Warris, 1994) alhora que pot
afectar els rendiments de la canal (Eikelenboom et al., 1991) i a la qualitat tecnologica
de la carn (Murray & Jones, 1994). Segons alguns estudis, els periodes de dejuni
superiors a les 16 hores en porci poden reduir lleument la incidéncia de carn PSE
(Eikelenboom et al., 1991; Lopez Bote, 2001), i un dejuni perllongat podria augmentar
la incidencia de carns DFD (Gregory, 1998). No obstant aixo, altres estudis conclouen
que no hi ha diferéncies en la qualitat de la carn entre animals dejunats durant la nit

previa al sacrifici i animals no dejunats (De Smet ef al.,1996) (Vegeu apartat 1.5.1).
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Factors Genétics i/o Dieta
Sensibilitat al'estreés

+ Gen de RYR1

- Pinso
+ Suplements dietétics

Benestar animal N\

w0
Qualitat de la canal

Factors previs al sacrifici
* Dejun (Capitol IV-1)
+ Transport 1 mortalitat (Capitol IV-21IV-3)

Figura 1.4-1. Representacié esquematica de diferents factors previs al sacrifici que

poden afectar al comportament i benestar dels porcs, a la qualitat de la canaliala

qualitat tecnologica de la carn (entre paréntesi es mostra el capitol de resultats on
s'estudia aquest factor)
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4.2.2 Eltransport

El maneig durant el transport, i en concret durant la carrega i la descarrega dels animals,
¢s un dels punts més critics del periode ante mortem. De sobte, el porc és forcat a
canviar el seu ambient rutinari (el corral) per un ambient nou (el camid) amb una altra
distribuci6, sol metal-lic o 1lit de serradures, que es mou, amb sorolls 1 olors nous i que
acaba en un ambient desconegut (I’escorxador). S’ha descrit que els moments més
estressants del transport son la carrega i la descarrega (Alvarez et al., 2009; Guardia,
2002) segurament perque en aquests moments es sumen els factors de novetat propis del
transport (que sén molts) als del maneig per part dels cuidadors o transportistes. Tot
plegat, a més, es pot agreujar si hi ha barreja d’animals provinents de grups diferents, fet
que implica baralles 1 estrés social. Tot aixd pot originar carns de baixa qualitat, ja sigui
pel transport en si mateix (carrega i descarrega del vehicle de transport, durada del
transport, densitat dels animals, moviments del camid) com per barreja d’animals entre
ells (Driessen & Geers, 2000) que implica interaccions (agressions) per establir noves
jerarquies (Velarde & Diestre, 2000). Com a resultat d’unes males practiques en aquest
punt, augmenta la mortalitat prévia al sacrifici, els danys a la canal (Driessen & Geers,
2000) 1 pot disminuir la qualitat tecnologica de la carn augmentant, per exemple, la
incidencia de carns DFD (Guardia et al., 2005), de manera que les perdues economiques
poden ser elevades (Gispert et al, 1996). No obstant aixd, existeixen certes
discrepancies. Alguns autors no han vist un efecte important de les condicions durant el
transport sobre la qualitat de la carn. Hambrecht ez al. (2005) van estudiar 1’efecte de
dos tipus diferents de transport (un de curt i suau i ’altre de llarg 1 brusc), dos temps
d’espera diferents (curts i llargs) i dos tipus de maneig previ al sacrifici (estressant,
utilitzant xocs eléctrics 1 crits, o bé no estressant) sobre la qualitat de la carn. Els
resultats foren que el tipus de transport va afectar poc les variables de qualitat de carn.
No obstant aix0, suggereixen que quan coincideix un maneig previ estressant amb un
transport brusc i un temps d’espera insuficient es poden agreujar els efectes negatius de
I’estrés abans de sacrificar I’animal, de manera que incidint sobre aquests punts podria
millorar-se la qualitat de la carn.

La temperatura és un factor ambiental que pot tenir importants conseqiiencies al final
del transport. Diversos autors han relacionat temperatures elevades un augment de la

mortalitat durant el transport dels porcs de les explotacions a 1’escorxador (Gispert et
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al., 1996) i amb I’augment de la incidéncia de carns exsudatives (Cassens et al., 1975,

Santos et al., 1997).

4.2.3 El maneig previ al sacrifici

El maneig previ al sacrifici, ententent-lo com la interaccié porc-home, és també un dels
principals factors d’estrés a tenir en compte. Durant mesos el porc t€ més aviat poca
relacié amb els seus cuidadors. De sobte, pero, aquests entren al seu espai (el corral) i el
fan sortir per conduir-lo cap al cami6 que el portara a I’escorxador. Perqué I’animal es
mogui amb rapidesa, han d’actuar com a factor d’amenaca de manera que aquest percep
aixo com un potent factor d’estres, augmentant aixi I’excitabilitat 1 la predisposicio a fer
exercici. En aquest apartat es considera el sistema per conduir els porcs del camio a les
quadres d’espera i d’aquestes cap el sistema d’estaborniment amb 1’is de piques
eléctriques, el temps d’espera 1 les propies condicions d’espera dels animals als
escorxadors.

Malgrat estar cada vegada més en desus les piques eléctriques, que provoquen
descarregues entre 30 i 200 V, sovint s’utilitzen en qualsevol moment que requereixi
moure els animals a I’escorxador. El reglament (CE) 1099/2009 del Consell recomana
evitar la utiltizacié d’aquests dispositius excepte en casos especifics, ja que podrien
efectar negativament el benestar dels porcs. A més, alguns autors han suggerit que la
seva utilitzacié podria afectar a la qualitat de la canal (danys a la pell) i la qualitat
tecnologica carn, augmentant la incidéncia de carns PSE (D’Souza et al., 1998a;
Grandin, 1998).

Un altre punt critic és el temps durant el qual els animals resten en espera abans de ser
sacrificats. Molts autors han estudiat I’efecte del temps d’espera dels animals a
I’escorxador (Fernandez, et al., 1991; De Smet et al., 1996; Faucitano, 2000; Gispert et
al., 2000b; Nanni Costa et al., 2002 ; Pérez et al., 2002; vegeu apartat 1.5.2)

En aquest apartat també s’ha de considerar el manteniment dels grups socials des de la
granja fins al punt d’estaborniment aixi com 1’ambient durant I’espera a I’escorxador, ja
que podrien afectar també al benestar animal i la qualitat final de la carn (Faucitano,

2000).

4.2.4 Metodes d’estaborniment

Segons el reglament (CE) 1099/2009 tots els animals han d’estar préviament estabornits

abans del seu sacrifici, exceptuant els sacrificis religiosos realitzats per les comunitats
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jueves 1 musulmanes. Els principals objectius de [’estaborniment son induir la
inconsciéncia de 1’animal de manera que pugui ser degollat i dessagnat sense causar-li
ni dolor ni estres, 1 immobilitzar-lo per obtenir un dessagnat correcte 1 sense suposar cap
perill per I’operari. En porci, el sacrifici es realitza mitjangant una incisi6 al pit,
seccionant el tronc branquiocefalic interrompent aixi 1’aport de nutrients i oxigen al
cervell. Aix0 provoca una anoxia cerebral i posteriorment la mort de 1’animal. Aquest
procés tarda entre 22 1 30 segons (Wotton & Gregory, 1986). El procés d’engorjat
provoca dolor degut a la preséncia de nociceptors a la zona del coll on es realitza el tall
(Kavaliers, 1989; Grandin, 1994). Un cop s’ha realitzat el tall i fins que no perd la
consciéncia, ’animal pot patir estres i ansietat degut a la deficiéncia d’oxigen al cervell
1 a la perdua gradual de consciencia (EFSA, 2004).

Els dos metodes autoritzats d’estaborniment en porci (sus scrofa) son 1’electronarcosi
(electric) 1 ’exposicid al dioxid de carboni (CO,; EC, 1993). L’electronarcosi es basa en
I’aplicacié d’un corrent electric entre 2 electrodes situats a cada canto del cervell que
indueix un estat d’epilépsia caracteritzat per les convulsions tonico-cloniques. Aquest
estat provoca la pérdua instantania de la consciéncia degut a la despolaritzacio de les
neurones del sistema nervios central (EFSA, 2004). Aquest metode pot induir també la
mort de 1’animal si s’aplica un tercer eléctrode a la zona de projeccio del cor amb la
finalitat de provocar una fibril-lacié cardiaca. L’estaborniment amb CO; consisteix en
fer respirar els animals una atmosfera amb una concentraci6 minima de CO, del 80%
provocant també la inconsciéncia (Reglament (CE) 1099/2009).

En general, els musculs de porcs estabornits eléctricament sofreixen una baixada del pH
post mortem més rapida que els musculs d’animals que s’han estabornit amb CO; i
mostren també menys capacitat de retencio d’aigua (revisat per Rosenvold & Andersen,
2003). Seguint aquesta mateixa linia, alguns estudis mostren que el sistema
d’estaborniment amb CO; podria reduir la incidéncia de carns PSE i de lesions quan es
compara amb |’estaborniment eléctric (Velarde & Diestre, 2000; Velarde et al., 2001) ja
que els animals presenten menys convulsions, i aixi s’obtindria una carn de millor
qualitat. A més, cal afegir que donat que el sistema d’estaborniment amb CO, pot ser un
sistema reversible, es recomana que I’interval entre d’estaborniment i el dessagnat sigui
inferior a 30 segons per evitar que els animals recuperin la consciéncia abans de la mort

(Velarde, 2000).
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4.3 Dieta

La dieta també és considerada com un factor important que afecta la qualitat de la carn.
No obstant aix0, alguns autors consideren que té un paper relatiu comparat amb aquell
de la genética i del tractament pre- i post- sacrifici (Goodband et al., 2006; Figura 1.4).
Per exemple, els porcs alimentats adequadament i amb un excel-lent potencial genétic
des del punt de vista de la qualitat de la carn, poden mostrar una incidéncia de carn de
baixa qualitat (ex. carns PSE o DFD) si el tractament previ al sacrifici no ¢€s 1’adequat.
De la mateixa manera, un tractament ante mortem adequat i una bona nutricié poden
reduir la incidéncia de problemes relacionats amb la qualitat de la carn només si els
animals utilitzats provenen d’una genética amb predisposicido a mostrar carn de baixa
qualitat. I finalment, una dieta perfectament dissenyada per aportar tots els nutrients
necessaris per a un desenvolupament adequat de 1’animal no és suficient per evitar els
efectes potencialment negatius d’una genetica o d’un tractament ante mortem inadequat.
Aixi doncs, tot i que ’efecte de la dieta pot ser menys important que el de la genctica i
del tractament pre- i post- sacrifici, és important tenir-la en compte per obtenir una
qualitat de la carn Optima. Per tant, en estudis de factors relacionats amb la dieta també

es controlin aquells altres factors que tenen influéncia sobre la qualitat de la carn.

Tractament

pre- 1 post sacrifict ‘ :: i Genetica

Dieta

Figura 1.4-2. Importancia relativa del tractament pre- i post- sacrifici, genetica i
dieta sobre la qualitat de la carn. Les dimensions de les fletxes indiquen el grau
relatiu que cada factor pot contribuir a modificar-ne un altre (Adaptat de
Goodband et al., 2006).
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El porc és un animal monogastric i com a tal, molts dels nutrients que consumeix soén
facilment absorbits i incorporats al teixit muscular i a 1’adipds, afectant aixi la qualitat
de la carn. Existeixen molts estudis dirigits a millorar la qualitat de la carn mitjangant
modificacions a la dieta del porc. Aixi per exemple, s’ha estudiat la manipulacié de les
reserves de glucogen muscular o I’aportaci6 de glucosa a I’aigua de beguda per reduir la
incidéncia de carns PSE (Lopez Bote, 2001; Rosenvold & Andersen, 2003), o també
s’ha estudiat I’efecte de la vitamina E i altres antioxidants per millorar el color i
’estabilitat oxidativa de la carn entre altres parametres (Rosenvold & Andersen, 2003).

Per altra banda, qualsevol component alimentari que redueixi la resposta a l’estres
directament o indirectament pot millorar aquells defectes de qualitat de carn que hi
estan relacionats. La resposta immediata a factors estressants és 1’alliberament de
neurotransmissors a nivell del cervell, els quals estimulen el sistema nervids i alliberen
hormones (anomenades hormones de I’estrés) a la sang. Aquestes poden estimular
negativament el metabolisme muscular de manera que afecten aixi la qualitat de la carn
(vegeu apartat 1.3.2). Durant els ultims anys han augmentat el nombre d’estudis que es
centren en suplementar la dieta amb algun compost quimic just abans del sacrifici
perseguint aquest objectiu. Entre els més estudiats hi ha diversos compostos de magnesi
com el sulfat, aspartat, acetat, 0xids o clorur de magnesi (vegeu I’apartat 1.5.3.1). Altres
estudis suggereixen que modificant la proporcid de certs nutrients ja presents a la dieta
(com els aminoacids triptofan, tirosina, fenilalanina, treonina i arginina, i la colina,
precursora del neurotransmissor acetilcolina), poden modificar-se els nivells d’alguns
neurotransmissors i, per tant, es poden observar canvis en el comportament (revisat a

Lieberman, 2003; vegeu I’apartat .5.3.2).

5 Estrategies per disminuir l'estrés dels animals
associat als moments previs al sacrifici

5.1 Dejuni

Les explotacions porcines apliquen restriccions alimentaries abans de transportar els
animals cap a I’escorxador que oscil-len entre 12 i 18h (Gispert et al., 1996) o de 16-23h
(Eikelenboom et al., 1991).

Segons les revisions de Beattie et al. (2002) 1 Faucitano et al.(2010b) els motius

principals pel qual es recomana aquesta practica son per reduir el contingut del tracte
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intestinal per tal de reduir els marejos (Bradshaw et al., 1996), per disminuir el risc de

contaminacions de la canal per entero-bacteries per trencament del tub digestiu durant

I’evisceracio (Berends et al., 1996) i per reduir la mortalitat. En alguns casos pero, el

dejuni no s’aplica o bé s’aplica incorrectament, fet que causa queixes 1 penalitzacions

per part dels escorxadors.

Diversos estudis han relacionat el dejuni amb canvis en les caracteristiques de la canal,

en parametres relacionats amb la qualitat de la carn, amb el benestar animal, 1 fins i tot

s’ha descrit el potencial impacte ambiental 1 economic del dejuni previ al sacrifici. A

continuacio es resumeixen els principals efectes del dejuni:

- Caracteristiques de la canal. Segons Warris (1994) i Beattie et al. (2002) el dejuni
pot ocasionar canvis en el pes viu i rendiment de la canal que sovint s’han relacionat,
amb el pes de la femta 1 de I’orina. Durant les primeres 24h de dejuni, el porc pot
perdre fins un 5% del pes viu, a una velocitat de 0,2% per hora o 0,25kg/h, resultant
en perdues de pes de fins a Skg després d’un dejuni de 24h (Warris, 1993). A més,
segons les correlacions entre el rendiment de la canal i el quocient entre 1’estomac
buit 1 el pes de la canal, aproximadament el 25% de la variacié de les perdues per
oreig de les canals podria explicar-se amb el pes dels estomacs que es retiren durant
I’eviscerat de les canals (Faucitano et al., 2006). Kephard & Mills (2005) observaren
una diferéncia entre 0,90kg i1 2,0kg en el pes de I’estobmac al moment del sacrifici
entre porcs dejunats 16-24h 1 porcs no dejunats, 1 Eikelenboom et al. (1991) va
publicar dades amb pesos d’estomacs dues vegades més grans en porcs dejunats 6h
respecte dels porcs dejunats 12h (11,5 vs 6,7kg). Segons Chevillon et al. (1994), per
assolir els requeriments de la industria cal que el pes de 1’estomac sigui inferior al
1,4kg 1 que el seu contingut sigui inferior a 0,5kg.

Per altra banda, si el tracte gastrointestinal és perforat durant 1’eviscerat a
I’escorxador, les canals poden contaminar-se. Quan el tub digestiu conté quantitats
importants de solids o gasos augmenta la probabilitat de ferides i1 perforacions amb el
consegiient risc de contaminacié bacteriana de la canal (Chevillon, 1994; Faucitano
et al., 2010b; Schoonerwoerd, 1997; Martin-Pelédez et al., 2008). Per tant, el dejuni
previ al sacrifici facilita també I’eviscerat a I’escorxador, reduint aixi el decomis de
canals per contaminaci6é microbiologica procedent del contingut gastrointestinal en el
cas de perforacions de 1’aparell digestiu (Eikelenboom et al., 1991; Miller et al.,

1997; Morrow et al., 2002).
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- Qualitat tecnologica de la carn. Diversos autors han relacionat el temps de dejuni
amb una reduccio de la incidéncia de carns PSE (Lopez-Bote, 2001; Murray & Jones,
1994) 1 amb un augment de la incidéncia de carns DFD (Gregory, 1998). Sterten et
al. (2009) van suggerir que un dejuni molt prolongat (26,5h) pot provocar
deshidratacid, fet que explicaria I’obtencié de pérdues per degoteig baixes. Altres
autors, pero, publiquen un baix impacte o un impacte nul sobre la qualitat de la carn
(Beattie et al., 2002; De Smet et al., 1996; Morrow et al., 2002; Murray et al., 2001).

- Implicacions sobre el benestar dels animals. Un augment del dejuni també s’ha
relacionat amb danys addicionals a la pell dels animals a causa de baralles (Faucitano
et al., 2006; Murray & Jones, 1994; Warriss et al., 1998). Perd una bona practica del
dejuni té efectes positius per al benestar dels animals ja que redueix els marejos
(Bradshaw et al., 1996; Warris, 1994) i la mortalitat durant el transport (Averods et
al., 2008; Gispert et al., 2000b; Guardia et al., 2004, 2005).

- Impacte ambiental. Alguns autors també relacionen el dejuni amb una reduccié dels
residus a I’escorxador ja que permet que els porcs arribin amb el tracte intestinal buit
(Eikelenboom et al., 1991).

- Impacte economic. Kephart & Mills (2005) relacionaren el temps de dejuni amb una
reducci6 de les despeses economiques pel fet d’estalviar pinso.

A la bibliografia es poden trobar diferents periodes recomanats de dejuni segons les

condicions experimentals 1 el motiu pel qual s’aplica. La taula 1.5-1 recull aquestes

recomanacions. Tot i que des del punt de vista del benestar animal Brown ef al. (1999)

recomana que el dejuni sigui inferior a 1h, la majoria d’estudis recomanen que el dejuni

sigui superior a les 12h (sense especificar si aquest es realitza a la granja o ¢és el temps
total de dejuni fins que I’animal és sacrificat). Warriss (1994, 1998) distingeix
precisament entre periode de dejuni previ al transport i1 el periode de dejuni total.

Especifica que el dejuni sigui superior a 4h abans del transport Warriss (1994, 1998), i

que per evitar perdues economiques, el dejuni total sigui com a maxim de 18h abans de

la mort de I’animal (Warriss, 1998). La majoria d’estudis, pero, recomanen un temps
maxim de 24h de retirada d’aliment. Com a excepcio, Leheska et al. (2002) distingeix
periodes de dejuni segons la distancia entre la granja i ’escorxador. Suggereix que
productors situats a 1h de I’escorxador poden beneficiar-se del dejuni per millorar la
qualitat de la carn, mentre que productors situats a més distancia no necessitarien

dejunar els animals ja que el propi transport permetria obtenir els mateixos resultats.
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5.2 Temps d’espera

El tractament adequat dels animals a 1’escorxador pot reduir considerablement la
incideéncia de carns PSE (Barbut et al., 2008). Aquestes practiques inclouen el temps
d’espera a 1’escorxador el qual proporciona una reserva d’animals a la linia de
I’escorxador que permet 1’adaptacio a les variacions als horaris d’arribada d’animals, i
en segon lloc perd no menys important, permet que els animals reposin i es recuperin
d’un transport sovint estressant (Grandin, 1994; Nanni Costa et al., 2002; Pérez et al.,
2002; Warris, 2003), 1 per tant, tamb¢ t& implicacions positives pel que fa al benestar
dels animals 1 la qualitat de la carn (Warris, 2003). Actualment es considera que els
porcs no s’han de sacrificar en condicions d’estres, i s’accepta que el propi maneig previ
a I’arribada dels porcs a I’escorxador €s estressant. A més, s’accepta que segons el patrd
normal de conducta a I’arribar a I’escorxador, els porcs arriben a una situacio de calma a
les 2-3h després de I’arribada (Honkavaara, 1989). Si s’aconsegueix manipular i
transportar els animals en condicions d’estrés minimes, ’espera a 1’escorxador no
millora la qualitat de la carn i per tant, alguns autors defensen que en el cas que els
porcs hagin estat manipulats en condicions no hi ha necessitat de deixar-los temps per
recuperar-se a 1’escorxador (Aaslyng et al., 2001; Warris et al., 2003).

Les recomanacions pel que fa al temps d’espera ideal varien segons els estudis, i
existeix certa discrepancia en el periode optim (vegeu Taula 1.5-1). La majoria d’ells
suggereixen periodes de 0 a 6h, argumentant qiiestions relacionades amb el benestar
dels porcs (Grandin, 1998; De Smet et al., 1996). Altres pero, parlen del seu potencial
efecte sobre la qualitat de la carn, principalment el color anormal, la capacitat de
retencié d’aigua, la incidéncia de PSE i DFD, i la preséncia de danys a la pell per la
barreja d’animals. Nanni Costa et al. (2002) trobaren que d’entre tots els factors previs
al sacrifici estudiats (gen RYR1, métode de carrega, situacio dels animals 1 la densitat
dins el camid) el temps d’espera era aquell que més afectava la qualitat de la carn, de
manera que a I’augmentar el temps d’espera disminuia la proporci6 de carn PSE. També
es distingeix 1’estacié de 1’any, de manera que a I’hivern el periode de repos podria ser
inferior a les 2h i es recomana que a ’estiu aquest periode s’allargui fins a les 4h (Van

de Perre et al., 2010).
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Taula 1.5-1. Temps de dejuni i d'espera recomanats segons diferents estudis.

. Durada de dejuni Durada d’espera
Estudi
recomanada recomanada
Aaslying & Barton Gade., 2001 Oh
(si les condicions prévies al
sacrifici son de minim estrés)
Beattie et al., 2002 ~12h
Bertol et al., 2005 24h
(Disminucié del potencial glicolitic i
possible millora color i CRA)
Brown et al., 1999 <1h
(punt de vista de benestar animal)
Chevillon, 1994 12-18h
De Smet et al., 1996 Tota la nit 2-6h
(ta*; | duresa instrumental)
Eikelenboom et al., 1991 16-24h
Fischer et al., 1988 Fins a 72h (dejuni + espera)
(No redueix PSE pero 1 DFD)
Geverink et al., 1996 Oh
(punt de vista de benestar
animal)
Gispert et al., 1996 12-18h
Gispert et al., 2000b 12-18h
Guardia et al., 2004 18-20h
Guardia et al., 2005 18-20h
Grandin, 1994 2-4h
Kephard & Mills, 2005 16-24h
(| pes visceres)
Murray & Jones, 1994 24h
Murray et al., 2001 15h 2h
Nanni Costa et al., 2002 2-22h
(| % PSE ; = % DFD)
Leheska et al., 2002 2h (si granja i escorxador sén a
menys d’1h)
Oh (si granja i escorxador son Iluny)
Pérez et al., 2002 2-4h
Santos et al., 1997 2-3h
(porcs susceptibles a ’estres, a
temperatures moderades)
Oh
(a temperatures elevades)
Sterten et al., 2009 26,5h
(] driploss; | L*; 1 tendresa)
Van de Perre et al. (2010) 2-4h (a I’estiu) | % PSE
<2h (a I’hivern) | % PSE
Warriss et al., 1992 2-3h
Warriss et al., 1998 1-3h
Warriss, 1982 Max.18h
(per evitar pérdues economiques )
Warriss, 1994 4-12h (abans transport) 8-28h
8-18h (abans sacrifici)
Warriss et al., 2003 2h
Young et al., 2009 1-3h

PSE: pal-lida, tova i exsudativa; DFD: fosca, ferma i seca; CRA: capacitat de retencié d’aigua.
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Tanmateix, un repos excessiu també pot augmentar de manera important els danys a la
pell de la part posterior de la canal dels animals — relacionat amb baralles (Brown et al.,
1999; Faucitano, 2001)— implicant possibles perdues economiques per la devaluacio de
la canal especialment per a produccid de pernil curat (Nanni Costa et al., 2002). En un
estudi de Pérez et al. (2002) es varen observar danys a la pell a partir de les 9h d’espera.
Un temps d’espera excessiu també tendeix a augmentar el percentatge de carns DFD
(Fernandez, et al., 1991; Pérez et al., 2002; Warriss et al., 1998), tot i que no tots els
estudis obtenen les mateixes conclusions. Segons els resultats de Nanni Costa et al.
(2002), el fet d’augmentar fins a 22h 1’espera (33h de dejuni en total) no originaria una

major proporcid de canals DFD respecte els animals sotmesos a 2h d’espera.

5.3 Utilitzacio de suplements de magnesi i/o triptofan

Anys enrere, una de les practiques realitzades per part dels ramaders per tal de reduir
I’estrés dels porcs des de la granja a 1’escorxador era la injeccidé de tranquil-litzants
farmacologics. Perd a causa del possible risc de la preséncia de residus d’aquests
compostos a la carn destinada al consum huma, alguns d’aquests sedants van ser
prohibits (Reial Decret 1135/2002). Per tant, va sorgir la necessitat de trobar alternatives
per ajudar a pal-liar els efectes negatius del maneig abans del sacrifici. Una de les
possibles solucions és la utilitzacié d’additius alimentaris, afegits al pinso o a I’aigua de
beguda (Frederick et al., 2003a i b; Frederick et al., 2004; Swigert et al., 2004) per tal
de calmar els porcs i repercutir aixi positivament en el benestar animal 1 en la qualitat

tecnologica final de la carn.

5.3.1 Utilitzacio de suplements de magnesi a la dieta

El magnesi és un catié divalent que actua com a cofactor essencial en molts sistemes
enzimatics 1 metabolics (Heaton, 1990). Intervé en processos bioquimics primitius com
la fotosintesi i adhesié cel-lular; actua com a regulador de 1’estructura del ribosoma, en
el transport de membrana, sintesi de proteines i acids nucleics; generacio i transmissio
de I’impuls nervids, contraccié muscular i cardiaca aixi com en la fosforilacié oxidativa
(Aranda et al., 2000). Les funcions bioquimiques del Mg poden resumir-se en:
- Sintesi 1 utilitzaci6 de compostos rics en energia (ATP, fosfocreatina, fosfoenol
piruvat, acil-CoA o succinil-CoA), de transportadors de protons i electrons

(NAD, NADP, FMN i FAD), i de molts enzims.
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- Element estabilitzant de la membrana cel-lular i de nombroses proteines i acids
nucleics intracel-lulars.
- Regulador de canals i0nics.
- Intervé en la transmissio nerviosa, la contraccidé muscular, el transport de potassi
i els canals de calci.

E1 99% del Mg es troba als ossos o a 1’espai intracel-lular. La renovacié del Mg ossi és
molt lenta de manera que els requeriments d’aquest catid6 depenen de 1’equilibri entre
I’absorcid intestinal i I’excreci6 renal. Per tant, el rony6 juga un paper important en el
balan¢ d’aquest element. Actualment s’admet I’existéncia de dos sistemes de transport
intestinal per aquest catid, un a través d’un transportador i saturable a baixes
concentracions (2-4mEq/l) 1 una difusio simple que té lloc a concentracions elevades
(MaclIntyre & Robinson, 1969; Shills, 1988).
El 90% del Mg ingerit s’absorbeix principalment a ’intesti prim (Partritge, 1978). En
condicions normals el Mg s’absorbeix en una proporcid que oscil-la entre el 45 i el
70%. Tanmateix, substancies com els acids grassos i les sals biliars aixi com el calci, el
fosfat 1 el citrat disminueixen la seva absorcio perque formen compostos insolubles amb
aquest catid. Alhora, un altre factor molt important a tenir en compte és 1’equilibri acid
base, ja que en els casos d’acidosi I’absorcié de Mg augmenta (Aranda et al., 2000). Un
cop absorbit, aquest 10 €s transportat als diferents teixits, majoritariament el teixit ossi,
pero també al teixit muscular.
En situacions d’estres, 1’animal allibera hormones (catecolamines) que estimulen la
glucogenolisi, de manera pot causar un esgotament de les reserves de glucogen i1 per
tant, disminueix el pH de la carn i la capacitat de retencio d’aigua. Diversos estudis han
demostrat que el magnesi podria provocar la disminucié de la secrecié de catecolamines
(D’Souza et al., 1998b) 1 aixi es disminuiria la velocitat de la glucogenolisi 1 per tant,
s’evitaria ’esgotament rapid de glucogen. Aixi, un suplement de magnesi a la dieta
podria evitar la perdua de qualitat de la carn dels animals sotmesos a estres.
En porcs amb elevada sensibilitat a la sindrome de 1’estrés porci el metabolisme post
mortem muscular ¢és alterat per una mutacié al canal d’alliberacié de calci de manera
que es veu afectada I’estimulacié de la contraccio-relaxacié muscular (Fujii et al.,
1991). El Mg t¢ un efecte antagonista del calci que redueix 1’estimulacié neuromuscular
de la contraccio del teixit muscular (Classen et al., 1983; Schmitten et al., 1984).

Competeix amb el calci pels llocs d’enllag a les fibres musculars i potencia la circulacio
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del calci des del sarcoplasma cap el reticle sarcoplasmatic mitjancant 1’activacio de la
bomba Mg2+ - Ca®" ATPasa (Lahucky et al., 2004). Pero al mateix temps, evita que
aquest torni al sarcoplasma de manera que impedeix que hi hagi calci disponible per la
contraccid muscular. Aixi, podria frenar la despesa d’energia (en forma d’ATP) que
suposa la contracciéo muscular i endarrerir 1’inici del metabolisme anaerobi.

La utilitzacio de suplements de Mg a la dieta, ja sigui durant un periode llarg (a partir
dels 25-30kg de pes viu) com durant els ultims 2-5 dies previs al sacrifici de 1’animal,
pot millorar tant la qualitat de la canal com el guany mig diari (GMD 6 ADQG), el
rendiment, el percentatge de magre i la profunditat del muscul LT (Caine et al., 2000).
Aixi mateix, una suplementacié de magnesi pot tenir efectes sobre la qualitat de la carn,
com el pH muscular, la capacitat de retencidé d’aigua, el color i sobre la textura, aixi
com efectes sobre la incideéncia de carns PSE (vegeu Taula 1.5-2).

La suplementaci6 amb magnesi s’ha estudiat tant en forma solida, barrejat amb el pinso
(D’Souza et al., 1998b, 1999, 2000, 2002a; Lahucky et al., 2004; Otten et al., 1992),
com en forma liquida barrejat amb 1’aigua de beguda (Frederick et al., 2003a i b,
Frederick et al., 2004, 2006; Peeters et al., 2005; Swigert et al., 2004) o bé per injeccid
intramuscular (Shaefer et al, 1993). També s’ha estudiat D’efectivitat de diferents
compostos quimics de magnesi aixi com diferents dosis diaries (Schaefer et al., 1993;
D'Souza et al., 1999, 2000; Hamilton et al., 2003) i diferents temps de suplementacio
(D’Souza et al., 2000; Hamilton ef al., 2002., 2003; Frederick ef al., 2003a 1 b).

Molts autors han estudiat I’efecte de la suplementacié de magnesi sobre la qualitat de la
carn de porc en una situacié d’estrés agut abans del sacrifici. Els resultats, pero, son
contradictoris 1 no concloents (Apple, et al., 2000, 2001; Caine, et al., 2000; D'Souza, et
al. 1998b; 1999 1 2002b, Hamilton, et al., 2002; O'Quinn, ef al., 2000). Per altra banda,
existeixen certes discrepancies pel que fa a I’efecte d’aquest tranquil-litzant en animals

portadors o lliures del gen de I’halota (Apple et al., 2000; Caine et al., 2000).
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Taula 1.5-2. Taula resum dels efectes la suplementacio durant els ultims dies abans del sacrifici de diferents fonts de magnesi sobre la

qualitat tecnologica de la carn.

Font de magnesi Descripcio Refereéncies Descripcio del tractament
Aspartat de magnesi 1 CRA Caine et al., 2000 7d o 43d; solid
Millora color carn D’Souza et al., 1999 5d; solid
1 % PSE D’Souza et al., 1998¢ 5d; solid
Schaefer et al., 1993 5d o injecci6 intramuscular; solid
D’Souza et al., 2000 2d, 5d; solid
D’Souza et al., 2002a 2 0 5d; solid
D’Souza et al., 2002b 10 d; solid
MgAspHCl 1 CRA Caine et al., 2000 7d o 43d; solid
Millora color carn
1 agressions en NN
1 % PSE en Nn
Propionat de Mg = CRA, pHu, a* i pérdues per coccio Hamilton et al., 2003 1d, 2d, 5d; solid
Proteinat de Mg = CRA, pHu, a* i pérdues per coccido Hamilton et al., 2003 1d, 2d, 5d; solid
LL*
Acetat de Mg L L*i1a* Geesink et al., 2004 5d; solid
MgSO, Minimitza efecte de 1’estrés Niemack et al., 1979
Font de Mg economica D’Souza et al., 2000 2d, 5d; solid
Millora CRA i L* Hamilton et al., 2003 1d, 2d, 5d; solid
Frederick et al., 2004 0d, 2d, 4d, 6d; liquid
Frederick et al., 2006 0d, 2d; liquid
MgCl, Minimitza efecte de 1’estrés Niemack et al., 1979
Font de Mg economica D’Souza et al., 1999 5d; solid
MgO 1 pHu i | pérdues per degoteig en NN i Nn Lahucky et al., 2004 5d; solid

CRA: Capacitat de retencidé d’aigua; PSE: carn pal-lida, tova i exsudativa; NN: animals halota negatius; Nn: animals heterozigots del gen RYR1; pHu:
pH mesurat a les 24h post mortem; a*: parametre del sistema CIE-Lab que indica la ‘tendéncia al vermell’; L*: parametre del sistema CIE-Lab que

indica la lluminositat.



5.3.2 Utilitzacio de suplements de triptofan a la dieta

El triptofan (Trp) és un aminoacid aromatic essencial (Figura 1.5-1) que no només
intervé en la sintesi proteica sind que també té un paper important com a precursor de
neurotransmissors i hormones (serotonina, melatonina, triptamina, i també NAD,
NADP,...) que participen en la regulacio del comportament animal (Sainio et al., 1996).
Una petita part del triptofan actua al cervell com a precursor de la serotonina
(neurotransmissor 1 vasoconstrictor), i aquesta alhora com a precursora de la melato-
nina.

En el cervell, la serotonina ¢és sintetitzada a partir del Trp mitjangant una hidroxilacid
intermedia amb ’enzim triptofan 5-monooxigenasa formant 5-hidroxitriptofan, seguit
d’una decarboxilacié a 5-hidroxitriptamina (o serotonina). El pas intermedi és el pas
limitant per a la sintesi de la serotonina (Leathwood, 1987). Per tal de tenir Trp
disponible al cervell, fa falta que aquest sigui absorbit a nivell intestinal entrant aixi al
torrent sanguini, 1 una vegada alla, és necessari que creui la barrera hematoencefalica
per arribar finalment al cervell (Figura 1.5-2). El transport del Trp a través de les
membranes cel-lulars (tan a nivell intestinal com al cervell) competeix amb el transport
dels aminoacids neutres d’alt pes molecular (LNAA: valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina 1 tirosina), i €és la proporcidé Trp:LNAA aquella que determina 1’entrada de
Trp al plasma i la consegilient repercussié en la sintesi de serotonina a I’hipotalem

(Leathwood, 1987; Guzik, 2002).

oH

\\

Figura 1.5-1. Estructura quimica del triptofan.

La serotonina influeix en la regulacié de la temperatura corporal, excitacio, sensibilitat
al dolor, comportament sexual, comportament alimentari 1 agressivitat (Leathwood,
1987). Diversos estudis han demostrat que en situacions estressants els animals mostren
una concentraci6 inferior de catecolamines (serotonina, adrenalina i noradrenalina) a

I’hipotalem (Adeola & Ball, 1992; Henry et al., 1996), de manera que augmentant la
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concentracio de serotonina es podria pal-liar la resposta dels porcs davant aquest tipus

de situacions (Adeola & Ball, 1992).

Triptofan LNAA
Competéncia segons
proporcié Trp/LNAA

sang

Barrera
hematoencefalica

cervell l

Mateix transportador
per Trp i LNAA

Oxidaci6 Trp

Regulacio de
*Gana
eresposta a I’estres
~agressions

Serotonina —— >

Figura L.5-2. Transport del Trp a través de la barrera hematoencefalica i
competéncia amb els aminoacids de cadena llarga (LNAA) (Adaptat de
Leathwood, 1987).

Pel fet que la serotonina no pot creuar la barrera hematoencefalica, I’inica manera
d’augmentar-ne la seva concentracid ¢s modificant la concentracid dels seus precursors,
S-hidroxitriptofan o el mateix triptofan, per exemple, a través de la dieta. Per tant, el Trp
t¢é un potencial efecte sobre alguns comportaments com les agressions, la ingesta
d’aliments i I’estrés (Guzik, 2002).

La melatonina, per la seva banda, és una neurohormona sintetitzada a partir de la
serotonina. Esta relacionada amb la regulacio del cicle de la son (Lydic & Baghdoyan,
1999). La seva producci6 augmenta fins a 10 vegades durant la nit.

L’objectiu de la incorporacié de Trp a la dieta és comprovar el seu efecte sobre el
comportament i la qualitat tecnologica de la carn dels animals. No obstant aix0, alguns
estudis mostren que la degradacid anaerobia del Trp a I’intesti per part de bacteéries
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lacties es produeix, entre altres compostos, 1’escatol (Jensen et al., 1995). Aquest,
juntament amb ’androstenona, és un dels principals compostos responsables de 1’olor
sexual de la carn de porc i a certs nivells pot disminuir 1’acceptabilitat de la carn per
part dels consumidors (Annor-Frempong et al., 1997; Hansson et al., 1980; Font 1
Furnols, 2000). La biosintesi d’aquest t¢ lloc en un procés de dues etapes on es
transforma en primer lloc a acid 3-indolacetic 1 posteriorment a escatol (3-metil indol,
Figura 1.5-3). Aquesta reaccio és duta a terme per bacteris, del génere Lactobacillus sp.,
de manera que la producci6 d’escatol dependra en primer lloc de la disponibilitat del
Trp (procedent de la dieta) i també de I’activitat de les bactéries intestinals (Jensen &
Jensen, 1998). Aquesta substancia s’absorbeix a nivell intestinal i es distribueix al teixit
adipds, on s’emmagatzema. Una part de I’escatol es degrada al fetge o bé als pulmons
mentre que una altra part és excretada pels ronyons via orina (Hansen-Moller &
Kjeldsen, 1998). A més de ser absorbit a través de Iintesti, I’escatol també és present a
la femta, i pot ser absorbit a través de la pell de manera que un contacte constant amb la
femta pot provocar tamb¢ olor sexual fins i tot en femelles (Nonboe, 1991). Mostres de
greix amb continguts elevats d’escatol produeixen olors fecals a 1’escalfar-les,

constituint el que s’anomena olor sexual o boar taint.

Indol

Triptofan

3-metil indol

Acid 3-indol acétic ——>
(escatol)

Primera etapa Segona etapa

Figura 1.5-3. Etapes de formacio de l'escatol a partir de I'aminoacid triptofan
(Jensen & Jensen, 1998).

Al contrari del cas del Mg, existeixen pocs estudis que es centrin en la suplementacio de
Trp durant un periode de temps curt abans del sacrifici amb I’objectiu de millorar la
qualitat de la carn (Taula 1.5-3). Possiblement, pel fet de ser un aminoacid que pot
modificar la produccid de serotonina al cervell, la major part dels treballs estudien
I’efecte d’aquests aminoacids sobre el comportament i 1’eficiéncia productiva. Alguns
autors han estudiat 1’efecte de la ingesta de Trp sobre el consum de pinso, el
comportament dels animals, aixi com el guany mig de pes diari (ADQG), ingesta diaria
mitjana (ADFI) i percentatge de magre (Henry, 1995; Henry et al., 1996; Koopmans et

al., 2006; Li et al., 2006; Peeters et al., 2004). Tanmateix, alguns treballs també
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presenten resultats de qualitat de la carn, demostrant que la suplementacié de Trp durant
els dies previs al sacrifici podria afectar positivament la qualitat de la carn (Henry et al.,
1996) disminuint la incidéncia de carns PSE (Adeola & Ball, 1992; Henry ef al., 1996).
Aix0 no obstant, treballs més recents mostren resultats contradictoris amb els esmentats.
Aixi, Guzik et al. (2002) van concloure que un tractament amb Trp podria, fins i tot,
empitjorar la qualitat de la carn produint carn més pal-lida i més exsudativa, mentre que
Li et al. (2006) no va observar cap efecte de la suplementacié amb Trp durant 7 dies

sobre la qualitat de la carn.
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Taula 1.5-3. Estudis que evidencien I'efecte de 1'adicié durant pocs dies de suplements de triptofan a la dieta sobre la qualitat de la canal i

de la carn.
Compost i durada Activitat % Pérdues per

Autor tractament Sexe animals Rdt magre pH45 pHu PSE degoteig L* a*
Adeola & Ball., 1992 (expl) TrpiTyr, 5d MC, F C=Trp C=Trp l
Adeola & Ball., 1992 (exp2) TrpiTyr, 5d MC, F TTYR 1TYR = l
Guzik (cap6), 2002 Trp, 5d MC
Guzik (cap6), 2002 Trp, 5d MC
Guzik (cap6), 2002 Trp,2h (bolus), 5d MC 1ol 1 tol 1
Henry et al., 1995 L-Trp,
Li et al., 2006 (expl) Trp, 7d MC, F | Trp
Li et al., 2006 (exp2) Trp, 7d MC, F
Liet al., 2006 (exp3) Trp, 7d MC, F = = = =
Peeters et al., 2004 trp, vitE, herbal products,

3d | Trp

Sainio et al., 1996 Trp
Séve et al., 1991 Trp

Rdt: rendiment; pH45: pH mesurat als 45 min post mortem; pHu: pH mesurat a 24h post mortem; PSE: carn pal-lida, tova i exsudativa; L* parametre del sistema CIE-
Lab que indica la lluminositat de la carn; a* parametre del sistema CIE-Lab que indica la ‘tendéncia al vermell’; MC mascle castrat; M mascle enter, F femella;
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11. Justificacio i Objectius

II. OBJECTIUS

1 Justificacio

El present estudi s’emmarca dins de les linees d’investigacié de la Unitat de Qualitat de
Producte de 'IRTA-Monells. Dins aquest marc, es varen plantejar diferents estratégies
a curt termini per millorar el benestar dels animals i la qualitat de la carn de bestiar
porci. Aixi, I’objectiu general d’aquest estudi és estudiar estrategies previes al sacrifici
que poden afectar el nivell d’estres dels porcs i modificar el seu comportament, la

qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn.

2 Objectius especifics

Per dur a terme 1’objectiu general, s’han plantejat dues parts diferenciades:

1. La primera part pretén estudiar I’efecte del dejuni i1 el temps d’espera durant el
periode ante mortem sobre la qualitat de la canal 1 de la carn. Aquest estudi es troba
emmarcat dins el projecte Efecto de la restriccion alimentaria y el manejo pre-
sacrificio sobre el bienestar y la calidad de la canal y de la carne en distintos
genotipos porcinos (Ref. INIA RTA04-007).

Els objectius especifics d’aquesta part sén (Experiment IV-1):

1.1. Avaluar I’efecte de diferents temps de dejuni a la granja sobre la

qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn.

1.2. Avaluar I’efecte de diferents temps d’espera a [’escorxador sobre la

qualitat de la canal 1 la qualitat tecnologica de la carn.

1.3. Avaluar I’efecte de diferents temps de dejuni total abans del sacrifici

sobre la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn dels porcs.

2. La segona part pretén estudiar la incorporacié de tranquil-litzants no al-lopatics (sals
de magnesi i/o triptofan, en diferents concentracions) com a suplements a la dieta
durant els 5 dies previs al sacrifici com a estrateégia per disminuir els nivells d’estres 1
avaluar el seu efecte sobre el comportament dels porcs i sobre la qualitat de la canal i

de la carn. Aquest estudi es troba emmarcat dins el projecte Suplementacion de
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tranquilizantes naturales en la dieta de cerdos con diferente genotipo al estrés: efecto
sobre el bienestar animal y la calidad tecnologica y sensorial de la carne (Ref. CICYT
AGL2002-00777).

Els objectius especifics d’aquesta part son:

2.1. Avaluar I’eficacia de I’addici6 de suplements a la dieta (0,38% MgCOs3
0 0,61% | -triptofan) en el periode previ al sacrifici (5 dies) com a estrateégia
per a disminuir els nivells d’estrés 1 millorar la qualitat tecnologica de la
carn d’animals de dos genotips diferents respecte al gen de I’Halota
(homozigots dominants -NN— o recessius —nn), en condicions de estres

minim (Experiment IV-2).

2.2. Avaluar I’eficacia de I’addicio de suplements a la dieta (0,40% MgSO, 1
0,77% yr-triptofan, o 0,70% r-triptofan) en el periode previ al sacrifici (5
dies) com a estratégia per a disminuir els nivells d’estrés i millorar la
qualitat tecnologica de la carn, d’animals de dos genotips diferents respecte
al gen de I’Halota (homozigots dominants —NN— o portadors —nn), en

condicions d’estres elevat (Experiment IV-3).
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111. Disseny experimental i Material i Meétodes

lll. DISSENY EXPERIMENTAL | MATERIALS |
METODES

1 Disseny experimental

Els resultats d’aquest treball s’agrupen en tres capitols d’acord amb el disseny
experimental. Per assolir els objectius plantejats, es varen realitzar 3 experiments
diferents amb 72 mascles enters cadascun. En tots els casos, els animals es van criar al
Centre d’Avaluacié Porcina de I’'IRTA 1 es van sacrificar a I’escorxador experimental
també de I’IRTA, ambdos situats a Monells (Baix Emporda) 1 separats una distancia de
3 km.

La primera estratégia es va plantejar per estudiar I’efecte del dejuni i el temps
d’espera sobre la qualitat de la canal i1 de la carn. Per fer-ho, es va plantejar un disseny
experimental 2x2, amb dejunis de 0 1 12h i1 temps d’espera de 0 1 12h (Taula III.1,
Capitol 1)

La segona estratégia es va plantejar per estudiar I’efecte de I’addicié de suplements a
la dieta (magnesi i/o triptofan) durant els 5 dies previs al sacrifici sobre els nivells
d’estres just abans del sacrifici, 1 sobre el comportament dels porcs, sobre la qualitat de
la canal i la qualitat tecnologica de la carn. Es van plantejar dos experiments, el primer
en condicions de minim estrés, i el segon en condicions d’estres ante mortem més elevat
(Taula III.1-1). En els dos casos també es va tenir en compte la diferent sensibilitat a
I’estrés dels animals. Per tant, en els dos experiments es va plantejar un disseny 3x2,
amb tres dietes (Control, Magnesi, Triptofan) i dos genotips respecte el gen RYR1 (NN

inn).

81



Taula I11.1-1. Estudis realitzats segons els objectius plantejats.

Experiment Capitol Disseny Experimental N Sexe Parametres estudiats
Combinaci6 de dos temps de Iv-1 (2x2)  Dejuni: 72  Mascles enters Consum de pinso
o litat de 1 1
dejuni amb dos temps d’espera * Oh Qua . dela C‘a ma
e 12h Qualitat tecnologica de la carn
Temps d’espera:
* Oh
® 12h
Utilitzacié de magnesi o triptofan Iv-2 (3x2) Dietes: 72 Mascles enters Consum de pinso
. . c rt t t ’est i t
durant els 5 dies previs al sacrifici. ¢ Control Cornpo ament durant I’estabornimen
* MgCO;s Qualitat de la canal
Condicions d’estrés minim e Trp Qualitat tecnologica de la carn
Genotip:
* NN
*Nn
Utilitzacié de magnesi i/0 triptofan Iv-3 (3x2) Dietes: 72  Mascles enters Consum indivual de pinso
. . e ¢ Control Comportament durant 1’estaborniment
durant els 5 dies previs al sacrifici. .
® MgSO, + Trp Qualitat de la canal
Condicions d’estres elevat e Trp Qualitat tecnologica de la carn
Genotip:
e NN
e nn
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2 Materials i metodes

A continuaci6 s’explica, en termes generals, el materials 1 metodes utilitzats en els tres
experiments. Pel fet de ser tres experiments independents la metodologia pot diferir
entre ells i per aquest motiu, cada capitol conté una descripci6 més detallada de la

metodologia especifica emprada.

1. Control del consum alimentari individual

Al capitol IV-1 1 IV-3 de resultats es va mesurar el consum (global o individual) dels
animals de cada tractament mitjangant una estacié automatica de control d’ingesta
(IVOG®™ Hokofarm, Marknesse, Holanda). Aquest aparell registra el consum de pinso
per cada animal registrant I’hora inicial i final de cada visita a la menjadora, i el pes

inicial 1 final de les tolves de cada menjada.

2. Transport dels animals de la granja experimental a I’escorxador experimental

El dia del sacrifici, els animals es van carregar al cami6 i es van transportar des de la
granja experimental del CAP-IRTA a les instal-lacions de I’escorxador experimental de
I’IRTA. A cada capitol es detallen les condicions especifiques amb les quals es van
traslladar els animals ja que el tractament ante mortem formava part del disseny

experimental.

3. Escorxador experimental

Els experiments es van dur a terme a I’escorxador experimental de I’IRTA de Monells.
Aquest disposa de dues zones, els corrals d’espera i I’escorxador, separats per una porta
1 un passadis. A cada experiment, els animals estaven distribuits per tractaments segons
el disseny experimental.

Les quadres d’espera estaven separades del sistema d’estaborniment per un passadis, de
412 cm de llarg i 60 cm d’ample facilitant que 1’animal avancés per aquest pero
dificultant-li la possibilitat de girar i tornar enrere (Figura II1.2-1). Al llarg de tot el
passadis hi havia uns panells d’acer inoxidable de 90 cm d’alt per prevenir que 1’animal
tingués contacte visual amb 1’exterior del passadis. L’amplada del corredor limitava els

moviments dels animals a ’avangament i la reculada, i impedien que I’animal es girés.
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El passadis conduia a la gabia del sistema d’estaborniment a través d’una rampa de
148cm de llarg i 7° de pendent. L’entrada al sistema d’estaborniment consistia en una

porta suspesa amb una politja, que es trobava situada al final de la rampa del passadis.

4. Estaborniment dels animals amb dioxid de carboni

L’estaborniment va realitzar-se amb CO, emprant el sistema Dip-Lift tipus ascensor
(BUTINA ApS DK-4300 Holbeak, Dinamarca, Figura II1.2-1), que consisteix en una
gabia de 195cm de llargada, 90cm d’algada 1 61cm d’ample, amb capacitat per a un
animal i amb la superficie del terra foradada per facilitar I’entrada del gas i amb llum
interior. La gabia tenia una porta d’entrada tipus guillotina. Durant 1’estaborniment, la
gabia baixava per I’interior d’un pou a una profunditat de 260cm, on la concentracié de
CO; era del 85-90%, depenent de I’experiment. L’ompliment del pou de gasos es va
controlar manualment utilitzant un rotametre per regular el cabdal.

El procés durava 132 segons durant els quals, els animals s’estaven 86 segons al fons
del pou a la maxima concentracido de CO,, i tardaven 23 segons per pujar 1 23 segons

per baixar.

Sistema d’estaborniment
(Gabia de CO,)

& |

| ¥
Passadis Rampa Entrada i b

J

Figura I11.2-1. Esquema de les instal-lacions del sistema d'estaborniment i la seva
rampa d'accés.
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5. Mesures de les caracteristiques de la canal

El pes de la canal es va registrar amb la canal eviscerada i amb la presentaci6 estandard
de la Uni6 Europea (sense greix pelvico renal, ronyons ni diafragma). La relacio entre
aquest pes calent (kg) i el pes viu obtingut préviament, va permetre calcular el
rendiment al sacrifici.

RT ((y )— PaLal(kg) x100
’ Pes viu (kg)

A la mitja canal esquerra es van realitzar les mesures d’espessor de greix (LR34FOM) i
muscul (MFOM) mitjangant la sonda de classificacié semiautomatica Fat-o-meat’er
(FOM), els valors dels quals van permetre calcular el percentatge de magre de la canal

calculat a partir de 1’equacio oficial espanyola pel FOM (Gispert & Diestre, 1994):
% Magre estimat = 61.56 - 0.878 LR34FOM + 0.157 - MFOM

Després de I’oreig de les canals durant 24 hores en una camera de refrigeracid a
2+0,1°C les canals es van tornar a pesar per calcular les pérdues per oreig. A cada
capitol s’especifiquen les mesures addicionals realitzades sobre la canal en cada

experiment.

6. Mesures de les caracteristiques de la carn

La qualitat tecnologica de la carn es va mesurar a la mitja canal esquerra, i les mesures
es van prendre en dos musculs de referéncia, el Longissimus thoracis (LT) a nivell de
I’tltima costella 1 el Semimembranosus (SM). També es van mesurar on line el pH a 45
min (pH45) 1 a 24h (pHu) post mortem 1 la conductivitat eléctrica a 24h post mortem. A
24h post mortem es van prendre mostres del muscul LT on es va fer la mesura del color
instrumental 1, en el cas dels capitols IV-2 i IV- 3, es va guardar mostra per analitzar
posteriorment el contingut de greix intramuscular, ’activitat de les catepsines i la
textura instrumental.

Per a la mesura instrumental del color es van utilitar dos aparells diferents: el
colorimetre CR-200 i I’espectrofotometre Minolta 2002. En tots els experiments es va
realitzar la mesura a les 24h post mortem a la superficie del muscul LT, seccid

transversal, a nivell de I'tltima costella. Les coordenades de descripcido del color
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utilitzades van ser L*, a* i b*, recomanades per la Commission Internationale de
I’Eclairage I’any 1976 (Hunt et al., 1991). Aquestes coordenades pertanyen al sistema
de color CIELab, que defineix el color com un espai tridimensional amb les variables
esmentades:

e Lluminositat (L*): és I’eix vertical 1 pren valors de 0 (negre) a 100 (blanc).

e Tendéncia al vermell (a*): és un dels eixos horitzontals. Si el valor és positiu

tendeix al vermell i si és negatiu tendeix al verd.
¢ Tendéncia al groc (b*): és laltre eix horitzontal, perpendicular a a*. Si el valor

¢s positiu tendeix al groc 1 si €s negatiu, al blau.

La determinaci6é de la capacitat de retencio d’aigua (CRA) es va realitzar seguint el
metode proposat per Honikel ’any 1987 1 que posteriorment va ser proposat com a
M¢étode de Referencia per la OCDE 1’any 1997. Per aquesta determinacio es va realitzar
per duplicat utilitzant dues llenques consecutives del LT (aproximadament 100 g) entre
la 3* i 4* costella comencant per I’Gltima. Cada llenca es col-loca en una xarxa i es
manté en suspensié durant 48 hores en un recipient hermetic a 4 °C. El percentatge
d’aigua perduda (Perdues per degoteig) es calcula per diferéncia de pes de la llenca just

en el moment de tallar-la i a les 48 hores.

7. Analisi estadistica

Les dades obtingudes van ser analitzades amb el programa Statistical Analysis System
(SAS, 2001) utilitzant diferents procediments en funcié de la naturalesa de les dades.
Aixi doncs, 1 de forma general, es va realitzar un test de normalitat Shapiro-wilk de
totes les variables continues per coneixer el tipus de distribucidé que seguien. Per les
dades de distribucié normal es va utilitzar el procediment GLM (General Linear
Models). Quan 1’analisi de la variancia mostrava diferéncies significatives es va aplicar
el test de Tukey per a la comparaci6 de mitjanes. Per a I’analisi de les dades continues
que no s’ajustaven a una distribucié normal es va utilitzar un model lineal generalitzat
d’analisi de la varianga (PROC GENMOD) seguint un model de distribucié6 Binomial
negativa o de Poisson en funcid del resultat del test de la devianca. En aquest cas, quan
I’analisi de la variancia demostrava diferéncies significatives es va fer un test de
comparacid de mitjanes dels quadrats minims (LSMEANS). Les dades binaries es van

analitzar mitjancant un PROC FREQ fent taules 3x2 prenent els valors esperats segons
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el coeficient de Fisher. En tots el casos, el nivell de significaci6 es va fixar a p<0.05,
tanmateix s han considerat els p-valors < 0,1 com a tendéncies.
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Resultats

Capitol IV- 1

Efecte del dejuni i el temps d’espera sobre les caracteristiques de
la canal i de la carn de mascles enters.
1- Effect of feed deprivation and lairage time on carcass

and meat quality traits on pigs.

Capitol IV- 2

Efecte de suplements a la dieta en condicions de minim estrés:
Efecte del carbonat de magnesi i -triptofan en el benestar
animal i en la qualitat de la canal i de la carn.

2- Effect of supplementation with MgCQOj3 and [-tryptophan
on the welfare and on the carcass and meat quality of two
halothane pig genotypes (NN and nn).

Capitol IV- 3

Efecte de suplements a la dieta en condicions d’estrés elevat:
Efecte del sulfat de magnesi i (-triptofan en el benestar animal i
en la qualitat de la canal i de la carn.

3.Effect of magnesium sulphate and -tryptophan and
genotype on the feed intake, behaviour and meat quality of

pigs.
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Resultats. Capitol IV-1

Efecte del dejuni i el temps d’espera sobre les
caracteristiques de la canal i de la carn de

mascles enters.

1.Effect of feed deprivation and lairage time on carcass and meat

quality traits on pigs

Panella-Riera, N., Gispert, M., M.Gil, Soler, J., Tibau, J., Oliver, M. A., Fabrega, E.
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Abstract
Fasting pigs at the farm prior to transport and keeping pigs in lairage before slaughter
can affect carcass, gastrointestinal tract content and meat quality. The aim of the present
study was to determine the effect of the on-farm fasting (F) periods and lairage (L) on
the killing-out, carcass and meat quality. Seventy-two pigs were submitted to two on-
farm fasting periods (FO, F12) and two lairage times (LO, L12) while handling was
performed under minimal stressful ante mortem conditions. Feed intake was monitored
individually, and carcass and meat quality traits were studied. On-farm fasting time
affected life body weight losses during the on-farm fast period (P<0.0001), cold killing-
out (P=0.0099) and gut content (P<0.0001). On-farm fasting time also tended to affect
skin lesions (P=0.0821) and pH measured at 45 min (pH45) in the Semimembranosus
muscle (pH45SM; P=0.0753). Lairage affected body weight losses (P<0.0001), killing-
out (P=0.0033) and gut content (P<0.0001) and did not affect any of the meat quality
traits. The incidence of meat quality classes was also studied. No incidence of DFD
(Dark, Firm and Dry) pork was observed, and loins from pigs fasted up to 12h were
mainly classified as Red, Soft and Exudative (RSE). In the present study, long feed
deprivation (24-26h) did not negatively affect carcass traits and reduced the incidence of

exudative meat without increasing DFD occurrence.

Keywords
Fasting time; Feed intake; Lairage time; Killing-out; Lairage time; Stomach content;

Meat quality.
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1 Effect of feed deprivation and lairage time on
carcass and meat quality traits on pigs

1.1 Introduction

A common practice on pigs’ handling is feed withdrawal (at farm) and lairage (at
abattoir). Several reasons justify the feed deprivation before transportation to the
abattoir. Fasting of pigs can result in some benefits on economical grounds (saving of
feed for the producer; Kephart & Mills, 2005), environmental (reducing waste at the
abattoir; Eikelenboom et al., 1991), welfare (decreasing mortality during transport;
Averos et al., 2008; Gispert et al., 2000) and food safety (minimizing the risk of carcass
contamination from a punctured stomach during the dressing process; Eikelenboom et
al., 1991; Faucitano et al., 2010a). Decreases in killing-out have been reported when
fast is longer than 24h (Saffle & Cole, 1960; Warriss & Down, 1985). Depriving pigs of
feed may also reduce loss of weight in chilling losses (Warriss & Brown, 1983) and drip
loss (DRIP; Eikelenboom et al., 1991) and results in lower muscle glycogen at the time
of death, which leads to a higher ultimate pH (pHu; Eikelenboom et al., 1991), lower
DRIP and consequently lower incidence of PSE pork (Murray & Jones, 1994). When
fast is too long (up to 18h), an increase of fighting may occur (Brown et al., 1999),
being detrimental to animal welfare and causing additional carcass damage and higher
incidence of DFD pork (Guardia, 2009). Effect of fasting on glycogen levels in muscle
is concluded to be dependent on other factors like feeding and pre-slaughter handling
practices (Leheska et al., 2002). Thus, results from studies dealing with the effect of
fasting time on pHu are conflicting and furthermore, fasting time is often confounded
with resting time at the abattoir.

Recommendations on the best fasting interval before slaughter range from 8 and 24h
(Eikelenboom et al., 1991; Warriss, 1994). In Spain, feed is commonly withdrawn
approximately 12-18h before slaughter (Averds et al., 2008; Gispert et al., 2000;
Guardia et al., 2009; Perez et al., 2002). A fasting period of 16-24h is recommended in
practice (Eikelenboom et al., 1991) in order to reduce the volume of stomach content
and the risk of microbial contamination in the period from delivery to post evisceration.
A period from 4 to 12h between the last meal and the transport, and a total fasting time

of 8h to 18 before slaughtering pigs have been recommended (Warriss, 1994).
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Lairage offers a reservoir of animals for the slaughter line to accommodate variations in
the delivery schedule to the plant. Pigs should have access to water in lairage so that
they can recover completely from any dehydration incurred during their transportation
to the abattoir. Feed is not provided unless lairage time exceeds 12h (Directive
93/119/EC). In Spain, pigs are rarely fed in lairage as they are not usually rested more
than 12h (Guardia et al., 2009; Perez et al., 2002). Lairage is reported to have positive
effects on meat quality and on pigs’ welfare provided that pigs have not been previously
stressed by handling procedures (Warriss et al., 2003), and even some authors conclude
that there is no need of lairage when low stress pre-slaughter handling is used (Aaslyng
etal.,2001).

A lairage of 2-3h has been recommended as it allows sufficient time to recover from
previous stresses prior to arrival at the abattoir without significantly increasing the
problems of long-term food deprivation, muscle glycogen depletion and skin damages
(De Smet et al., 1996; Warriss 2003). Recently, Young ef al. (2009) recommended a
lairage period between 1 and 3h to recover pre-slaughter treatment effects, although it is
generally accepted that minimizing stress in the pre-slaughter period reduces the risk of
development of meat quality defects.

The aim of the present study is to determine the effect of different on-farm fasting
periods, the lairage times at the slaughter plant and their interaction on the killing-out,

carcass and meat quality parameters.

1.2 Materials and methods

1.2.1 Animals and fasting periods

The study was carried out at the experimental farm and slaughterhouse of IRTA
Monells (Girona, Spain) during 3 consecutive days. Seventy two pigs (Pi x (Du x LR))
were allotted to 4 pens and slaughtered in 2 different repetitions. Individual feed intake
was monitored for each pig and feeders were designed in order to make physically
impossible the access to any remaining feed once feeders were closed.

During 3 consecutive days, 24 pigs were distributed in groups of 6 and transported to
the abattoir. On each repetition, pigs from two pens were either deprived of feed for 12h
(F12; feeders locked at 18h) or not (FO) before leaving the farm. Pigs assigned to each
fasting group were loaded onto the lorry (immediately — FO — or after 12h fasting —F12)
and driven to the experimental abattoir on a two-decked truck (6 compartments per
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deck) and randomly distributed through 4 compartments (2 on each deck) keeping the
treatment groups separated, with a stocking density during transport of 0.61m?*/100kg
pig. Pigs were carefully handled during the pre-slaughter period: they were gently
loaded and unloaded, kept with familiar groups during transport and kindly transported
to the experimental abattoir (0.5 km), where they were allocated in the lairage pens
(4.30x1.80 m) following the same distribution as in the truck. One group was
slaughtered immediately (LO, non-rested pigs) and the other one was allowed to rest for
12h (L12). Due to the facilities used, which allowed slaughtering 1 pig every time,
during each replicate pigs were fasted from 0-2h (pigs FO and LO; FOLO) to 24-26h (pigs
F12 and L12; F12L12). Pigs were individually driven to slaughter being gently pushed
to the crate with a PVC board, and stunned using 90% CO; (dip-lift system; Butina Aps,
Copenhagen).

1.2.2 Measurements of carcass and meat quality

The body weight before and after the on-farm fasting time, and after the lairage period
were measured. Percentages of body weight losses due to on-farm fasting period and/or
lairage were calculated.

After sticking, skin damage was visually assessed on the dressing line using a
photographic scale (5-point scale; 1: none, 2: very slight blemish, 3: slight blemish, 4:
moderate blemish, 5: severe blemish) provided by the Meat and Livestock Commission
(MLC, 1985). Skin damage was scored as a whole carcass score.

Approximately 20 min. after sticking, the gastrointestinal tract (stomach and intestines)
was removed and weighed full and empty in order to calculate the content weight.
Carcasses were weighted after evisceration (without flare fat, kidneys and diaphragm)
and graded using the Fat-o-Meater grading probe (FOM, Carometec, Seborg,
Denmark). Carcass lean percentage was estimated using the Spanish official equation
(Gispert & Diestre, 1994).

The left side of the carcass was used to perform meat quality measurements on the
Longissimus thoracis (LT, at last rib level) and Semimembranosus (SM) muscles.
Muscle pH at 45 min (pH45) and at 24h (pHu) post mortem were measured using a
portable pH-meter KNICK (Knick, Berlin, Germany) equipped with a Xerolyt
electrode. Electrical conductivity at 24h post mortem (ECu) was measured using a Pork

Quality Meater (PQM-I, INTEK Aichach, Germany).
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Colour measurements were carried out at the last rib level with a Colorimeter CR-200

on the CIELab space (CIE, 1976) using D65 illuminant and standard observer of 10°.

Muscle samples from the LT muscle were collected at 24h post mortem, at the 3/4 last

rib level, to determine drip losses (DRIP) following the OECD reference method

(Honikel, 1996).

The proportion of loins from different meat quality classes were also calculated

according to the following criteria (based on Flores et al. 1999 and Faucitano et al.,

2010b):

— PSE (pale, soft and exudative): pH45 < 6.00 or pHu <6.00 and DRIP > 6.0 and
CIE_L*>50)

— RSE (red, soft and exudative): pH45 < 6.00 or pHu <6.00 and DRIP >6.0 and
CIE_L*=44-50;

— PFN (pale, firm and exudative): pHu <6.00 and DRIP <6.0 and CIE_L*>50;

— RFN (red, firm and non-exudative): pH45 >6.00, DRIP <6.0, CIE_L*<50;

— DFD (dark, firm and dry): pHu > 6.00 and DRIP <3.0 and CIE_L*<44.

1.2.3 Data analyses

Statistical analysis was performed using the software Statistical Analysis System (SAS,
2001). Feed intake, carcass and meat quality parameters were analysed using the GLM
procedure considering on-farm fasting time and lairage time at the abattoir as fixed
effects and their interaction. The carcass weight was included as a covariate and the pen
effect was included in the model as a blocking effect when it was significant.
Differences between treatments were tested using the Tukey’s test. Significance level
was fixed at P<0.05, although significances at P<0.1 were taken into account as a
tendency. The incidence of PSE and DFD traits were analysed using the FREQ and
GENMOD procedures.

1.3 Results

1.3.1 Feed intake

Figure IV.1-1 shows the feed intake behaviour before the beginning of the fasting
period. During the last 2h before locking the feeders mean feed intake of both
treatments was 0.42 + 0.048 (F0: 0.40 + 0.037kg; F12: 0.48 + 0.065kg).
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1.3.2 Carcass traits, skin bruises and gastrointestinal traits

Table IV.I-1 shows body weight, carcass, gastrointestinal and meat quality traits
according to on-farm fasting time (FO or F12) and lairage at the abattoir (LO or L12). A
significant interaction of fasting and lairage was observed for the stomach content
(P=0.0183). Fasting affected body weight losses during the on-farm period (P<0.0001)
and between the beginning of fast and the end of lairage. It also affected the cold
killing-out (P=0.0099) and gut content (P<0.0001). F12 pigs had higher killing-out and
lower gut content than FO pigs. Lairage affected body weight before on-farm fast
(P=0.0015), after on-farm fast (P=0.0034) and before slaughter (P=0.0561), body
weight losses during lairage (P<0.0001) and between the beginning of fast and the end
of lairage (P<0.0001), and it also affected the killing-out (P=0.0033), gut content
(P<0.0001) and the weight of the empty stomach (P<0.0001).

Chevillon (1994) established four categories based on weights of stomach contents as
an indicator of the length of time between last feeding and slaughter: Empty stomach (<
0.5kg), Tendency towards an empty (0.5-0.8kg), Tendency not towards an empty
stomach (0.8-1.1kg) and Not an empty stomach (>1.1kg). Figure IV.1-2 shows these
stomach content categories according to the fasting (F) and lairage (L) duration.
Different figures were seen in each group. Regarding FOLO pigs, 38.9% did not have an
empty stomach, 27.8% tended to have a not empty stomach, 11.1% tended to have an
empty stomach and only 22.2% of pigs had an empty stomach. Pigs fasted 12h in the
farm and slaughtered immediately (F12L0) had mainly an empty stomach (77.8%) or
tended not towards an empty stomach (22.2%), whereas pigs fasted 12h in the lairage
pens (FOL12) had mainly an empty stomach (94.4%) or tended to have an empty
stomach (5.6%). F12L12 pigs had same figures than FOL12.

Skin damages were inspected and visually scored according MCL (1985; Table IV.1-1
and figure IV.1-3). Fasting pigs tended to increase skin lesions (Table 1; P=0.0821)
while lairage did not affect it. When comparing the incidence of each class of intensity
of lesions (Figure 1V.1-3), slight differences were observed between FOLO and F12L.12
pigs. However, pigs fasted 12h showed different percentages: F12L0 pigs had higher

incidence of severe skin lesions than FOL12.
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1.3.3 Effect on meat quality traits

Table IV.1-1 shows meat quality traits of meat from the 4 treatments. Very little effects
of fasting and lairage on meat quality traits were observed. A significant interaction of
fasting and lairage was observed for the pH45 in SM muscle (P=0.0286) and electrical
conductivity in LT (P=0.0026) and SM (P=0.0001) muscle (Table IV.1-2).

Additionally, loins were scored and classified in five meat quality classes (PSE, PFN,
RSE, RFN, DFD) according to pH45, pHu, DRIP and L* values. Table IV.1-3 shows
the incidence of meat quality conditions related to these meat quality classes, according
to the interaction between on-farm fasting time x lairage.

The proportion of loins having pH45 < 6.0 tended to be different among groups (P=
0.0867) and differed when considering ECu > 6 mS (P= 0.0130) and DRIP > 6.0 (P=
0.0240). A significantly higher proportion of loins from FOL12 group with ECu>6 was
found, and the significantly lowest proportion of loins with DRIP > 6.0 was observed in
F12L12 pigs.

Regarding the SM muscle, none of the hams from pigs that rested 12h had pH45<6.0
(P<0.001, data not shown). With respect to the pHu, all hams showed values lower than
6.0, and considering the electrical conductivity, no differences were found among
treatments (P>0.05).

As stated above, from the pH45, pHu, drip losses and L* values, five meat quality
classes were defined. Of the 72 loins evaluated, 14.0% were scored as PSE, 6.9% as
PFN, 44.4% as RSE, 34.7% as RFN and 0% as DFD, indicating that the softness and
exudation (PSE and RSE) were the major problems in this study. No differences among
treatments were observed on the proportion of PSE, PFN and DFD loins (P>0.05).
Significant differences were observed in the proportion of RSE (P=0.0404) and RFN
(P=0.001) pork. The group F12L12 had the lowest proportion of RSE pork and the
highest proportion of RFN pork.

1.4 Discussion

1.4.1 Feed intake

The automatic feeding recording system used in this experiment was very important to
calculate the real fasting time, because food deprivation does not necessarily mean

fasting (since food can remain at the trough and, thus, the last meal for some animals
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can be at very different times). In the present study, as the individual feed intake was
monitored, the amount of feed and the time at which each pig ate the last meal was
perfectly known. Therefore, feed intake recording at this time helped guarantee the
fasting started at the same time for all pigs. Due to logistics related to the use of small
scale abattoir, which allowed slaughter one pig at a time, pigs were either slaughtered

from 0-2h (FOLO) to 24-26h (F12L12) of fasting time.

1.4.2 Carcass traits, skin damage and gastrointestinal traits

The average body weight was 97.1 + 6.62Kg. It is remarkable that the body weight
already differed between lairage groups even before the beginning of the fasting period
and these differences were also observed until the slaughter day. These results indicate a
bias produced at the establishment of groups at the beginning of the experiment.
Therefore, in order to know the effect of fasting and lairage on the body weight, relative
body weight losses were calculated during on-farm fasting and lairage period, and
during the whole experiment, indicating respectively life weight losses during the on-
farm fasting period, lairage period and overall fasting period (which includes on-farm
fasting and lairage at the abattoir). Both, on-farm fasting and lairage period had a
significant effect on the percentage of body weight losses; as expected, the longest the
period, the highest the life weight losses. According to Warriss (1993), pigs begin to
lose weight at a rate of about 0.2% per hour due to the fasting period. In accordance, at
12-16h of fast pigs should have lost 2.4% and pigs fasted 24-26h should have lost 4.8-
5.2% (Warriss, 1993). Pigs fasted 12-16h lost weight around these predictions, being
between 2.1+ 0.27% and 2.7+ 0.29% at 12-16h (F12LO and FOL12, respectively).
However, pigs fasted 24-26h lost less life body weight than these predictions, being up
to 3.5 £ 0.27% in 24-26h (F12L12; data not shown). Part of this loss is urine and faeces
(Faucitano et al., 2010a), especially in short journeys (Warriss et al., 1990). In this
sense, results from the present study showed significant correlations between body
weight losses and stomach content (r = -0.55; P<0.0001) and between body weight
losses and gut content (r = -0.44; P=0.0002). Warriss and Brown (1983) stated that loss
of body substance such as carcass and liver reduction has been reported to begin around
9 and 18h after the last meal, respectively.

Results from the present study showed a significant effect of lairage, with L12 pigs
presenting higher carcass weight. As discussed above, these differences might be

attributed to the initial bias on life body weight produced at the establishment of groups.
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When calculating the cold killing-out, these initial differences could be corrected and
therefore, an increase of the killing-out was expected. Actually, both, on-farm fasting
time and lairage significantly increased cold killing-out. As stated by Warriss (2003), it
is expected that prolonged lairage time leads to a loss in carcass yield if pigs are in a
state of negative energy balance. However, when fasting is not long enough to reach it
and to modify carcass weight, it is expected that carcass yield increases with fasting
time because the body weight decreases (Chevillon, 2006; Faucitano et al, 2010a;
Rodriguez et al., 2008; Warriss, 2000). Actually, losses in carcass weight of
approximately 100 g/h are reported after 24h fasting (Chevillon, 2000), which would be
equivalent to a total decrease of 1% of carcass yield after a fasting period of 24h
(Faucitano et al., 2006). Regarding the total fasting time, as it increased from 0 to 24-
26h, the cold killing-out also increased from 82.03 + 0.49 to 83.4 &+ 0.49. These results
agree with the findings of Chevillon (2006), Faucitano et al., (2010) and Rodriguez et
al. (2008).

Variations in the intestinal tract weight and stomach between treatments could be
attributed to a difference in the weight of their contents. Gut and stomach content were
much heavier in non-fasted and non-rested pigs as expected, which is in agreement with
previous studies (Kephard & Mills, 2005; Murray & Jones, 1994). In the present study,
fasting time had significant effect on gut content, while lairage affected gut content and
the weight of the empty stomach. L12 pigs had less gut content and weight of the empty
stomach than LO pigs. Additionally, an interaction was observed for the stomach
content between on-farm fasting time and lairage. FOLO pigs —slaughtered immediately—
had higher stomach content that those that had 12h extra hours (F12L0 and FOL12)
before slaughtering. The stomach content also differed between F12L0 and FOL12.
Figure IV.1-2 shows stomach content according to the fasting and lairage duration. All
pigs from F12L12 had an empty stomach or tended towards an empty one (94.4 plus
5.6%), and only 33.3% (22.2 plus 11.1%) of FOLO pigs met these conditions. Chevillon
(1994) considered that pigs with the stomach content lower than 0.8kg were correctly
fasted. Chevillon (1994) also stated that only after 20-24h pigs were correctly fasted
(stomach content below 500g), and between 15-20h of total fasting time or below 15-h
fasting period pigs tended to be fasted or were not properly fasted, respectively.
Besides, Faucitano er al. (2010a) pointed that under certain conditions such as pigs

under restricted feeding plan or mash feeding, 24h fasting period could be not enough to
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obtain empty stomachs at slaughter, and may increase the risk of carcass contamination.
In accordance to Chevillon (1994), all pigs fasted 24-26h were correctly fasted in the
present study. But when considering pigs fasted 12h, different figures were observed:
FOL12 were all correctly fasted, while in F12L0 22.2% of pigs still had stomach content
over 1.1Kg. It was expected that the transport and loading/unloading of pigs, even if it
was carried out under minimal stressful conditions, could affect the intestinal motility
and could have promoted an increase in transit time and in the frequency of defecation
(Smulders et al., 2006). Besides, considering killing-out, some evidences suggest a
benefit from providing water in the lairage at the abattoir for pigs which have lost a lot
of weight in transit, provided that they have not been fasted for longer than 12h
(Walters, 2000). In the present study, despite the fact that we did not register the type
and nature of stomach content for each pig, additional information collected for
salmonella evaluation during the experiments indicated that the gut content was mainly
semi-solid. Therefore, it could be expected that the higher stomach content of FOL12
pigs could have higher water content as they had access to water during the 12h of
lairage, and after the pre-slaughter treatment pigs could be more active and would have
increased the drinking rate (Faucitano et al., 2010a). Further research is needed to
understand the differences on killing-out between pigs fasted at the farm or at the
abattoir.

Based on the studies from Nanni Costa et al. (2002) and Warriss et al. (2003) higher
incidence of skin lesions was expected in longer fasted pigs. But only a tendency was
observed. The few significant differences may be explained because in the present study
pigs were not mixed and were handled under minimal stressful pre-slaughter conditions
(Murray & Jones, 1994). However, when considering the frequencies of the intensity of
the scores, a difference between groups with a total fasting period of 12h was observed,
presenting those pigs fasted 12h and non-rested (F12L0) a higher proportion of more
severe lesions compared to pigs non-fasted and rested for 12h at the abattoir. Murray et
al. (2001) also found a higher incidence of skin lesions on pigs fasted at the piggery
than those fasted at the abattoir.

Extrapolations of the present results to commercial abattoirs are not easy because, as
stated by Guardia ef al. (2009) in a survey carried out on 15.695 pigs from five Spanish
commercial abattoirs, the risk of skin damaged carcasses can vary extensively among

abattoirs, and the occurrence of skin lesions is not only influenced by on-farm and
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lairage but also by other factors such the on-farm fasting, loading, lairage, the type of
flooring of the lorry, the combination of the stocking area during transportation by
season and the abattoir itself by season. Therefore, taking into account that many other
factors may affect the incidence of skin lesions (Barton-Gade et al., 1996, Faucitano,
2000; Guardia et al., 2009; Geverink et al., 1996; Turner et al., 2006), results from the
present study suggest that fasting time or lairage time alone (without the contribution of
mixing) would not increase the incidence of skin damages, and in pigs properly handled

it would not increase even if fasted for a long time (24-26h).

1.4.3 Effect on meat quality traits

By depleting muscle glycogen stores, fasting pigs is sometimes seen as a tool to raise
the pHu (Eikelenboom et al., 1991; Warner et al., 1997; Warriss, 1982) and thus
decrease the proportion of PSE pork and increase the incidence of DFD pork (Warriss,
2003). On the other hand, it is documented that lairage allows pigs to relieve stress so
an improvement in meat quality is expected, and if it is longer than 1h it may reduce the
incidence of PSE pork but a prolonged resting time can increase DFD occurrence (De
Smet et al., 1996; Nanni Costa ef al., 2002).

PSE condition has been mainly related to the values of a combination of different traits:
pH45, ECu, DRIP and luminosity (CIE_L*). In the present study, although fasting time
tended to decrease the percentage of pigs having pH45 < 6.0, no differences were
observed on the percentage of pigs with pHu < 6.0. In addition, L* values were not
different among fasting and lairage times (Table IV.1-1), which disagree to
Eikelenboom et al. (1991) and Sterten et al. (2009). Thus, and contrary to Warriss
(2003), 24-26h of total fasting time did not influence the incidence of DFD pork based
on pHu values, which was 0 in all the cases. A possible explanation of this is that DFD
pork in long-term fasted pigs is exacerbated by increased fighting or physical activity
(Guardia et al., 2009) which was not expected to occur to a great extent in this study as
pigs were not mixed.

It is reported that long feed deprivation could also affect colour traits and DRIP (Warner
et al., 1997). Results from the present study showed that as the fasting time increased,
the proportion of loins and hams having pH45< 6.0 tended to decrease from 22.2% for
non-fasted pigs (FOLO) to 5.6% of 24-26h fasted pigs (F12L12), which agrees with

Aaslyng et al. (2001) and Stoeier et al. (2001). Regarding water holding capacity, the
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lowest percentage of loins having drip losses higher than 6% were in the F12L12 pigs,
and significant differences on the percentage of loins having ECu higher than 6 mS
were found in the FOL12 and FI12L0. Additionally, significant interactions (on-farm
fasting period x lairage) were found in the pH45 and ECu in the SM muscle, where
FOL12 pigs showed simultaneously, the higher pH45 and the higher ECu. These results
disagree with Oliver et al. (1991, 2001) and Warriss et al. (1989) who found a negative
correlation of -0.77 between pH45 and ECu. In the present study, similar correlation
was found in the LT muscle (r = -0.23; P = 0.0538) but not in the SM muscle (P =
0.3416). 1t is interesting to highlight that despite these significant differences, the mean
ECu values were high in all fasting groups, indicating that SM muscles from all fasting
groups could be classified as exudative (Kocwin-Podsiadla et al., 2006).

Therefore, meat from the present study had low water holding capacity but not a pale
colour. Thus, the term PSE was not the most adequate to describe meat from this study
because, as stated by De Smet et al. (1996), the pale colour and exudative condition of
meat do not need to occur simultaneously, they may be characterized as red, soft and
exudative (RSE) pork instead of as PSE.

On the other hand, there was no evidence that the combination of 12h of fasting time
and 12h of lairage (F12L12) increased the incidence of meat with DFD traits based on
pHu, indicating the ante mortem treatment was too short to markedly affect the muscle
glycogen stores, and therefore, pigs had sufficient reserve of glycogen to avoid the DFD
defect (Nanni Costa et al., 2002). From our results, a total fasting period of 24-26h

could be recommended to reduce RSE loins and to increase the percentage of RFN.

1.5 Conclusion

Results from the present study indicate that 24-26h fasting time increased life body
weight losses up to 3.5% at no detriment for carcass weight and, therefore, prolonging
fasting and lairage period improved cold killing-out.

Under the present experimental conditions, feed withdrawal carried out at the abattoir
was found to bring certain advantages (less stomach content and lower percentage of
severe skin lesions) compared to on-farm fasting. Further research is needed to

understand and confirm these differences under commercial conditions.
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Loins from non-fasted pigs and pigs fasted 12h (either on farm or at the abattoir) were
mainly exudative but not pale, and therefore were classified as RSE. Furthermore, a
fasting period up to 24-26h did not modify the incidence of PSE loins and did not
increase the proportion of DFD pork, and could be recommended to increase the
percentage of RFN —red, firm and non-exudative — and reduce RSE pork —red, soft and
exudative — which is one of the main technological problems of the meat industry.

Results from this study suggest that a proper on-farm feed withdrawal timing in
combination with a sufficient lairage at the slaughter plant may result in better carcass
and meat quality traits. Communication between producer and slaughterhouse is
essential when planning the fasting and lairage times in order to avoid carcass and
technological pork quality problems. Thus, the results of this study may contribute to

take management decisions in order to improve technological pork quality.
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1.7 Figures
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Figure IV.1-1. Feed intake (mean = s.d.) behaviour of pigs from the two treatments
before the beginning of the fasting period.
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Figure IV.1-2. Stomach content categories' used to predict the length of time
between last feeding and slaughter according to the fasting (F) and lairage (L)
duration (Chevillon, 1994).
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Figure IV.1-3. Incidence (%) of skin damages according to on-farm fasting
duration and lairage time.
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1.8 Tables

Table IV.1-1. Least square means (LSM) and standard error (S.E.) of carcass,

gastrointestinal and meat quality parameters according to on-farm fasting time (F,

0 or 12h) and lairage at the abattoir (L, 0 or 12h).

On-farm On-farm Lairage Lairage
fasting Oh fasting 12h Oh 12h Sig.
LSM (S.E.) LSM (S.E.) LSM (S.E)) LSM (S.E)) F L FxL
n 36 36 36 36
BW before on-farm fasting ~ 98.6 (1.07) 99.6 (1.07) 96.6 (1.07) 101.6 (1.07) ns ** ns
BW after on-farm fasting ~ 98.6 (1.06) 97.6 (1.06) 95.9 (1.06) 100.4 (1.06) ns ** ns
BW before slaughter  97.1 (1.11) 97.0 (1.09) 95.7 (1.08) 98.4 (1.12) ns * ns
Body weight losses
during on-farm fasting (%) 0.0 (0.15) 1.9 (0.15) - - EE -
during lairage (%) - - 0.5(0.21) 2.1(0.22) - R
during fast and lairage (%) 1.5 (0.20) 2.8 (0.20) 1.2 (0.20) 3.1(0.20) L KEE g
Carcass quality traits
Carcass weight (kg)  80.8 (0.88) 81.6 (0.88) 79.2 (0.88) 83.2(0.88) ns ** ns
Killing-out (%)  81.6 (0.28) 82.9(0.34) 81.5(0.34) 82.9(0.34) ¥k O¥% pg
Fat depth (FOM; mm) >  11.8 (0.33) 12.0 (0.33) 11.9 (0.34) 11.9 (0.35) ns ns ns
Carcass lean content (%) 58.3 (0.36) 58.4 (0.37) 58.3(0.37) 58.4 (0.39) ns ns ns
Skin damage® 1.7 (0.15) 2.1(0.15) 1.9 (0.15) 1.9 (0.15) t+ ns ns
Gastrointestinal tract
Gut content (kg) 5.90 (0.125) 5.04 (0.125) 5.98 (0.129) 4.96 (0.129) Fdk k%% pg
Stomach content (kg) 1.11 (0.077) 0.93 (0.077) 1.35(0.079) 0.70 (0.079) Fodwx o
Empty stomach (kg) 0.58 (0.010) 0.58 (0.010) 0.60 (0.010) 0.56 (0.010) ns * ns
Meat quality traits
pH45LT 6.16 (0.033) 6.25(0.033) 6.18 (0.034) 6.24 (0.034) f ns ns
pH45 SM  6.24 (0.035) 6.32 (0.035) 6.24 (0.035) 6.31 (0.035) ns ns ¥
pHuLT 5.54(0.013) 5.57 (0.013) 5.55(0.014) 5.55(0.014) ns ns ns
pHuSM 5.57 (0.015) 5.59(0.015) 5.58 (0.015) 5.58 (0.015) ns ns ns
ECuLT (mS) 4.8(0.28) 5.1(0.28) 4.9 (0.28) 5.0 (0.28) ns ns ¥
ECuSM (mS) 8.4(0.34) 7.1(0.34) 7.7 (0.34) 7.9 (0.34) R M
DRIP (%) 7.11(0.357) 6.29 (0.362) 6.81 (0.357) 6.59 (0.362) ns ns ns

Colour- L* 48.71 (0.396)  47.80 (0.396) 48.33 (0.396)  48.18 (0.396)

ns

ns

ns

pH45: pH measured at 45 min post-mortem; pHu: pH measured at 24h post-mortem; ECu: Electrical conductivity

measured 24h post-mortem; DRIP: loin drip loss; LT: longisimus thoracis; SM: Semimembranosus.
Uns: P>0.1; T: P<0.1; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.
% Fat depth measured at last rib level with the Fat-o-Meater grading probe (FOM; mm)

3 Severity of skin lesions were recorded according to MCL (1985; 5-point scale; 1: none, 2: very slight blemish, 3: slight

blemish, 4: moderate blemish, 5: severe blemish)
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Table IV.1-2. Least square means (LSM) and Standard error (S.E.) of carcass and
meat quality parameters according to the interaction between on-farm fasting time

(FO or F12) and lairage (L0 or L12).

On-farm fasting Oh On-farm fasting 12h
Lairage Lairage Lairage Lairage
Oh 12h Oh 12h
LSM (S.E.) LSM (S.E.) LSM (S.E.) LSM (S.E.) Sig.
n 18 18 18 18 -
Gastrointestinal tract
Stomach content (kg)  1.57* (0.111) 0.66°(0.110) 1.13°(0.110) 0.73°(0.111) *

Meat quality traits
pH45SM  6.14°(0.050)  6.33%(0.050) 6.33%(0.050)  6.30" (0.051) *

ECuLT (mS) 4.13°(0.400)  5.51* (0.400) 5.65%(0.400)  4.52% (0.400) o
ECuSM (mS) 738" (0.478)  9.50 (0.478) 8.01°°(0.478)  6.25°0.478) Ak

pH45: pH measured at 45 min post-mortem; ECu: Electrical conductivity measured at 24h post mortem;
DRIP: loin drip loss; LT: longisimus thoracis; SM: Semimembranosus.
"ns: P>0.1; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.
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Table IV.1-3. Incidence of meat quality conditions related to meat classes (PSE,
PFN, RSE, RFN, DFD), and meat classes incidence according to the interaction
between on-farm fasting time (F, 0 or 12h) and lairage (L, 0 or 12h).

Fast Oh Fast 12h
Lairage  Lairage Lairage Lairage  Sig
Oh 12h Oh 12n  (FxL)
n 18 18 18 18
Meat quality traits in LT muscle
% pigs with pH45<6.0 22.2 0 11.1 5.6 t
% pigs withpHu<6 100.0 100.0 100.0 100.0 ns
% pigs with ECu > 6.0  5.6° 44 .4° 33.3%* 11.1° *
% pigs with DRIP > 6.0  66.7° 72.2° 66.7° 27.8° *
% pigs with CIE_L*>50  11.1 33.3 33.3 16.7 ns
Meat quality classes in LT muscle °
PSE (%) 11.1 22.2 11.1 138.3 ns
PFN (%) 0.0 11.1 16.7 0.0 -
RSE (%) 55.6° 50.0° 55.6° 16.7° .
RFN (%) 33.3° 16.7° 16.7° 72.2° *
DFD (%) 0.0 0.0 0.0 0.0 -

PSE: pale, soft and exudative; RSE: red, soft and exudative; PFN: pale, firm and exudative;

RFN: red, firm and no-exudative; DFD: dark, firm and dry; LT: longisimus thoracis; pH45: pH measured 45 minutes
post-mortem; ECu: Electrical conductivity (mS); pHu: pH measured at 24h post-mortem; DRIP: loin drip loss (%).
Uns: P>0.1; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.

% See Materials and methods for more details.
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Efecte de suplements a la dieta: Efecte del carbonat de
magnesi i | -triptofan en el benestar animal i en la

qualitat de la canal i de la carn.

2. Effect of supplementation with MgCQO; and [-tryptophan on the

welfare and on the carcass and meat quality of two halothane pig

genotypes (NN and nn).

Panella-Riera, N., Dalmau, A., Fabrega, E., Font i Furnols, M., Gispert, M.,
Tibau, J., Soler, J., Velarde, A., Oliver, M.A. & Gil, M.

Livestock Science, 2008, 115: 107-117.
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Abstract
Sixty-one animals with different Halothane genes (homozygous halothane positive,
n=34; and homozygous halothane negative, n=27) were fed with three diets (control
group, with no supplement; magnesium (Mg) group with 1.28g MgCOs/kg and
tryptophan (Trp) group with 5g -Trp/kg) during the last 5 days before slaughter.
Animals were submitted to minimal stress ante-mortem conditions. Pig behaviour was
recorded at the experimental farm, raceway to the CO; stunning system and during the
stunning period. Corneal reflexes were recorded after stunning as well. There were no
differences in feed intake among diets (p>0.05) during the 5 days of treatment. The
halothane positive (nn) group had lower intake than the halothane negative (NN) group
(p<0.01). The behaviour of the pigs in the raceway did not differ (p>0.05) among
treatments or halothane genotype. A significant (p<<0.001) interaction diet*halothane
was found in the time to appear the first retreat attempt during the exposure to the CO,
system. In the nn group, the time of performing the first retreat attempt was later in the
Mg (p<0.05) than the Control group. Moreover, in the Mg group, the nn had a later
(p<0.05) first retreat attempt than the NN. Thus, Mg supplementation could have a
positive effect on welfare of nn pigs. The nn had a lower proportion of animals that
showed corneal reflexes after stunning than NN, indicating a higher effectiveness of the
stunning method in nn pigs. Neither Mg nor Trp affected carcass quality and meat

quality parameters, although significant differences were found between genotypes.
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2 Effect of supplementation with MgCO; and
L-tryptophan on the welfare and on the carcass and
meat quality of two halothane pig genotypes (NN and

nn)

2.1 Introduction

The pre-slaughter handling of fattening pigs is one of the most stressful events and it
has an important effect on the final carcass and pork quality (Gispert et al., 2000a). It
includes mixing unfamiliar animals, fasting, loading, transport, abattoir lairage and the
stunning procedure. All of these are stressful factors which sometimes are difficult to
alleviate. The most unpleasant situation for the pigs takes place during handling and
transport before slaughter (Gispert et al., 1996). Inappropriate handling results in lower
animal welfare shown by skin damage and a higher mortality among the pigs.
Moreover, it can lead to poorer pork quality such as PSE (Pale Soft and Exudative) and
DFD (Dark Firm and Dry) meat.

Likewise, the stunning procedure used should be considered because it may modify the
final carcass and pork quality (EFSA, 2004). In some countries, including Spain, the
CO; stunning method has increased in popularity due to its positive effects on meat
quality compared with the electrical method (Velarde et al., 2001). In the CO, stunning
dip-lift system, pigs are lowered directly into the maximum carbon dioxide
concentration at the bottom of the pit inducing their unconsciousness (EFSA, 2004). It
is a statutory requirement in Europe to use a minimum of 70% CO, (Directive
93/119/EC), however many slaughterhouses use between 83 and 90% CO, to increase
throughput. Nevertheless, the use of carbon dioxide is questioned on welfare grounds
because it has been described as an aversive gas (Raj & Gregory, 1995), causing
irritation to the nasal mucosal membranes and lungs (Peppel & Anton, 1993), a sense of
breathlessness and in many pigs it provokes escape attempts (EFSA, 2004).

The loss of consciousness is not immediate and several indicators of aversion during the
induction of unconsciousness with CO, has been described in pigs (Raj & Gregory,
1995), such as escape attempts or retreat attempts (Dodman, 1977). Therefore, the
stunning procedure can be considered as a stressful pre-slaughter stimulus and should

be considered from the animal welfare and pork quality point of view.
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Acute pre-slaughter stress may result in an increase in drip loss and paler meat
(Grandin, 1980), producing PSE meat. The existence of PSE meat also has a genetic
origin related to the halothane gene (n), also known as RYR1 gene. In fact, homozygous
halothane positive (nn) and heterozygous (Nn) pigs have an abnormality in their muscle
metabolism that makes them particularly sensitive to acutely stressful stimuli, causing a
higher incidence of PSE meat (Jensen & Barton-Gade, 1985 and Oliver et al., 1993).
This abnormality does not exist in halothane negative (NN) pigs. Gispert et al. (2000b)
stated that the frequency of the haltohane gene (n gene, considering NN, Nn and nn
pigs) in Spanish pigs was 32%, so that the removal of the Halothane gene (Nn and nn)
from the Spanish pig population would decrease the incidence of PSE meat by 65%
(Gispert et al., 2000a). Furthermore, an eleven-fold reduction in mortality rates could be
expected (Fabrega et al., 2002). However, at the moment halothane carriers are present
amongst the Spanish slaughter pig population, because carcass conformation is
considered a relevant trait for ham production. Accordingly, it is necessary to find a
strategy to reduce the effects of acute pre-slaughter stress.

Stress associated effects on animal welfare and on pork quality may be reduced by
including feed components such as Mg or Trp in the diet. Mg is reported to be an
important cofactor in many enzymatic reactions involved in energy and protein
metabolism and can counteract catecholamine effects in stress situations, and thus
decrease the acute stress response resulting from handling prior to slaughter (Kietzmann
& Jablonsky, 1985). The primary effect of Mg appears to be a reduction in
neuromuscular stimulation due to its calcium antagonist effects (Rosenvold &
Andersen, 2003), so it may control intracellular calcium (Laver ef al., 1997). Peeters et
al. (2005) reported that pigs subjected to vibration in a transport simulator after a Mg
supplementation spent more time lying down. It may also delay the initiation of
glycolysis by maintaining high energy phosphates post-mortem (Moesgaard et al.,
1993). Indeed, short-term supplemental Mg has been reported to improve pork water
holding capacity (WHC), pork colour and pork texture (D'Souza et al., 1998; Caine et
al., 2000; Frederick et al., 2006). However, different results have been obtained when
comparing the effect of Mg supplementation to carriers (Nn) and non-carriers (NN) of
the Halothane gene (Apple et al., 2000; Caine et al., 2000).

The inclusion of Trp in the diet increases plasma Trp, brain Trp and brain serotonin

concentration (Fernstrom & Wurtman, 1971) so it may affect mood regulation, feed
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intake, behaviour, and sleep patterns (Leathwood, 1987). Trp supplementation may also
improve muscular pH (Henry et al.,1996) and reduce the incidence of PSE meat
(Adeola & Ball, 1992 and Henry et al., 1996). However, the evidence of a significant
impact of Trp on meat quality is not conclusive. Guzik et al. (2006) reported poorer
meat quality after a Trp supplementation although Li ez al. (2006) found no significant
effect when the Trp supplementation was used.

The aim of this study was to assess the effect of dietary supplementation with Mg and
Trp on animal behaviour and welfare and on carcass and meat quality of pigs (NN and
nn), in an experimental study carried out under non-stressful ante-mortem conditions.
The study was carried out with NN and nn pigs because as mentioned previously a
considerable percentage of Nn pigs are still present in the slaughter pig population in
Spain. Therefore the study aimed at evaluate whether the use of natural tranquilizers

could have a different effect depending on the genotype of the pigs.
2.2 Materials and methods

2.2.1 Animals and diets

Sixty-one entire male pigs were selected from a group of 72, after a DNA test (34
homozygous negative-NN- and 27 homozygous positive—nn- with respect to Halothane
gene) from Landrace, Large White and Pietrain lines (average live weight: 102.6 +
12.47kg). They were housed in 6 pens according to Halothane genotype (NN or nn) and
dietary supplements (3 diets) in the experimental farm (IRTA-Monells, Spain). They
were fed the same commercial diet (30% barley, 25% soy, 15% maize, 12% wheat and a
vitamin/mineral source) until 5 days before slaughter. The diet contained 87.9% of dry
matter, 18% of crude protein and 14.1 MJ/kg of digestible energy on fresh matter.

Five days before slaughter 3 diet groups were established for each genotype: control
group, with no supplement; Mg group, same diet supplemented with 1.28g MgCOs/kg
(0.38% Mg); and Trp group, same diet supplemented with 5g [-tryptophan per kg
(0.61% Trp). All pigs were allowed ad libitum access to feed and water through one

single-hole self-feeder.

2.2.2 Ante-mortem treatment and slaughter procedure

The animals were submitted to the following ante-mortem conditions: they were

transported without mixing groups in the lorry according to diet and genotype, taking 15
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minutes from the farm to the experimental abattoir. The lairage time was from 1 to 3
hours. They were stunned with 90% CO, and slaughtered. Exsanguination, scalding,
dehairing, and evisceration were performed according to standard procedures used in

IRTA-Monells.

2.2.3 Animal welfare and behaviour measurements

During the stunning procedure. The animals from the 6 groups were slaughtered
alternatively. Pigs were randomly separated, placed individually in the corridor and
allowed to cross the corridor voluntarily. If after one minute the animal was reluctant to
move, it was gently pushed into the crate.

The raceway was 412 cm long and 60 cm wide, allowing ease of movement but
stopping the animal from turning around. It was also lined with steel panels of 90 cm
height to prevent the animal from seeing out of the raceway. The gate of the CO,
stunning system consists of a non-slip steel ramp of 148 cm length and a slope of 7°
with a guillotine gate entrance at the end. The behaviour of each animal in the raceway
was recorded with a video camera (CCD-TR820; Sony) located at the raceway entrance.
The CO, stunning unit consisted of a dip-lift system (Butina Aps, Copenhagen,
Denmark) that contained a crate 195 cm long, 90 cm high and 61 cm wide, with
perforated floor to facilitate the distribution of the gas inside. After the pig entered the
crate, the gate closed behind it and descended to the bottom of the pit taking 23 s,
remained stationary for 86s and then ascended taking 23 s. The total cycle lasted 132 s.
The behaviour of the pigs during the descent into the pit was also recorded with a
second video camera (CCD-TR820; Sony) placed on the roof of the crate.

Behavioural parameters were scored in the raceway: presence of retreat attempts (when
the pig backed away; Dodman, 1977), voluntary movement (the handling of the animals
was scored as 0 if the pig moved voluntarily or 1 if the animal was gradually forced to
enter the crate) and time taken to cross the raceway and enter to the crate.

During the exposure to the CO,, behavioural parameters were also scored to determine
the aversion to the gas: presence of retreat attempts, first retreat attempt (time to
perform the first retreat attempt in the CO, unit), presence of gasp (number of very deep
breaths through a wide open mouth, which may involve stretching of the neck; which
was considered to be an indicator of the onset of breathlessness; Lambooij et al., 1999),
first gasp (time to perform the first gasp), presence of escape attempts (number of fast

running movements across the stunning box and sometimes raising their forelegs on the
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side of the wall of the crate either prior to, or at the time it was losing its posture; Raj &
Gregory, 1996), first escape attempt (time to perform the first escape attempt) and time
of loss of posture (it was considered when the animal fell in the crate, and was recorded
as the first indicator of onset of unconsciousness; Raj & Gregory, 1996).

All recording times were synchronised with the time the pigs started to descend into the
well.

After the stunning procedure, corneal reflexes were recorded by touching the cornea of
the open eye with a pencil at 15-second intervals until one minute after ending the
stunning procedure. If the eyelid closed when the eye was touched with a pencil, the
corneal reflex was recorded as a positive, indicating that the brainstem was responsive

(EFSA, 2004). The stun-stick interval was 23.3 = 2.43 s.

2.2.4 Chemical analysis of feed

Feed was analyzed for Mg and Trp concentration in all diets (Table IV.2-1).

2.2.5 Measurements of carcass and meat quality

The carcass weight (kg) was determined individually. Carcass grading was carried out
using the Fat-o-Meater grading probe (FOM) in the left side of the carcass. Carcass lean
percentage was estimated using the Spanish official equation (Gispert & Diestre, 1994).

On line measurements. The left side of the carcass was used to perform meat quality
measurements on the Longissimus thoracis (LT) and Semimembranosus (SM) muscles.
Muscle pH at 45 min (pH45) and at 24h post-mortem (pHu) was measured using a
portable pH-meter KNICK equipped with a Xerolyt electrode. Electrical conductivity at
24h post-mortem (ECu) was measured at the last rib level using a Pork Quality Meater
(PQM-I, INTEK Aichach, Germany). Muscles (LT and SM) showing pH45 < 5.8 were
classified as PSE meat (Honkavaara, 1988), whereas those presenting pHu values > 6.00
were classified as DFD (Oliver et al., 2001).

At 24h post-mortem the loin was removed from the left side of each carcass to take
samples, which were vacuum-packed in aluminium bags and frozen at -20°C until
analysis.

Drip loss measurements. Muscle samples from the LT muscle were collected at 24h
post-mortem, at the 3/4 last rib level in the cranial direction, to determine drip losses,

following the reference method supported by OECD (Honikel, 1996).
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Meat colour. Colour measurements were carried out at the last rib section with a
Spectrophotometer Minolta 2002 on the CIELab space (CIE, 1976) using illuminant
D65 and 10 ° standard observer.

Intramuscular fat. Intramuscular fat was analysed by Near Infrared Transmittance (NIT,
Infrared, 1265, Tecator) spectroscopy (Gispert et al., 1997) in the LT muscle..

Cathepsin activity. Samples for Cathepsin activity measurements were taken in the LT
and SM muscle at 24h post-mortem. After removing the subcutaneous fat and
connective tissue, muscles were ground and kept at -20 °C until further analysis.
Cathepsins were extracted according to the method of Etherington et al. (1990). Cystein
proteinases B and L were assayed fluorimetrically using the method of Etherington &
Wardale (1982). One unit activity was defined as the amount of enzyme hydrolysing 1
nmol of substrate min" at 37 °C. Protein concentration of the enzymatic extracts was
determined by the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin as
standard.

Texture analysis. Instrumental tenderness was determined on boneless loin chops
(Longissimus thoracis). Pork chops were thawed for 24h at 4 °C in their vacuum-packed
aluminium bag and then cooked in a convection oven pre-heated to 110 °C to an internal
temperature 75 °C. Chops were allowed to come to room temperature before a minimum
of six pieces 3.0x1.5x1.5 cm were removed per chop. All pieces were sheared using a
MTS Aliance RT/5 texture analyzer (MTS System Corp., Eden Praine, MN, USA)
equipped with a Warner Bratzler blade with crosshead speed set at 2 mm/s, and peak
load (kg), modulus (kg.mm™) and peak energy (kg.mm) were recorded.

2.2.6 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the computer software Statistical Analysis
System (SAS, 2001).

Animal welfare observations are count data (number of retreat attempts), time intervals
(time taken to enter the crate, time to first retreat, time to first gasp, time to loss of
posture, time to onset of escape attempts) and binary data (voluntary movement,
presence of retreat attempts and presence of escape attempts). A Chi Square test was
applied to compare the distribution of the frequencies of behavioural parameters (count
data) according to the halothane genotype or the diet. In the case of the number of
observations being less than 5, the Chi Square could not be performed. In these cases,

count data were analysed by the PROC GLM procedure. The fixed effects included in
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the model were genotype, diet and their interaction. Differences among diets and
genotypes were tested using the Tukey test.

Carcass parameters and meat quality parameters were analysed using the GLM
procedure. Genotype and diet were considered as fixed effects (the interaction was not
significant in any of the carcass and meat quality variables studied). The day effect was
included in the model as a blocking effect and carcass weight was included as a
covariate when it was significant. Differences among diets or genotypes were tested
using the Tukey test. Significance was fixed at P<0.05.

The experiment was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee

(IACUC) of IRTA.

2.3 Resulis

2.3.1 Animal behaviour and welfare in the experimental abattoir

Behaviour of the pigs in the raceway is presented in Table IV.2-2. No significant
differences (P>0.05) were found among diets or genotypes in percentage of pigs
showing retreat attempts, moving voluntarily to the crate or in the time to cross the
raceway.

As shown in Table IV.2-3, no significant differences (P>0.05) were observed among
diets or genotypes in behavioural parameters evaluated in pigs in the CO; stunning unit.
The incidence of animals showing retreat attempts, gasping and escape attempts did not
differ among treatments (P>0.05). Furthermore, no differences were observed among
treatments or genotypes in the time to perform the first gasp, the first escape attempt
and the duration of them. The behaviour observed during the CO, exposure is shown in
figure IV.2-1. The first behavioural parameter observed was the time to perform the first
retreat attempt (4.55 £ 3.167 s). Pigs showed the first gasp at 11.28 + 3.728s and they
lost their posture at 22.85 + 4.638 s.

A significant interaction (P<0.001) among diets and genotypes was found in the time to
perform the first retreat attempt (Table IV.2-4). In nn animals, the time to perform the
first retreat attempt was longer in Mg group than in Control one (P<0.05), whereas in
NN pigs the opposite result was obtained: pigs from Mg group took less time to perform
the first retreat attempt than those from Control group (P<0.05). In both cases Trp diet

was in-between.
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Comparing diets within genotypes, in control diet nn pigs went back earlier than NN
ones (P<0.05). The opposite behaviour was observed in Mg diet: nn animals took more
time to perform the first retreat attempt (P<0.05) than NN. Finally, no differences
(P>0.05) were found between NN and nn genotypes when a Trp diet was used.

At the end of the CO, exposure, presence of corneal reflexes was monitored for one
minute to determine whether the pig was still losing consciousness, was already in an
unconscious state or was regaining consciousness (Figure IV.2-1). No significant
differences (P>0.05) among diets were observed in the incidence of animals showing
corneal reflexes, in any of the observations carried out at 0, 15, 30, 45 and 60s after the
stunning procedure. With respect to HAL gene, a higher percentage (P<0.05) of NN
animals showed corneal reflexes in comparison with nn ones (32.4% vs. 7.4%).
Furthermore, the NN group had a higher presence of corneal reflexes at Os (Figure.

IV.2-2) but no differences were observed between 15 and 60s (P>0.05).

2.3.2 Carcass and meat quality

There was no significant diet x genotype interaction (P>0.05) in any carcass and pork
quality measurements on the LT or SM. Accordingly, only the main effects are
reported.

No significant effects were found among diets on carcass and meat quality parameters
(P>0.05). However, differences (P<0.001) were found between genotypes in carcass
and meat quality traits. The NN genotype had longer carcasses (83.87 vs. 76.35%),
higher conformation (3.3 vs.1.1) and lower lean content (55.3 vs. 60.5%) than the nn
genotype. Furthermore, in comparison to NN pigs, nn pigs had lower pHss in both
muscles (5.59 vs. 6.46 in LT muscle; 5.78 vs. 6.40 in SM muscle), higher electrical
conductivity (7.8 vs.4.4 in LT muscle; 8.8 vs. 4.3 in SM muscle) and higher loin drip
loss (10.47 vs. 5.78) and, therefore, these animals showed a higher incidence of PSE
than NN pigs (74.1 vs. 8.8% in LT muscle and 96.3 vs.11.8% in SM muscle).

Enzymatic activity was not affected by diet, but a significant genotype effect was
observed. In general, nn pigs had higher enzymatic activity than NN pigs (Table IV.2-
5). Similar results were found when instrumental texture variables are considered. No
differences among diets (P>0.05), but significant differences between genotypes were
found (P<0.05; Table IV.2-5), being the meat of the nn pigs harder than the meat from
NN ones.
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2.4 Discussion

2.4.1 Animal behaviour in the experimental abattoir. Aversion to the exposure

to the CO,

In the experimental abattoir, no significant differences were found among diets and
between genotypes in the time taken to cross the raceway and enter the stunning system.
Furthermore, in general, no differences were found during the stunning procedure even
though a diet-by-genotype interaction was observed in the time taken to perform the
first retreat attempt in the crate. It is known that when pigs are confronted with an
unpleasant situation, such as the CO, stunning procedure, the first reaction is to back
away (Dodman, 1977). Although no differences among diets and genotypes were found,
the presence of retreat and escape attempts indicated aversion to the exposure of a high
concentration of CO, (Raj & Gregory, 1995; Velarde et al., 2007). Furthermore,
although gasping is not considered an expression of aversion, it may compromise
animal welfare as it is a physiological reaction associated with breathlessness during the
inhalation of the gas (Raj & Gregory 1996; Lambooij et al. 1999).

Velarde et al. (2007) stated that pigs carrying the halothane gene (Nn) were relatively
more sensitive to exposure to CO,, showing a higher incidence of aversive behaviour
than halothane negative pigs (NN). Although the present study was performed using
halothane positive (nn) and free-gene halothane negative pigs (NN), no differences were
observed between them. The halothane gene is linked to a higher susceptibility to stress
(Fabrega et al., 2002), but under the minimal stress conditions used in the present study,
differences between NN and nn pigs could be difficult to identify.

Halothane carriers are still present amongst the Spanish slaughter population because
carcass conformation is considered a relevant trait for ham production. According to our
results, Mg supplementation may have a positive effect on nn pigs, because it delays the
time of performing the first retreat attempt with respect to the nn control group.
However, Mg could have a negative effect on NN pigs because NN pigs from the Mg
group performed the first retreat attempt earlier than the NN control ones. Therefore, the
efficacy of an Mg supplementation may be dependent on pigs’ genotype. To our
knowledge, there is no information available on the effect of Mg or Trp during the CO,

stunning procedure.
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It is well established that nn pigs have a mutation in the RYR1 gene which codifies the
calcium release channel of the sarcoplasmic reticulum by the skeletal muscle (Fuji et
al., 1991). The mutation is related to an increase in the intracellular calcium levels, and
Mg (from the Mg supplementation) may control the release of this intracellular calcium
(Laver et al., 1997).

The stunning procedure before slaughter is performed to induce unconsciousness and
insensibility in animals so that slaughter can be performed avoiding, as much as
possible, animal suffering. The loss of consciousness is gradual until it reaches
anaesthesia deep enough to be slaughtered without experience pain or stress. In the
present study the absence of corneal reflexes was used to assess the effectiveness of the
CO; stunning in Mg and Trp groups. The corneal reflex is generally the last reflex to
disappear during the loss of consciousness and it is likely that the animal is not sensible
to pain when they are absent (EFSA, 2004). At the exit of the stunning, still 20% of the
pigs showed corneal reflexes. This reflex disappeared up until 40 seconds from the exit
of the stunning procedure. So the anaesthesia of the pigs became deeper after the
stunning and they all reached maximum unconsciousness after 40 seconds, which could
be considered the best moment to kill them. Although no differences among diets were
observed regarding the presence of corneal reflexes, differences between genotypes
were found. Our results indicated that the consciousness was lighter for the NN pigs
than nn ones, so the probability of recovery from unconsciousness before death was
higher in NN than in nn. In agreement with our results, Velarde et al. (2007) reported a
reduction of the onset of unconsciousness in pigs containing the halothane gene (Nn) in
comparison to NN.

Exposure to carbon dioxide induces hyperventilation in pigs before the onset of
unconsciousness (Raj & Gregory, 1996). Forslid (1992) reported that this faster and
deeper respiration is an advantage because it facilitates uptake of CO, and shortens the
induction of unconsciousness, which could be an advantage from an animal welfare
point of view. On the other hand, Schaefer et al. (1987) suggested that halothane
positive pigs displayed a higher hypercapnic condition characterized by high venous
levels of CO,, bicarbonate and base excess than either Nn or NN genotypes. Therefore,
either the increase in respiratory frequency or the increase of blood CO, may induce

unconsciousness earlier in nn pigs than in NN pigs.
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2.4.2 Carcass and meat quality

Some discrepancies exist in previous works with respect to the effect of dietary Mg
supplementation when comparing carriers and non-carriers of the halothane gene (Caine
et al., 2000). Schaefer et al. (1993) pointed out that stress-susceptible pigs (in particular,
heterozygous carriers of the halothane gene) may benefit the most from the
supplementary Mg. Since the interaction between genotypes and diets was not
significant, no differences between NN and nn pigs were found in the effect of Mg and
Trp on carcass quality.

The length of the supplementation seems to be critical for the carcass and meat quality.
Supplemental Mg or Trp in the diets of growing-finishing pigs during 5 days had no
appreciable effect on carcass traits. A five-day treatment with Mg or Trp was not
enough to improve carcass traits such as yield and lean content. This is consistent with
the observations reported by Hamilton ez al. (2002) and Adeola & Ball (1992) when a
short term supplementation with Mg or Trp was used. In contrast, Apple et al. (2000)
reported an increase of lean content after a long-term supplementation when magnesium
mica was included in the starter, grower and finisher diets. Trp has been shown to
increase protein synthesis in the liver of pigs (Cortamira et al., 1991) but feeding
crystalline Trp to pigs above their perceived nutritional requirement has not been shown
to have a beneficial effect on growth performance (Adeola & Ball, 1992). Therefore,
given the short time period of supplementation (one week) it is unlikely that Mg or Trp
significantly increases protein or lipid deposition and thus probably does not affect
carcass yield. On the other hand, significant differences were found between genotypes
as was expected. The halothane gene has been associated with a higher carcass lean
content and better conformation in nn pigs compared to NN ones, due to lower fat and
bone proportions and better carcass weight distribution (Oliver et al., 1993).

In agreement with our results, some authors did not find any improvement in pHys using
Mg short-term supplementation (Frederick et al., 2006) even though others suggested an
improvement of initial pH values and of pork colour, and a reduction of the drip losses
and of the incidence of PSE pork (Schaefer et al., 1993; D’Souza et al., 1998; Hamilton
et al.,2002).

On the other hand, regarding the use of dietary triptophan, results of the present study
agree with those of Guzik et al. (2006) and Li et al. (2006) that indicated that the use

this aminoacid is not beneficial to meat quality and it could even have a stimulatory
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effect instead of a sedative one. Adeola & Ball (1992) found a reduction of PSE pork in
finishing pigs supplemented with Trp 5 days before slaughter. Therefore, further
research is required to elucidate the effect of short-term Mg and -Trp supplementation.
The negative effect of the halothane or RYRI1 gene on meat quality has long been
recognised. Accordingly, RYR1 gene significantly affected meat quality traits (initial
muscle pH, electrical conductivity, colour and the incidence of PSE) with the exception
of ultimate muscle pH (Jensen & Barton-Gade, 1985; Gispert et al., 2000b).

There is no evidence that Mg supplementation may modify post-mortem proteolysis and
tenderization (Schaefer et al. 1993; Panella et al., 2005). Although Ertbjerg et al.,
(1999) found a relationship between the loin tenderness and the activity of proteolytic
enzymes such as cathepsins, this relation was not found in the present study since
correlations between cathepsins activity and shear force values were not significant
(data not shown). In the present study, differences between genotypes were found in the
cathepsin activities in the SM and LT muscle, in accordance with other authors that
suggest a genetic component in the variability of the proteolytic enzyme (Hernandez et
al., 2004; Plastow et al., 2005). Similarly, shear force values may vary with the RYR1
gene, since nn pigs showed significantly higher values (p<0.05) than NN pigs (Murray
et al., 1989; Moelich et al., 2003). In contrast, De Smet et al. (1996) found no
differences between these genotypes.

Although the study was performed under minimal stress conditions, the incidence of
PSE meat was relatively high. This confirmed the negative effect of the RYR1 gene on
meat quality traits, and suggested that the supplementation with natural tranquillizers
should not be used as a substitute for good ante-mortem handling.

Further research is required to elucidate the effect of Mg and Trp on animal welfare,
carcass and meat quality. Increased concentrations of Mg immediately before slaughter
may improve meat quality by decreasing the acute stress response resulting from
handling prior to slaughter (Kietzmann & Jablonsky, 1985). Accordingly, increasing
Trp intake immediately before slaughter may also improve meat quality by increasing
serotonin and reducing stress, and allowing the glycogen stores to remain at a high
level. However, because of the fasting that commonly occurs before slaughter, the diet
may not play an important role in affecting the stress response. Therefore, greater
concentrations of dietary Mg or [ -Trp, a combination of different tranquillizers or the

supplementation via drinking water may be necessary to improve meat quality.
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Further studies are required under commercial conditions or using different chemical
compounds, or a combination of Mg and Trp to obtain a reduction in the incidence of

PSE meat.

2.5 Conclusions

Supplementation of Mg in the diet of pigs could have a positive effect on animal
welfare of nn pigs, decreasing the aversion to the CO, gas. On the other hand, the
exposure to 90% of CO; during 132s induced unconsciousness in the nn pigs earlier
than in the NN ones, indicating that the gas could be more effective on nn animals.
None of the treatments had an effect either on the carcass parameters (back fat thickness
and lean content) or on the meat quality traits although they were affected by the
halothane gene.

The supplementation of magnesium carbonate or Trp for 5 days before slaughter failed
to show any beneficial effects on meat quality traits when minimal stress ante-mortem

conditions were used.
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2.7 Figures
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Figure IV.2-1. Pig behaviour during the exposure to CO; (90%, 132s). The values
correspond to the least square means and standard error (in brackets) of the
time (s) to perform the first retreat attempt, the first gasp and the loss of posture.
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Figure IV.2-2. Incidence of pigs (%) showing corneal reflexes among diets (A) or
halothane genotype (B). C: Control Diet; Mg: Control diet with Mg
supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation; ns:P>0.05 and
**P<0.01.
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2.8 Tables

Table IV.2-1. Magnesium and tryptophan concentration (g/100g fresh diet) in the

control and supplemented diets.

Control Mg Supplemented Trp Supplemented
Magnesium (%) 0.21 0.38 0.21
Tryptophan (%) 0.20 0.20 0.61
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Table IV.2-2. Percentage of pigs showing retreat attempts and voluntary

movement and time taken to cross the raceway according to three diets and two

genotypes.
Diet Genotype
C Mg Trp Sig NN nn Sig
Retreat attempts (%) 45.0 57.9 50.0 ns 50.0 51.85 ns
Voluntary movement (%) 52.6 50.0 45.4 ns 56.2 40.7 ns

Time to cross the raceway ' (s) LSM  244.4 248.1 243.0 ns 2349 25546 ns

SE (36.87) (31.76)  (28.72) (23.82) (25.93)

C: Control Diet; Mg: Control diet with Mg supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation;
ns: P>0.05.

" Least Square Means (LSM) and Standard Error (SE), in brackets.
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Table IV.2-3. Aversion to CO;: behavioural parameters evaluated on the pigs in
the CO; stunning unit during the descent into the pit according to three diets and

two genotypes.

Diet Genotype

C Mg Trp Sig NN nn Sig

Retreat attempts (%) 90.00 89.47 90.91 ns 91.18 88.89 ns

Gasp (%) 75.0 73.7 77.3 ns 79.4 70.4 ns

First Gasp' (s) LSM 10.4 12.6 10.6 ns 11.88 10.57 ns
SE (0.94) (1.00) (0.88) (0.70) (0.84)

Escape Attempts (%) 100.0 100.0 95.4 ns 97.1 100.0 ns

First Escape attempt ' (s) LSM  19.1 18.2 18.1 ns 18.1 18.9 ns
SE (0.70) (0.72) (0.68) (0.54) (0.60)

Duration Escape attempts’ (s) LSM 3.9 3.9 5.1 ns 5.2 34 ns
SE (1.19) (1.19) (1.12) (0.90) (1.01)

Loss of posture ' (s) LSM 23.1 22.0 23.2 ns 23.2 22.3 ns
SE (1.08) (1.08) (1.03) (0.82) (0.93)

C: Control Diet; Mg: Control diet with Mg supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation;
ns:P>0.05
" Least Square Means (LSM) and Standard Error (SE), in brackets.
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Table IV.2-4. Least square means (LSM) and Standard error (S.E.) of the time to
perform the first retreat attempt during exposure to 90% CO; in atmospheric air,

among diets and halothane genotype.

NN nn
LSM S.E. LSM SE.  Sig"
Control Diet 6.30° 0.908 225° 1.015 o
Magnesium Diet 3.10° 0.908 6.86" 1.086 *
Tryptophan Diet 4.00 0.866 511 0.957 ns

C: Control Diet; Mg: Control diet with Mg supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; different letters within columns are significantly different (P < 0.05); ns,

P>0.05, *P<0.05 and **P<0.01.
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Table 1V.2-5. Enzymatic activity variables { (cathepsin B and cathepsin B+L) and

instrumental texture variables  after Warner-Bratzler Shear force test, among

diets and halothane genotype.

Diets Genotype
C Mg Trp Sig NN nn Sig"
Enzymatic activity variables
CAT B (UE/ mg prot)
SM  0.116 0.11 0.108 ns 0.104 0.12 *
(0.0064) (0.0066)  (0.0061) (0.0049)  (0.0055)
LT 0.050 0.044 0.046 ns 0.041 0.053 Hoxk
(0.0032) (0.0030) (0.0028) (0.0023)  (0.0026)
CAT B+L (UE/ mg prot)
SM  0.343 0.332 0.326 ns 0.306 0.362 Hoxk
(0.0134) (0.0139) (0.0128) (0.0103) (0.0116)
LT 0.261 0.206 0.227 ns 0.214 0.248 ns
(0.0168) (0.0160) (0.0148) (0.0123)  (0.0136)
Instrumental texture variables
Shear Force (N) 55.45 53.76 61.64 ns 51.98 61.91 *
(3.062) (3.181) (2.920) (2.481) (2.835)
Initial Yield Force (Ncm) 79.57 76.15 84.60 ns 74.74 85.48 *
(4.004) (4.117) (3.817) (3.067) (3.447)
Total Work (kg.s/cm®) 7.38 7.01 8.08 ns 7.04 7.94 *
(0.380) (0.390) (0.362) (0.291) (0.327)

T Least Square Means and Standard Error (in brackets)

C: Control Diet; Mg: Control diet with Mg supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation;
CAT B: cathepsin B activity; CAT B+L: cathepsin B+L activity; SM: Semimembranosus muscle; LT:
Longissimus thoracis muscle; +: ns, P>0.05, *P<0.05 and ***P<0.001.
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Efecte de suplements a la dieta: Efecte del sulfat de
magnesi i | triptofan en el benestar animal i en la

qualitat tecnologica i sensorial de la canal i de la carn.

3. Effect of magnesium sulphate and [-tryptophan and genotype
on the feed intake, behaviour and meat quality of pigs.

Panella-Riera, N., Velarde, A., Dalmau, A., Fabrega, E., Font i Furnols, M.,
Gispert, M., Soler, J., Tibau, J., Oliver, M.A. & Gil, M.

Livestock Science, 2009, 124:277-287.
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Abstract

Sixty-nine entire male pigs with different halothane genotype (homozygous halothane
positive — nn-, n=36; and homozygous halothane negative — NN-, n=33) were fed with a
supplementation of magnesium sulphate (Mg) and/or | -tryptophan (Trp) in the diet for 5
days before slaughter. Animals were housed individually and were submitted to
stressful ante mortem conditions (mixed in the lorry according to treatments and
transported 1h on rough roads). Individual feed intake was recorded during the 5-day
treatment. At the abattoir, pig behaviour was assessed in the raceway to the stunning
system and during the stunning period by exposure to CO,. Muscle pH, colour, water
holding capacity, texture and cathepsin activities were determined to assess meat
quality. The number of pigs with an individual feed intake lower than 2kg/day was
significantly different among diets (P<0.05; Control: 8.7%; Mg&Trp: 43.5%; Trp:
17.4%) and they were considered to have inadequate supplement intake. During the ante
mortem period, 15.2% of pigs included in the experiment died, and this percentage
decreased to 8.7% in those pigs with a feed intake > 2kg/day, all of them from the
stress-sensitive pigs (nn). In general, no differences were observed in the behaviour of
pigs along the corridor leading to the stunning system and inside the CO, stunning
system. During the stunning procedure, Trp diet showed shorter periods of muscular
excitation than control and Mg&Trp diets. The combination of a stressful ante mortem
treatment and Mg&Trp supplementation led to carcasses with high incidence of severe
skin lesions. Different meat quality results were found when considering all pigs or
considering only those with adequate supplement intake. In this later case, Trp increased
pH45 (6.15) vs Control diet (5.96) in the Longissimus thoracis (LT) muscle (P<0.05)
and pH at 24h (Trp: 5.59 vs C: 5.47) led to a higher incidence of dark, firm and dry
(DFD) traits in SM muscle (P<0.05). Genotype affected negatively all the meat quality
traits. Seventy-five percent of LT and 60.0% of the SM muscles from nn pigs were
classified as pale, soft and exudative (PSE), while none of the NN pigs showed these
traits (P<0.0001). No significant differences were found between genotypes on the
incidence of DFD meat.

Due to the negative effects observed in the Mg&Trp group in feed intake and carcass
quality, the utilization of a mixture of magnesium sulphate and tryptophan is not

recommended.

146



Resultats. Capitol IV-3

3 Effect of magnesium sulphate and -tryptophan and
genotype on the feed intake, behaviour and meat
quality of pigs

3.1 Introduction

Carcass and meat quality of finishing pigs can be affected by genetics as well as by the
pre-slaughter handling. During this period, pigs experience some of the most stressful
situations in their life (Gispert ef al., 1996; Guardia et al., 2004). The effect of the stress
on the muscle metabolism is especially dramatic on the pigs carrying the halothane
gene, n: nn pigs have a mutation in the RYR1 gene which codifies one of the calcium
release channels of sarcoplasmic reticulum: the ryanodine receptor (Fujii et al., 1991).
This mutation makes pigs particularly sensitive to acute stress, which is the main cause
of death before slaughter (Barton-Gade et al., 1998) and of the development of pale,
soft and exudative meat (PSE; Jensen & Barton-Gade, 1985; Oliver et al., 1993).
Despite these negative effects, the halothane gene is still used in Spanish commercial
herds (Oliver et al., 1993) because it enables producers to target carcass specifications
of high value according to the price payment grids based on carcass weight and lean
content (Gispert & Font i Furnols, 2007). Nevertheless, meat from halothane-free pigs
(NN) submitted to pre-slaughter stressful stimuli can also become PSE (Honkavaara,
1988).

The stunning procedure may also modify the final carcass and pork quality (Channon et
al., 2000; EFSA, 2004). The CO, stunning system is one of the approved methods of
stunning pigs in Europe (EC, 1993). Despite its positive effects on meat quality in
comparison to the electrical stunning (Velarde et al., 2001), it has been questioned on
welfare grounds as CO, itself has been described as an aversive gas (Raj & Gregory,
1995).

Therefore, an adequate strategy is needed to avoid the negative effect of the ante
mortem handling of pigs, especially those with the halothane gene. Some studies
suggest that magnesium (Mg) or | -tryptophan (Trp) supplementation of the diet of pigs
can help to alleviate it and improve meat quality (D’Souza, et al., 1998; Kietzmann &
Jablosnki, 1985; Peeters et al., 2005). Mg is a cofactor essential in many metabolic

pathways (Stryer, 1988), it depresses the muscular activity due to its antagonism
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towards calcium and counteracts catecholamine effects in stressful situations by
reducing levels of catecholamine in plasma (D’Souza, et al., 1998; Kietzmann &
Jablosnki, 1985). Some authors reported a positive effect of Mg supplementation on pig
behaviour (Peeters et al., 2005), water holding capacity of meat (WHC), pork colour
and pork texture (D'Souza et al., 1998; Caine et al., 2000; Frederick et al., 2006).
Nevertheless, non conclusive results have been obtained when comparing the effect of
Mg supplementation within carriers (Nn) and non-carriers (NN) of the Halothane gene
(Apple et al., 2000; Caine et al., 2000; Panella-Riera et al. 2008).

Trp, as a precursor of serotonin (Fernstrom & Wurtman, 1971), has a potential sedative
effect by promoting its synthesis in the brain (Leathwood, 1987). Contradictory results
have been found with Trp supplementation with respect to meat quality: some authors
claimed an increase of post-mortem muscle pH (Henry et al., 1996) or a reduction of
incidence of PSE meat (Adeola & Ball, 1992 and Henry et al., 1996), while others
reported no significant effect or even poorer meat quality (Guzik et al., 2006; Li et al.,
2006).

A previous study reported the effect of magnesium carbonate (MgCO3) and Trp on the
welfare and on the carcass and meat quality of two halothane pig genotypes (NN and
nn) under non-stressful conditions (Panella-Riera et al., 2008). The aim of the present
work was to evaluate the effect of dietary supplementation with magnesium and Trp on
feed intake, mortality, animal behaviour and carcass and meat quality characteristics of

NN and nn pigs under stressful ante mortem conditions.
3.2 Materials and methods

3.2.1 Animals and diets

Sixty-nine pure-breed entire male pigs were used in this study: 36 NN (24 Landrace and
12 Large White) and 33 nn (Pietrain), with an average live weight at slaughter of 108.5
+ 8.3kg. They were housed individually from the age of 90 to 150 days in pens with a
space allowance of 4m?, with visual and olfactory contact between each other. All were
fed the same commercial diet (30.0% barley, 25.0% soy, 15.0% maize, 11.9% wheat
and a vitamin/mineral source) until 5 days before slaughter. The diet contained 87.9%
of dry matter and 14.1MJ/kg of digestible energy on fresh matter.

Five days before slaughter three diet groups were established for each genotype: Control
group, with no supplement; Mg&Trp group, control diet supplemented with 1.2g
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elemental Mg and 8g [ -tryptophan per kg; and Trp group, control diet supplemented
with 8g i-tryptophan per kg (Table IV.3-1). Diets were designed considering a
minimum of feed intake of 2kg/day during the monitoring period (initial pig weight:
105.6 £ 7.0kg). Individual feed intake was monitored for each pig during the 5 days

prior to slaughter.

3.2.2 Ante mortem treatment and slaughter procedure

Two batches of 36 and 33 animals were slaughtered on two different days. The animals
from each treatment were mixed in 6 different groups according to diet and genotype.
The day before slaughter, pigs were fasted on-farm during 9h and then transported from
the IRTA pig experimental station to the IRTA experimental abattoir for 1h on rough
secondary roads. Lairage time for the first pig slaughtered was about 30 min and for the
last one was 7h as they were slaughtered individually by exsanguination, after stunning
with 90% CO,. In each batch, the animals from the 6 groups were slaughtered
alternatively (3 diets x 2 genotypes).

3.2.3 Animal behaviour measurements

Behaviour measurements were recorded along the corridor leading to the stunning
system and in the CO, stunning unit following the procedure described by Panella-Riera
et al. (2008). The raceway was 412 cm long and 60 cm wide, and it was lined with steel
panels of 90 cm height to prevent the pig from seeing out of the raceway. It was divided
into three different sections: raceway, ramp and entrance. Pigs were separated from the
group, placed individually at the starting point of the raceway and allowed to cross the
raceway to enter the CO, stunning crate. If after 1 min. the animal was reluctant to
move, it was gently pushed into the next section. The following behavioural variables
were scored in each section: presence of retreat attempts (when the pig backed away;
Dodman, 1977), time to perform the first retreat attempt and time to cross each section
(the time taken to cross the raceway, the entrance and the ramp).

The CO; stunning unit was a dip-lift system (Butina Aps, Copenhagen) that contained a
crate (195 x 90 x 61 cm) with perforated floor to facilitate the distribution of the gas
inside. The CO, concentration at the bottom of the crate was 90% by volume in
atmospheric air. The stunning procedure lasted 132s (23s descending, 23s ascending
and 86s at the bottom of the crate). Behavioural variables were monitored during the

exposure to the CO, to determine the aversion to the gas: presence of retreat attempts,
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first retreat attempt (time to perform the first retreat attempt in the CO, unit), presence
of gasp (number of very deep breath through a wide open mouth, which may involve
stretching of the neck and which was considered to be an indicator of the onset of
breathlessness; Velarde et al., 2007), first gasp (time to perform the first gasp), presence
of muscular excitation (number of fast running movements across the stunning box and
sometimes raising their forelegs on the side of the wall of the crate either prior to, or at
the time it was losing its posture; Raj & Gregory, 1996), first and last muscular
excitation (time to perform the first and last muscular excitation) and time of loss of
posture (it was considered when the animal fell in the crate and was recorded as the first
indicator of onset of unconsciousness; Raj & Gregory, 1996). The presence of gagging,
as low frequency inhalations with its neck towards its front legs and, sometimes,
emitting sounds similar to snore (Gregory et al., 1987), was also recorded. All recording

times were synchronised with the time the pigs started to descend into the well.

3.2.4 Chemical analysis of feed

The feed was analysed for crude protein, crude fibre, ether extract, humidity and ash
according to the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990).
Magnesium and Trp content were also determined (AOAC, 1990; Table 1).

3.2.5 Measurements of carcass and meat quality

After sticking, and when carcasses were hoisted on the bleeding rail, fresh scratches on
the skin were inspected and subjectively scored according to their severity (Barton-
Gade et al. 1996).

Carcass measurements.

The carcass weight (kg) without flare fat, kidneys and diaphragm was determined
individually. Carcass grading was carried out using the Fat-o-Meat’er grading probe
(FOM) in the left side of the carcass and carcass lean percentage was estimated using
the Spanish official equation (Gispert & Diestre, 1994). Visual conformation was
determined following the photographic model for EC Pig Grading Grid (1= very good
conformation to 4= very poor conformation).

Meat quality measurements.

The left side of the carcass was used to perform meat quality measurements on the
Longissimus thoracis (LT, at last rib level) and Semimembranosus (SM) muscles.

Muscle pH at 45min (pH45) and pH at 24h (pHu) post-mortem (pm) were measured
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using a portable pH-meter KNICK equipped with a Xerolyt electrode. Electrical
conductivity at 24h pm (ECu) was measured using a Pork Quality Meater (PQM-I,
INTEK Aichach, Germany). Muscles (LT and SM) showing pH45 < 5.8 were classified
as PSE meat (Honkavaara, 1988), whereas those presenting pHu values > 6.00 were
classified as DFD (Oliver et al., 2001).

Sampling.

Samples from the LT muscle were collected at 24h pm, at the 3/4 last rib level, to
determine drip losses, following the reference method supported by OECD (Honikel,
1996).

Colour measurements were carried out at the last rib level with a Spectrophotometer
Minolta 2002 on the CIELab space (CIE, 1976) using D65 illuminant and 10° standard
observer. Before the measurement, a slice of 0,2 mm was removed, and the colour was
measured after 5 min blooming.

After chilling, at 24h pm the LT muscle was removed from the left side of each carcass
to take the samples for posterior analysis of intramuscular fat, cathepsin activities and
texture. Samples of SM muscle were also taken. They were vacuum-packed in
aluminium bags and frozen at -20°C until analysis.

Intramuscular fat was analysed by Near Infrared Transmittance spectroscopy (NIT,
Infrared, 1265, Tecator; Gispert et al., 1997) in the LT muscle at the last rib level.
Cathepsin activity measurements were performed in the LT and SM muscles at 24h pm.
After removing the subcutaneous fat and connective tissue, muscles were ground and
kept at -20 °C until further analysis. Cathepsins were extracted according to the method
of Etherington et al. (1990). Cystein proteinases B and L were assayed fluorimetrically
using the method of Etherington and Wardale (1982). One unit activity was defined as
the amount of enzyme hydrolysing 1 nmol of substrate min" at 37 °C. Protein
concentration of the enzymatic extracts was determined by the method of Lowry et al.
(1951) using bovine serum albumin as standard. Results are given in nIU (nmol.min™".g
protein™).

Instrumental tenderness was determined on boneless LT muscle. Samples were thawed
for 24h at 4 °C in their vacuum-packed aluminium bag and then cooked in a convection
oven pre-heated to 110 °C to an internal temperature of 75 °C. Afterwards, they were
allowed to come to room temperature before a minimum of six pieces 3.0x1.5x1.5 cm

was removed per chop. All pieces were sheared using a MTS Aliance RT/5 texture
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analyzer (MTS System Corp., Eden Praine, MN, USA) equipped with a Warner Bratzler
blade with crosshead speed set at 2 mm/s, and peak load (kg), modulus (kg.mm™) and
peak energy (kg.mm) were recorded (Meller, 1980).

3.2.6 Statistical analyses

Statistical analysis was performed using the software Statistical Analysis System (SAS,
2001).

Behavioural data.

Behavioural observations were count data, time intervals and binary data. As data were
not normally distributed, the statistical analysis was performed using Proc GENMOD of
SAS with binomial, multinomial, Poisson or negative binomial distributions (Cameron
and Trivedi, 1998). A binomial distribution with logit model as link function was used
to analyse the incidence of pigs showing voluntary movement, presence of retreat
attempts and presence of muscular excitation. A multinomial distribution with cumlogit
model as link function was used in retreat attempts in the raceway, ramp entrance and
the whole way and the time to perform the first retreat attempt in the stunning system. A
Poisson distribution with log model as a link function was used with the time to perform
the 1% sniffing, time to start the 1* and the last muscular excitation, time to loss of
posture and the time to the first gasp. Negative binomial distribution with a log model
as a link function was used for the time to cross the raceway, time to perform the 1%
retreat attempt in the raceway, and time to perform the 1* gagging in the stunning unit.
The effects studied were diets (Control, Mg&Trp, Trp) and genotype (NN, nn) and the
interaction between them. Significance was fixed at P<0.05 in all cases. The residual
maximum likelihood was used as a method of estimation. In the case of Poisson and
negative binomial distributions, the least square means of fixed effects (LSMEANS)
were used when analysis of variance indicated differences. In the case of multinomial
distribution, the estimate statements were used.

Carcass and meat quality data.

Feed intake, carcass parameters and meat quality parameters were analysed using the
GLM procedure. Genotype and diet were considered as fixed effects (the interaction
was not significant in any of the carcass and meat quality variables studied). The day
effect was included in the model as a blocking effect and carcass weight was included
as a covariate when it was significant. Differences among diets or genotypes were

adjusted with Tukey’s honestly significant difference (HSD). Significance level was
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fixed at P<0.05, although significances at P<0.1 were taken into account as a tendency
in some cases. The least square means of fixed effects (LSMEANS) were used when
analysis of variance indicated differences.

Two types of statistical analysis were used, the first one included all pigs in the model

and the second one included only pigs with feed intake > 2kg/day.

3.3 Results

3.3.1 Feedintake

Table 1V.3-2 shows the feed intake according to diets and genotypes. No differences
among diets (P>0.05) were found during the 5-day treatment on the daily feed intake,
whereas NN pigs showed higher feed intake (P<0.001) than nn (3.26 vs 2.13kg/day).

As stated above, diet supplements were included in the feed considering a minimum
feed intake of 2kg/day in order to meet the appropriate dose of Mg and/or Trp. Table
IV.3-2 also shows the number of pigs with feed intake higher and lower than 2kg/day
(adequate and inadequate supplement intake, respectively). Diet supplements had a
significant effect (P<0.05) in both cases in the number of pigs showing adequate and
inadequate supplement intake. When considering pigs with adequate feed intake (>2
kd/day), no differences in the daily feed intake were observed. However, there were
significantly more pigs from the Mg&Trp group with feed intake lower than 2kg/day
(Mg&Trp: 10 pigs vs C: 2 and Trp:4 pigs). Regarding genotypes, NN had higher feed
intake than nn ones, and these differences were also observed when pigs with adequate
supplement intake were considered (feed intake > 2kg/day).

Sixteen pigs showed feed intake lower than 2kg/d, 5 of them with extremely low values
(< 0.5kg/d). Nine of the 16 pigs with feed intake < 2kg/day had also a negative growth
rate, 4 from the Trp group and 10 from the Mg&Trp group (Figure IV.3-1) .

3.3.2 Mortality

The mortality rate during the ante mortem treatment is shown in Table IV.3-3. When
considering all the animals, 5 pigs died, all from the stress-sensitive genotype (nn).
Regarding diets, none of the dead pigs belonged to the Trp group, 2 pigs were from the
Mg&Trp group (8.7%) and 3 from the control one (13.0%). Among pigs with an
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adequate supplement intake (>2kg/day), 4.8% of Control and 7.7% of the Mg&Trp pigs
died.

3.3.3 Animal behaviour in the experimental abattoir

Table IV.3-4 shows the behaviour of pigs in the corridor that led to the CO, stunning
system, considering those pigs with a feed intake > 2kg/day. There were no differences
in the proportion of pigs showing retreat attempts among diets (P>0.05) in the three
sections of the raceway, and no differences were found when the whole way was
considered. Genotype had a significant effect (P<0.05) on the proportion of pigs
showing retreat attempts at the entrance of the CO; stunning system, as all the pigs that
showed retreat attempts were NN pigs (NN: 20.6% ; nn: 0%).

The behaviour of the pigs was assessed in the CO; stunning unit during the descent into
the pit. No differences were found between genotypes and among diets. The first
behaviour exhibited was the time to perform the first retreat attempt (4.4 = 0.3 s),
followed by the sniffing (9.0 £ 0.4 s), and the gasping (22.1 £ 0.5 s). The loss of posture
took place after 27.8 + 0.8 s, and gagging took place at 47.8 £ 1.2 s. Muscular excitation
began at 21.6 &+ 0.4 s, finished at 35.5 + 0.8s and lasted 13.5 + 0.8s. No differences in
the time to begin muscular excitation among diets were observed, but a significant
effect was found in the duration (P<0.001): Trp pigs showed shorter muscular excitation

than other diet groups (Trp: 9.9s vs C: 16.6 and Mg&Trp: 14.0s).

3.3.4 Carcass and meat quality

Diet supplements did not have any effect (P>0.05) on the carcass quality variables
considering those pigs with feed intake > 2kg/day (Table IV.3-5). No differences among
diets were found in any of them. Besides, genotype had a significant effect (p<0.001) on
almost of the carcass variables (body weight, lean content, carcass length, fat depth at
last rib level and conformation,). Carcasses from nn pigs were shorter, leaner, showed
higher conformation and had less fat depth at last rib level than NN ones.

Carcass skin lesions were scored according to the procedure described by Barton-Gade
et al. (1996). In general, no differences were found in the number of pigs showing skin
lesions (Table 6). More than 85% of pigs had skin lesions, with no significant

differences among diets and between genotypes. Regarding the severity of skin lesions,
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significant differences were observed among diets. Mg&Trp pigs were more likely to
show more intense skin lesions than C pigs.

Two different data sets depending on the feed intake were studied to analyse meat
quality traits. The first one considered all pigs and the second one considered only pigs
with feed intake higher than 2kg/day. Table IV.3-7 shows significance levels of meat
quality traits considering both statistical analyses, according to diet or halothane gene
effect. When considering all the pigs the diet tended to affect pH values at 24h in SM
muscle (P= 0.010; C: 5.59, Mg&Trp: 5.79, Trp: 5.67), electrical conductivity in LT
muscle (P=0.09; C: 6.8, Mg&Trp: 7.0, Trp: 5.9mS), drip loss in LT muscle (P= 0.08;
C: 8.7 , Mg&Trp: 7.6, Trp: 7.5%), and the L* value in LT muscle (P= 0.05; C: 54.08,
Mg&Trp: 50.92, Trp: 51.22). However, when considering pigs with feed intake higher
than 2kg/d, diet had only a significant effect on pH at 45 min in the LT muscle (C: 5.96,
Mg&Trp: 5.96, Trp: 6.15; Table IV.3-6).

The same statistical analyses were performed on the incidence of PSE and DFD meat.
Overall, in the LT muscle 34.9% of the carcasses showed PSE and 4.8% DFD traits. In
the SM muscle, 28.6% of carcasses showed PSE and 11.1% showed DFD condition.
Table 5 shows the percentage of pigs with feed intake > 2kg/day that showed PSE and
DFD traits according to diets and genotypes. Diets did not affect the percentage of pigs
with PSE traits in LT or SM muscles but affected the number of carcasses showing
DFD traits in the SM muscle, with a higher percentage in the Trp group.

Genotype affected significantly most of the meat quality variables (Table IV.3-5 and
Table IV.3-7). Similar significance levels were found either analysing data considering
all pigs and considering only those with feed intake higher than 2kg/day, with the
exception of the pH24h in the SM muscle: considering all pigs, no differences were
found (P=0.20) whereas a significant effect was observed with pigs eating more than
2kg feed/day, NN pigs showing higher pH24 (P=0.02).

In comparison to NN pigs, nn ones showed lower pH at 45 min , lower pH at 24h,
higher electrical conductivity and loin drip loss and higher value of L*, a* and b*
variables than NN pigs (Table IV.3-5). A significant genotype effect was found in the
percentage of pigs showing PSE traits (P<0.0001), 75.0% of LT and 60.0% of the SM
muscles from nn pigs were PSE, while none of the NN pigs showed PSE traits (Table
IV.3-5).
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The activity of cathepsin B in LT muscle tended to be lower in the Mg&Trp and Trp
groups than in the C group (P=0.07; Table IV.3-8). No significant effect was observed
among diets in the activity of cathepsin B+L enzymes. Genotype affected cathepsin
B+L activity in LT and SM muscles (P<0.05): nn pigs showed higher enzymatic activity
than NN pigs; but no effect was found in cathepsin B enzymatic activity (Table IV.3-8).
Texture measurements were performed on non-aged meat (frozen at 24h pm). The
values of shear force (Warner-Bratzler test) neither depended on the diet supplements

nor on the pig genotype (P>0.1).

3.4 Discussion

3.4.1 Feed intake and mortality

The transport between the farm and the experimental abattoir was performed under
stressful conditions. As a result 5 pigs died, all of them being halothane positive (nn).
Mortality during transportation to slaughter plant reflects the high levels of stress
suffered by the pigs during the journey. A genetic susceptibility, as well as some
inadequate procedures when loading pigs may add sufficient stress to poor transport
conditions to result in deaths (Warris, 1998) and, as stated by Gispert ef al. (1996), high
mortality rates may lead to important economic losses. Our results are consistent with
the fact that the halothane gene is related to a high sensitivity to stress (Fabrega et al.,
2002) and that if nn pigs are submitted to minimal stressful conditions, losses before
slaughter can be avoided (Panella-Riera et al., 2008). In accordance with these results,
Geers et al. (1994) and Pérez et al. (2002) also found a greater effect of the handling
and transport before slaughter on nn pigs than on NN pigs.

In studies assessing the effect of a diet supplement, it is very important to consider the
individual feed intake especially when the supplement is provided through the feed. In
the present study, the feed intake was measured individually during the 5-day treatment.
Supplemented feeds were designed considering a minimum feed intake of 2kg/day for
pigs with a life weight of 105.7 £ 7.0kg (Fabrega et al., 2003). Therefore, pigs with feed
intake lower than 2kg/day did not ingest enough supplements, Mg and/or Trp. When
considering pigs with the desired supplement intake, only 2 died, one from the control
group and the other one from the Mg&Trp group. Further research should be carried out
to ascertain whether there is any relationship between the mortality of pigs and the Trp
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supplementation as it has been suggested that the sedative effect of this amino acid
could counteract the negative effect of a stressful pre-slaughter treatment (Kietzmann &
Jablonski, 1985).

One of the hypotheses of the present study was that after removing pigs with inadequate
supplement intake, diet effect on pigs’ behaviour and meat quality may vary. Therefore,
data were analysed firstly, considering all pigs, and secondly including only pigs with
an adequate supplement intake (> 2kg/day).

No differences among diets were found in the average feed intake, probably due to the
wide variability in feed intake within treatments. However, differences were observed in
the number of pigs with feed intake lower than 2kg/day. In the Mg&Trp group there
were significantly more pigs with inadequate supplement intake than in Control group.
All the pigs that lost weight during the treatment had a feed intake lower than 2kg/d.
Among them, two different groups can be distinguished. The first one that lost between
0.4 and 0.6kg/day had a feed intake lower than 0.5kg during the treatment, indicating
that they scarcely ate (Figure IV.3-1). All these pigs belonged to the supplemented diets
(Mg&Trp and Trp groups) so it could be suggested that, apart from the effect of
changing the diet, pigs did not like the new feed. The second group, all from the
Mg&Trp group, includes pigs with feed intake from 1 to 2kg/day that lost weight
anyway. This may be due to the potential laxative/purgative effect associated with
magnesium sulphate (Frederick et al., 2004; O’Quinn et al., 2000), as diarrhoea was
observed in Mg&Trp pens. D’Souza et al. (1999) suggested that although aspartate,
chloride and sulphate salts of Mg were equally effective in reducing the incidence of
PSE pork, MgSO, could be the best choice because magnesium aspartate was an
expensive source of Mg and the chloride salt had chemical properties that make its
inclusion in the feed difficult. Hamilton et al. (2002) also concluded that MgSO4
produced the greatest improvement in meat quality traits; more than proteinate and
proprionate sources. However, none of these studies reported a potential laxative effect
of the MgSO, affecting muscle glycogen stores and therefore the post-mortem energy
metabolism.

To our knowledge, few studies have reported the effect of 5-day Mg and/or Trp
supplementation on feed intake and none of them found any effect of the inclusion of
supplements of Mg or Trp in the diet (Caine et al., 2000; Peeters et al., 2005). However,

most of them reported an effect of Mg supplements on meat colour (Caine et al., 2000;
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D’Souza et al., 1998; Hamilton et al., 2002) and water holding capacity (D’Souza et al.,
1998, 1999; Hamilton et al., 2002; Schaefer et al., 1993).

When Frederick et al. (2004) studied the effect of Mg supplementation through drinking
water, no differences in feed intake and water disappearance were found among
different Mg concentrations.

On the other hand, the relationship between Trp consumption and the feed intake was
extensively discussed by Le Floc’h & Séve (2007).While Trp deficiency was related to
a reduction of appetite and feed intake for finishing pigs (Henry et al., 1992), an excess
of 4% of Trp in the diet was also reported to decrease the feed intake in finishing pigs
(Chung et al., 1991).

3.4.2 Animal behaviour in the experimental abattoir. Aversion to the exposure

to the CO,

The first behaviour that pigs exhibited in the cage when they were exposed to the gas
was retreat attempts, followed by sniffs and gasp indicating the onset of breathlessness
according to Raj (1999) and Gregory ef al. (1987). Almost simultaneously, pigs showed
muscular excitation from 21.6 £+ 0.4 to 35.3 + 0.8s lasting an average time of 13.5 = 0.8s
. Similar results were found by Rodriguez et al. (2008), who found muscular excitation
appeared between 19 and 39s.

Our results indicated that genotype tended to have an effect on the duration of muscular
excitation, lasting 14.6 + 1.14s for the nn pigs and 12.8 = 1.00s for the NN ones. Diet
had a significant effect, as the muscular excitation period in Trp-group was shorter than
in C and Mg&Trp ones. In contrast to these results, no differences between genotypes
(NN vs nn) and among supplemented-diets (Control, Mg, Trp) were found in the
previous experiment carried out under conditions of minimal stress during transport
(Panella-Riera et al., 2008).

Rodriguez et al. (2008) suggest that the onset of muscular excitation is likely to occur
when pigs are still conscious. On the other hand, the loss of posture during the exposure
to gas has been considered by some authors to be the first behavioural indicator of the
onset of unconsciousness (Raj & Gregory, 1996). In the present study, pigs lost their
posture at 27.8 &+ 0.8s after the beginning of the stunning procedure, taking place during

the presence of muscular excitation. In fact, for 13.2% of animals the muscular
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excitation appeared earlier than the loss of posture, for 5.7% appeared at the same time,
and for 81.1% the loss of posture took place before the appearance of muscular
excitation. So it is not clear if these muscular excitations are escape attempts, as
described by Raj & Gregory (1996) or involuntary convulsions, as described by Forslid
(1987).

In general, no differences were found among diets and between genotypes on animal
behaviour. However, in agreement with Raj (2004) and Velarde et al., (2007), our
results indicated that the induction of unconsciousness with carbon dioxide, by using a
dip-lift system, could be distressing to animals and thus compromise the welfare of pigs.
Therefore, the meat industry should be encouraged to consider potential alternatives
(Raj, 2004; Velarde et al., 2007). The role of Trp in the muscular excitation of animals

inside the system needs further investigation.

3.4.3 Carcass and meat quality

Carcass quality was positively affected by halothane genotype, with the nn pigs having
leaner carcasses and higher conformation (lower score) than the NN ones. These are
considered relevant traits for ham production in Spain and for that reason halothane
genotype is still desired by many producers and the meat industry in Europe despite
knowing the detrimental effects on pork quality. The negative effect of the halothane
gene to meat quality traits has been extensively studied (e.g. Jensen & Barton Gade,
1985; Channon et al., 2000; Gispert et al., 2000; Guardia et al., 2004). Accordingly, in
the present study the nn pigs showed lower pH values and water holding capacity
(higher drip loss and electrical conductivity) and paler meat (L* value) than the NN
ones. Similar results were also obtained in the previous study under non-stressful ante
mortem conditions (Panella-Riera et al., 2008).

Supplementation with Mg and/or Trp had no effect (P>0.05) on midline back fat
measurements, last rib fat depth and lean content (Table 1V.3-5). These results are
consistent with other studies that did not find any effect of Mg supplementation on fat
and muscle measurements of pig carcasses after a 5-day treatment (Schaefer et al.,
1993; D’Souza et al., 1998, 1999).

Carcass quality is also affected by the presence of skin lesions as this may determine the
commercial application (Barton-Gade et al., 1996). In the present experiment, no

differences were observed in the number of pigs showing skin lesions, as most of them
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had lesions on the skin. This may be explained by the fact that pigs tried to establish
hierarchy at the lairage pens as until then they did not have the chance to do it.
However, differences in the severity of these lesions were observed among diets.
Mg&Trp pigs were more likely to have more intense skin lesions than C ones. This may
be related to the fact that these pigs may be hungry due to the laxative effect of
magnesium sulphate. There is also some evidence that fasted pigs tend to fight more
aggressively and for a longer time than fed pigs (Fernandez et al., 1995). According to
Barton-Gade et al. (1996), a score of between 3 and 4 is unacceptable for most of the
commercial applications, and even a score of 2 should be also considered unacceptable
when carcasses are used for sensitive productions. In the case of Mg&Trp diet, more
than 83.3% of the carcasses showed a score higher than 3, and 100% of the carcasses
had a score of > 2. Therefore, in the present experiment 83.3% of carcasses would be
unacceptable for most commercial applications.

Meat quality traits were also studied. When taking into account all pigs, diet tended to
affect pH at 24h in SM muscle, electrical conductivity and drip loss in LT muscle and
showed a statistically significant effect on colour (Table 1V.3-7). As magnesium
sulphate has been associated with a laxative effect, pigs may have had depleted muscle
glycogen stores and, therefore it may produce meat with higher ultimate pH, darker
colour and higher water holding capacity (Lambooij, 2007). These differences were not
found when the data were analysed with pigs with adequate supplement intake, as diets
only had an effect on pH measured at 45 min at LT muscle.

As shown in Table IV.3-5, high incidence of pigs still showed PSE traits (pHss < 5.8)
after removing those with feed intake lower than 2kg/day. A total of 16 pigs were
removed from the statistical analysis for their inadequate supplement intake, most of
them showing PSE traits (8 in the LT and 6 in the SM muscle), all of them nn pigs.
These results confirm that the pre-slaughter treatment was indeed under stressful
conditions, and also confirm the relationship between the halothane gene and the
incidence of PSE meat. Besides, two pigs from the removed ones were classified as
DFD (pHz4n > 6.0) in the SM muscle which was the expected result as DFD meat occurs
when the animals are fatigued and the glycogen energy store is exhausted at slaughter
(Lambooij, 2007).

Despite the higher incidence of PSE, it is surprising the higher incidence of DFD meat

among pigs with an adequate supplement intake. Pigs from the Trp group showed
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higher incidence of DFD in the SM muscle than C and Mg&Trp, indicating that the
supplementation of this amino acid could not completely avoid the depletion of the
glycogen under a long stressful ante-mortem treatment, questioning the initial
hypothesis. Further research is needed to ascertain whether the increase of the pH is due
to the Trp supplement or the long stressful ante-mortem treatment. Henry et al. (1996)
concluded that post-mortem muscle pH increased (both, pH45 and pHu) in response to a
long term Trp supplementation.

In agreement with the previous study (Panella-Riera et al., 2008), cathepsin activities
were influenced by the genotype but not by the diet (Table 8): nn pigs showed higher
activity than NN ones. Genetic type is known to affect cathepsin activity (Hernandez et
al., 2004; Plastow et al., 2005).

No differences were found between the two genotypes with instrumental measurements
(Shear force test). However the panel test carried out within the same experiment found
that the meat from nn pigs was harder than NN ones (Panella et al., 2005).
Controversial results have been published. De Smet ef al.,(1996) did not find any
differences with instrumental measurements between genotypes. However, Moelich et
al. (2003) and Murray et al. (1989) reported higher shear force values in meat from nn
pigs than in meat from NN pigs.

3.5 Conclusions and implications

When studying the use of diet supplements, the individual measurement of feed intake
should be a requirement as it allows the detection of pigs with inadequate supplement
intake, even when the average feed intake is the expected value.

Potential side effects of the diet supplements should be taken into account as they may
lead to misleading conclusions. The inclusion of a mixture of magnesium sulphate and
tryptophan in the diet did not show any advantage due to the laxative effect of
magnesium sulphate, showing lower feed intake. The Mg&Trp group showed higher
probability of having severe skin lesions in comparison to Control and Trp groups.
From the results of this study the utilization of a mixture of magnesium sulphate and
tryptophan is not recommended.

Trp reduced the duration of muscular excitation when animals were stunned with high

concentrations of CO,, and pigs showed the same probability as control pigs of having
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severe skin lesions. An increase of pH at 45 min pm in the LT muscle and the
percentage of pigs showing DFD traits in the SM muscle were observed. Further
research is needed to ascertain whether Trp can prevent the mortality related to high
levels of stress during the pre-slaughter period, and whether the increase of pH is due to
the Trp supplement or to the stressful ante-mortem treatment.

A new strategy, such as the combination of Trp with other compounds or other sources
of magnesium (excluding magnesium sulphate) should be considered for further studies,
with the aim of reducing stress before slaughter and being able to reduce the negative

effect of the use of the halothane gene.
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3.7 Figures
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Figure IV.3-1. Relationship between feed intake (kg/day) and growth rate (kg/day)
among diets.
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3.8 Tables

Taula IV.3-1. Feed composition of experimental and control diets (%).

Diets

C Mg&Trp Trp
Humidity (%) 11.80 11.47 11.80
Ash (%) 6.79 6.78 6.87
Crude fiber (%) 3.12 3.40 3.24
Crude protein (%) 16.80 18.54 18.4
Ether extract (%) 6.84 6.30 6.19
Magnesium (%) 0.21 0.40 0.20
Tryptophan (%) 0.21 0.70 0.77

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp
supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation.
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Taula IV.3-2. Number of pigs with feed intake higher and lower than 2kg/d, and
feed intake (LSM") according to the three diets and two genotypes.

Diet Genotype
C Mg&Trp Trp Sig NN nn Sig
Number of pigs
In the experiment 23 23 23 36 33
. . 21 13 19 30 23
With feed intake = 2kg/d g1 3y (565 (32.6) 833)  (69.7)
) . 2 10 4 6 10
With feed intake < 2kg/d 87) 435 (17.4) (16.7)  (30.3)
Sig.’ a b ab ok - - ns
Feed intake '
. 3.00 2.40 2.67 3.26 2.13 ok
Total feed intake (kg/d) 0.19)  (0.19) (0.19) ns 0.16)  (0.17)
. . . 3.09 3.20 3.13  ns 3.07 2.58 ok
Pigs with feed intake > 2kg/d 0.13)  (0.17) (0.14b) 0.11)  (0.13)
. . . 1.69° 1.26° 0.44 * 1.21 1.06
Pigs with feed intake < 2kg/d 041)  (0.17)  (0.27) 026)  (0.19) ns

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; ns: P>0.1; * P<0.05; ™. P<0.01 and ***: P<0.001.

"LSM: Least square means and standard error within brackets.

2 Number of pigs and percentage within brackets.

3 Columns with different letter were significantly different at a level of P<0.05. The probability of showing feed
intake < 2kg/day was tested with a GENMOD procedure.
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Taula IV.3-3. Mortality of pigs during the pre-slaughter period according to the
three diets and two genotypes.

Diet Genotype
C Mg&Trp Trp Sig NN nn Sig

Mortality considering all pigs included in the experiment

n 23 23 23 36 33

deaths 3 2 0 ns 0 5 *

(%) 13.0 8.7 0.0 0.0 15.2
Mortality between pigs with feed intake > 2kg/d

n 21 13 19 30 23

deaths 1 1 0 ns 0 2 ns

(%) 4.8 7.7 0.0 0.0 8.7

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; ns: P>0.1 and *: P<0.05.
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Taula IV.3-4. Time taken to cross the racewayl, Percentage of pigs showing retreat
attempts and time to perform the first retreat attempt according to the three diets

and two genotypes. Pigs with feed intakes >2kg/day are considered.

Diet Genotype
C Mg&Trp  Trp Sig NN nn Sig
n 21 13 19 30 23
Time to cross (s)
the raceway 18.4 30.7 323 ns 26.1 26.7 ns
(4.8) (12.0) (7.4) (5.9) (6.5)
the ramp 41.2 50.6 51.3 ns 49.7 42.7 ns
(7.8) (10.1) (10.9) (7.6) (7.6)
the entrance 38.6 26.8 42.2 ns 43.2 27.3 *
(8.2) (9.6) (7.2) (6.8) (5.2)
all the way 98.2 108.1 125.8 ns 119.0 96.7 ns
(10.7) (25.2) (17.0) (13.5) (11.5)
Pigs showing retreat attempts (%)
in the raceway 4.8 154 21.1 ns 10.0 17.4 ns
in the ramp 47.6 38.5 36.8 ns 50.0 304  ns
in the entrance 14.3 7.7 10.5 ns 20.6 0.0 *
all the way 57.1 46.2 63.2 ns 66.7 43.5 ns

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; ns: P>0.1 and *: P<0.05.
"Means and standard error
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Taula I'V.3-5. Carcass and meat quality traits of diet and genotype effects,
measured considering pigs with feed intake higher than 2kg /day.

Diet ! Genotype '
C Mg&Trp  Trp Sig. NN nn Sig.
n 21 13 19 30 23
Carcass traits
. 109.5 109.8 110.4 113.6 106.2 sk
Body weight(kg) gy 03y a8 ™ (14 a8
. 85.1 84.2 85.4 85.5 84.2
Carcass weight (kg) (1.4) (1.8) (1.4) ns (1.4) (1.4) ns
57.5 56.6 56.6 52.7 61.1
0 skskok
Leancontent (%) ¢ 63 (079)  (0.62) ™ (0.50)  (0.62)
81.6 81.3 82.0 85.8 77.5 sk
Carcass length (cm) (0.9) (11) (0.9) ns 0.7) (0.9)
Fat depth at last rib level (FOM;  12.9 13.4 13.5 ns 16.6 10.0 -
mm)  (0.6) (0.8) (0.6) (0.5) (0.6)
Conformation 2.0 2.1 2.0 2.9 1.2
(0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1)
Meat quality parameters
pH at 45 min
LT 596" 596" 615 6.47 558 us
(0.06) (0.07) (0.06) (0.05) (0.06)
SM  6.09 6.11 6.21 s 6.47 5.79 sk
(0.06) (0.07) (0.05) (0.04) (0.05)
pH at 24h
LT 547 5.52 5.59 s 5.60 5.46 «
(0.05) (0.06) (0.05) (0.04) (0.05)
SM  5.59 5.71 5.71 ns 5.75 5.58 «
(0.06) (0.07) (0.06) (0.05) (0.06)
Electrical Conductivity 24h (mS)
LT 7.0 7.1 6.0 + 4.2 9.3 sk
(0.4) (0.5) (0.4) (0.3) (0.4)
SM 8.4 7.3 7.0 5.2 9.9 sk
ns
(0.5) (0.6) (0.5) (0.4) (0.5)
Loin drip loss (%) 8.7 8.0 7.4 5.1 11.0 sk
(0.5) (0.6) (0.5) (0.4) (0.5)
Colour- L*  54.2 51.9 51.1 s 50.0 54.8 sk
(1.1) (1.4) (1.1) (0.9) (1.1)
Incidence of PSE (pH45 < 5.8;%)
LT 31.6 333 26.3 ns 0.0 75.0 otk
SM  21.1 25.0 26.3 ns 0.0 60.0 otk
Incidence of DFD (pHu > 6.0;%)
LT 0.0 8.3 10.5 ns 6.7 5.0 ns
SM 0.0 8.3" 211 % 13.3 5.0 ns

"Least square means and standard error within brackets.

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp supplementation; SM:
Semimembranosus muscle; LT: Longissimus thoracis muscle; PSE: Pale, Soft and Exudative; DFD: Dark, Firm and Dry; ns:
P>0.1;1: P<0.1; *: P<0.05; **: P<0.01 and ***: P<0.001.
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Taula IV.3-6. Percentage of carcasses with skin lesions according to the three diets

and two genotypes. Pigs with feed intake > 2kg/day are considered.

Diet ! Genotype :
C Mg&Trp Trp  Sig NN nn  Sig
n 21 13 19 30 23
Skin lesions (%) 85.7 100 947 ns 93.3 913 ns
Severity of skin lesions
No skin damage -1 16.7 0.0 5.6 6.9 10.5
Slight skin damage -2  55.6 16.7 33.3 379 36.8
Skin damage affecting quality -3 22.2 50.0 50.0 379 42.1
Severe skin damage -4 5.6 333 11.1 17.2 10.5
Sig.! b a b ok - - ns

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; ns: P>0.05; **: P<0.01.

' Columns with different letter were significantly different at a level of P<0.05. The probability of showing more
intense skin lesions (from 1 to 4) was tested with a GENMOD procedure. Diet effect: P=0.0025; Genotype effect:
P=0.5769.
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Taula IV.3-7. Significance levels of meat quality variables of diet and genotype

effects, measured considering all pigs and those pigs with feed intake higher than

2kg /day.
Diet effect Halothane effect
) Feed intake . Feed intake
Allpigs oy ord Allpigs  oroid
n 64 50 64 50
pH at 45 min
LT 0.34 0.05 <.0001 <.0001
SM 0.64 0.26 <.0001 <.0001
pH at 24h
LT 0.21 0.24 0.0070 0.03
SM 0.10 0.25 0.21 0.02
Electrical Conductivity at 24h (mS)
LT 0.09 0.11 <.0001 <.0001
SM 0.47 0.11 <.0001 <.0001
Loin drip loss (%)
LT 0.07 0.13 <.0001 <.0001
Colour
L* 0.05 0.13 <.0001 0.001
a* 0.10 0.37 <.0001 <.0001
b* 0.42 0.42 <.0001 <.0001

SM: Semimembranosus muscle; LT: Longissimus thoracis muscle.
P values lower than 0.1 are showed in bold.
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Table IV.3-8. Enzymatic activity variables ! (cathepsin B and cathepsin B+L) and
instrumental texture variables ' after Warner-Bratzler Shear force test, among

diets and halothane genotype. Pigs with feed intake > 2kg/day are considered.

Diet Genotype
C Mg&Trp Trp  Sig NN nn Sig
n 21 13 19 30 23
Enzymatic activity *
CAT B (nlU)
LT 323 26.3 22.1 ns 24.2 30.5 ns
(3.1) (3.9 (3.0) (2.4) (3.0)
SM 79.8 72.9 71.1  ns 71.4 77.8 ns
(6.6) (8.3) (6.5) (5.2) (6.5)
CAT B+L (nIU)
LT 1619 159.0 1514 ns 135.2 179.6 *x
(13.5) (17.0) (17.0) (10.7) (13.3)
SM  251.6 255.7 281.1 ns 243.4 282.2 *
(16.1) (20.2) (15.9) (12.7) (15.8)
Instrumental texture
Shear Force (N) 51.2 50.4 48.2  ns 50.5 494 ns
(2.2) 2.7) (2.3) (1.8) (2.2)
Initial Yield Force (Ncm) 72.8 72.0 704  ns 69.3 74.1 ns
(3.3) 4.1) (3.5) 2.7) (3.3)
Total Work (kg.s/cm?) 6.7 6.1 6.1 ns 6.4 6.2 ns
(0.3) (0.3) (0.3) (0.2) (0.3)

C: Control Diet; Mg&Trp: Control diet with Mg and Trp supplementation; Trp: Control diet with Trp
supplementation; LT: Longissimus thoracis muscle; SM: Semimembranosus muscle; CAT B: cathepsin B activity;

CAT B+L: cathepsin B+L activity; ns: P>0.1 *: P<0.05 and **: P<0.01.
" Least square means and standard error within brackets.
? Results are given in nIU (nmol.min"'.g proteine™)
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V. Discussio

V. DISCUSSIO

El sector carni catala —i en especial el sector porci— representa un dels clusters
agroalimentaris més importants a nivell europeu i qualsevol estratégia que optimitzi el
procés de produccid pot tenir repercussions importants. L’objectiu principal d’aquesta
tesi doctoral era estudiar alguns factors critics del tractament previ al sacrifici dels porcs
1 avaluar els seus efectes sobre la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn
fresca. En segon terme, també es pretenia avaluar algun d’aquests punts critics des del
punt de vista del benestar i comportament del porc per tal d’establir unes pautes que
garanteixin una bona qualitat tecnologica de la carn i que no vagin en detriment del
benestar dels animals. Aixi, s’han considerat factors ante mortem com el dejuni, el
transport, el temps d’espera a I’escorxador, I’estaborniment dels animals, factors
genetics com la preseéncia del gen RYRI1 1 suplements a la dieta (Figura 1.4-1; Taula
II.1-1). Per assolir aquest objectiu es varen plantejar tres estudis els resultats més
rellevants dels quals es discuteixen ara amb una visié més global.

De manera general s’accepta que tot animal destinat a la producci6 de carn esta sotmes
a situacions d’estrés durant les ultimes hores abans del sacrifici que causen una
disminucié del seu benestar, i que poden afectar a la qualitat tecnologica de la carn
(Moelich et al., 2003). En aquest sentit, els primers dos estudis (IV-1 i IV-2) es varen
dissenyar intentant minimitzar 1’estrés previ al sacrifici (sense barreja d’animals de
grups diferents, transport sense canvis bruscos de direccid ni de velocitat, tractament
molt curosa durant la carrega 1 descarrega al camio, etc.). El tercer experiment (IV-3) es
va plantejar en condicions d’estrés més proximes a les condicions comercials (amb
barreja d’animals i transport menys cur6s), per estudiar I’efecte dels suplements de Mg i
Trp en una situacié desfavorable des del punt de vista del benestar del porc.

En ambdues situacions, les propies limitacions de I’escorxador experimental, que només
permetia el sacrifici individual dels animals, va impedir el sacrifici dels porcs amb el
temps d’espera exacte al planificat per a cada tractament (de 0 o 12h al capitol IV-1, de
2-3h al IV-2, i de Oh al IV-3). Aquest punt fou especialment critic en el cas de
I’experiment V-3, on el temps d’espera va arribar a les 7h. Al capitol IV-1 es va
observar que un temps d’espera de fins a 12h permetia reduir el percentatge de carn
exsudativa (Taula IV.1-3), tot i que cal recordar que aquests animals no es barrejaven en

cap moment amb animals de grups diferents. Caldria veure, en tot cas, si 1’espera de fins
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a 7h que es va dur a terme en els animals del tercer experiment, que si estaven barrejats,
va afectar negativament la qualitat de la canal degut a als danys a la pell produits durant
I’establiment de les jerarquies dins del grup. Segons el resultat de I’estudi IV-3, el
percentatge de canals amb danys a la pell va ser elevat (al voltant del 90% en tots els
tractaments), pero com que el sacrifici dels animals es va realitzar seleccionant
alternativament i aleatoria un animal de cada grup, 1’avaluaci6 dels danys a la pell es va
realitzar sobre la canal 1 no avaluant les baralles a les quadres d’espera, 1 per tant no es
pot saber si les baralles 1 els conseglients danys a la pell varen augmentar al allargar-se
el temps d’espera. No obstant aix0, en un estudi de Fredericsen & Hexeberg (2009)
s’apuntava que el fet d’anar seleccionant i apartant animals d’un mateix grup a la sala
d’espera augmentava el comportament no desitjat (montes 1 baralles) d’aquells que
seguien a la quadra. Per a futurs experiments, caldria estudiar la possibilitat de sacrificar
tots els animals d’un grup a la vegada —aixo permetria controlar els diferents factors que
poden alterar 1’estat fisic i psiquic dels animals abans del sacrifici, com ara I’efecte de
les propies baralles entre animals provinents de grups diferents i 1’estrés que pateix
I’altim animal del corral quan es queda sol en un ambient que per a ell és nou— o fins 1
tot, valorar la possibilitat de sacrificar els animals en escorxadors comercials.

Segons els resultats obtinguts estudiant el dejuni —sovint planificat pels ramaders— i el
temps d’espera —sovint planificat exclusivament pels escorxadors a causa de les
dimensions i/o limitacions de la cadena productiva— s’observa que a I’augmentar la
durada de qualsevol dels dos, les conseqiiéncies sobre el benestar i la qualitat de la canal
poden arribar a ser importants (per exemple, augmentant les canals amb danys a la pell;
Capitol IV-1). A nivell comercial, les explotacions porcines realitzen restriccions
alimentaries abans del sacrifici compreses en un interval de 12 a 18h (Averds et al.,
2008; Gispert et al., 1996; Pérez et al., 2002) o de 16 a 24h (Eikelenboom et al., 1991),
perod el ramader no controla la durada del repds que poden tenir els porcs a 1’escorxador
i que contribueix a allargar el dejuni total dels animals. Es interessant remarcar en
aquest punt que alguns autors han assenyalat que a partir de les 24h de dejuni 1’animal
podria perdre pes de la canal a ra6 de 100 g/h (Chevillon, 2006; Faucitano et al.,
2010a). Per tant, seria important poder preveure el temps d’espera als escorxadors per
planificar el temps total de dejuni i decidir el moment en que es tanca la menjadora a la
granja, per evitar periodes de dejuni excessius que tinguin efectes negatius tan en el

benestar com en la qualitat tecnologica de la carn. Caldria que, en la comunicacio6 entre
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el productor i I’escorxador, es tinguessin en compte aquestes dades per poder realitzar
una planificacié adequada des del punt de vista del benestar i1 de la qualitat de la canal i

de la carn.

Relacio entre el procés d’estaborniment amb dioxid de carboni, el benestar i la

qualitat

Seguint les recomanacions de I’ Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria, el sistema
d’estaborniment utilitzat durant el procés de sacrifici dels animals hauria de ser un dels
factors a tenir en compte com a part del tractament ante mortem als escorxadors ja que
pot alterar la qualitat final de la canal i de la carn (EFSA, 2004). En alguns paisos, com
Espanya, el sistema d’estaborniment eléctric s’ha anat substituint pel sistema amb
dioxid de carboni pels seus efectes positius sobre la qualitat de la carn (Velarde ef al.,
2001). En el sistema d’estaborniment dip-lift —sistema utilitzat en tots els experiments
d’aquest treball— els porcs son introduits dins una gabia que baixa directament fins la
concentraci6 maxima de dioxid de carboni al fons d’un pou, induint la seva
inconsciéncia (EFSA, 2004). La primera reaccid6 d’un animal quan experimenta un
canvi en el seu entorn que pot suposar una amenaca ¢€s la d’aproximar-se per enfontrar-
s’hi o bé eludir-lo, resposta que es coneix com a ‘lluitar o fugir’ del sistema nervids
autonom (Cannon, 1995). Dodman (1977) descriu que, precisament en el cas dels porcs,
la primera reaccio davant una situacié desagradable €s intentar fugir. En els capitols IV-
2 1 IV-3 es va estudiar el comportament al llarg del passadis que conduia al sistema
d’estaborniment i durant I’exposicio al CO,. Dels resultats dels dos capitols, no es
poden treure conclusions clares. En el cas del capitol IV-2 al voltant del 50% dels porcs
varen intentar recular, mentre que en el capitol IV-3 aquests percentatges varen ser
menors (al voltant del 20%), sense observar-se, en cap cas, diferéncies entre dietes ni
genotips. Tenint en compte que la principal diferéncia entre els dos estudis esmentats
(IV-2 1 IV-3) va ser el nivell d’estrés al qual els porcs van ser sotmesos en el periode
ante mortem —mentre que al primer fou minim, en el segon van ser més elevat— aquestes
difereéncies suggereixen que a I’estudi V-3 els porcs, que havien rebut un tractament
previ al sacrifici menys curds optaven per ‘fugir’ de I’amenaca (de la resposta ‘lluitar o
fugir’ descrita per Cannon, 1995).

Un cop dins la gabia del sistema d’estaborniment, els porcs mostraven un patré de

comportament similar des de 1’inici del cicle: per ordre, els porcs mostraven intents
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d’escapada, ensumaven, panteixaven, mostraven excitacid muscular sobretot a les
extremitats posteriors i aproximadament als 22s perdien la postura, caient sobre la base
de la gabia (Figura IV.2-1). En els dos experiments, la pérdua de la postura tenia lloc en
acompanyada d’excitaci6 muscular. Pel fet que per alguns autors la pérdua de postura
durant 1’exposici6 al gas es considera com I’inici de la pérdua de la consciencia (Raj &
Gregory, 1996), aquesta excitaci6 muscular es relaciona amb intents d’escapada si
succeeixen abans de la peérdua d’aquesta (Raj & Gregory, 1996; Rodriguez et al. 2008)
0 bé amb convulsions involuntaries si apareixen després (Forslid, 1987).

A part, els intents de recular dins la gabia també s’han interpretat com a intents per fugir
del sistema (EFSA, 2004). Aquests intents s’han relacionat per una banda, amb les
caracteristiques del gas pel fet de ser aversiu (Raj & Gregory, 1996; Velarde et al.,
2007), i per P’altra, amb el propi disseny de la maquinaria (Velarde et al., 2007) ja que
els porcs son aillats i engabiats (Raj & Gregory, 1996) i sén sotmesos a un moviment
vertical de la gabia al baixar pel pou (EFSA, 2004) que suposa en si una situacio
desconeguda que desencadena una resposta d’estrés. Per tant, i tenint en compte aquests
aspectes, s’esperaria que inicialment els porcs reaccionessin intentant fugir del sistema
mitjancant aquests intents de recular, fet que es va confirmar observant el comportament
dels experiments dels capitols IV-2 1 IV-3, durant els quals, entre el 90 i el 100% dels
porcs ho varen intentar. Per minimitzar aquesta situacid estressant, existeixen sistemes
d’estaborniment en els quals els animals son introduits a la gabia del sistema dip-lift en
grups. Aquests sistemes permeten evitar 1’aillament de 1’animal i augmentar la
productivitat de I’escorxador i, en el nostre cas, permetrien tamb¢ un control més acurat
de les condicions previes al sacrifici ja que els animals podrien ésser sacrificats en lots 1
per tant homogeneitzar el temps d’espera.

Al segon estudi (capitol IV-2) es va utilitzar la preseéncia de reflexos corneals al final del
cicle d’estaborniment com a indicador de la pérdua de la consciéncia de I’animal,
entenent que podria ser un dels ultims reflexos a desaparéixer (EFSA, 2004). La figura
IV.2-2 mostra que els reflexos corneals van desapareixer completament als 40s després
de I’exposicio amb CO,, moment que podria ser considerat com I’ideal per degollar
I’animal (EFSA, 2004). De fet, Llonch et al. (2009) mitjancant registres d’indexs de
consciéncia mostraren que el punt de maxima inconsciéncia tenia lloc durant el minut
posterior a 1’exposicid del gas (també al 90% de concentracid) i la pérdua de reflexes

corneals tenia lloc al voltant del 21 s. No obstant aixo, actualment s’esta qiiestionant si
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precisament els reflexos corneals es podrien considerar com un bon indicador de la
peérdua de consciéncia dels porcs (Rodriguez et al., 2008). Una alternativa seria la
utilitzaci6 de diversos indicadors fisiologics tal i com plantegen els protocols del
projecte Welfare Quality® (Welfare Quality®, 2009), els quals utilitzen simultaniament
la pérdua de ritme respiratori i la preséncia/abséncia de reflexes corneals amb aquesta

finalitat.

Estratégies per disminuir les conseqiiéncies negatives inherents al procés de

sacrifici dels porcs

El fet d’existir creuaments genétics que fan que els animals siguin, segons els al-lels,
sensibles o resistents a 1’estrés (gen RYRI1) va dur al disseny d’experiments amb
creuaments amb diferent sensibilitat (animals NN o nn) i diferents nivells d’estres (IV-2
1 IV-3), amb una hipotesi inicial que suposava que el suplement de substancies com el
Mg i/o Trp podrien alleujar els efectes negatius de ’estrés ante mortem. Aixi, es podria
oferir una estratégia addicional per millorar el benestar dels animals sensibles a I’estres
inherent al propi procés ante mortem, 1 permetria dissenyar estratégies per mantenir
genetiques amb la mutaci6 del gen RYRI a la cabanya porcina evitant els problemes de
qualitat tecnologica de la carn, que sovint mostren els animals sensibles a 1’estres.

Es coneguda la importancia que té el tractament ante mortem sobre la mortalitat durant
el transport de la granja a I’escorxador. Les baixes produides durant el transport i
I’espera representen una pérdua econdmica molt important en el sector porci (Gispert et
al., 1996), 1 son I’index més clar de la manca de benestar animal durant el periode previ
al sacrifici (Broom, 1986). Es precisament en ’experiment IV-3 on va ser evident la
vulnerabilitat dels animals nn quan son sotmesos a un tractament ante mortem en
considerat estressant. Mentre que a I’experiment V-2 no hi va haver cap baixa durant el
transport i I’espera a 1’escorxador, en I’estudi IV-3 varen morir, com a conseqiiencia del
tractament previ al sacrifici, 5 porcs (15,2% del total de porcs participants a 1’estudi, i
8,2% considerant els porcs que van ingerir la dosis planificada de suplements a la dieta),
tots ells halota positius (nn). Aquesta relacié tant directa entre la mortalitat i els animals
homozigots recessius (nn) no és nova. Fabrega et al. (2002) van trobar que de 107 porcs
morts durant el transport o I’espera a dos escorxadors espanyols, el 71% eren

homozigots recessius (nn), 24% eren heterozigots (Nn) 1 només 5% eren lliures de la
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mutacid (NN). Aquests resultats posen en evidéncia que les baixes dels animals nn es
poden reduir si el tractament previ al sacrifici es realitza en condicions de minim estres.

Addicionalment, 1 malgrat implicar una mostra estadisticament reduida, es va observar
que de les 5 baixes enregistrades en 1’estudi, 3 porcs corresponien al grup amb dieta
control 1 dos al grup suplementat amb Mg, pero cap de les baixes va correspondre al
grup suplementat amb Trp. Aquest resultat és interessant tant des del punt de vista del
benestar dels animals com des del punt de vista economic per part del ramader. Caldrien
més estudis en aquesta linia per conéixer la relacié entre un suplement amb Trp i la
reducci6 de la mortalitat dels animals nn, ja que s’ha suggerit que I’efecte sedant
d’aquest aminoacid podria contrarestar 1’efecte negatiu d’un tractament previ al sacrifici

estressant (Le Floc’h & Seve, 2007).

Consegqiiéncies sobre la qualitat de la canal

Es evident que el tractament ante mortem té també un gran efecte sobre la qualitat de la
canal, donat que si alguna de les peces ha de ser decomissada per alteracions —
conseqiiéncia d’un tractament ante mortem inadequat— el valor d’aquesta canal es
deprecia notablement. Aixi, indirectament els danys a la pell son un indicador del grau
d’alteracions per maneig inadequat que han sofert els animals (Faucitano, 2001), i de
fet, els protocols del projecte europeu Welfare Quality” (Welfare Quality®, 2009)
incorporen també mesures de danys a la pell com a indicador del benestar dels animals
en el periode previ al sacrifici. Anys enrere aquest problema no es considerava
prioritari, perd amb el creixent interés per la millora de la imatge del sector porci, els
operadors comercials actualment hi paren més atencido. L’any 2000, aquesta
problematica afectava al 70% de les canals espanyoles (en major o menor grau; Gispert
et al. 2000).

A nivell experimental, 1’avaluacié de danys a la pell normalment es realitza mitjangant
I’6s de patrons fotografics. Les escales més utilitzades son la del Meat and Livestock
Commission (MLC 1985) de 5 punts (1= canal sense danys; 5= canal amb danys molt
severes; utilitzada en el capitol IV-1), i també I’escala proporcionada per Barton Gade et
al. (1996) de 4 punts (1= sense danys; 4= danys molt severs; utilitzada en el capitol VI-
3).

Diversos estudis han relacionat el fet d’allargar el temps de dejuni i el temps d’espera a

I’escorxador amb la preséncia de danys a la pell (Brown et al., 1999; Nanni Costa et al.,
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2002; Warris et al., 1998), 1 es recomana que per reduir la incidéncia de canals amb
danys a la pell s’eviti la barreja d’animals provinents de grups diferents a les mateixes
quadres evitant aixi baralles per establir una nova jerarquia. Al Capitol IV-1 tot i que
s’esperaria un augment de danys a la pell a augmentar el temps de dejuni, només
s’observa que les canals dels animals dejunats 12h tendien a presentar danys a la pell
més severs que els animals no dejunats —probablement perqué precisament es va evitar
la barreja de grups no familiars durant el transport i I’espera—, pero en cap cas, els danys
a la pell varen tenir puntuacié de ‘danys molt severs’, 1 la incidéncia de canals amb
‘danys a la pell moderats’ fou relativament baixa.

Per altra banda, i com s’ha comentat préviament, les limitacions de l’escorxador
experimental que permetia sacrificar els porcs individualment, va provocar que el temps
d’espera s’ampliés dins d’un mateix tractament. Aixo va fer que estrictament parlant,
alguns animals varen tenir més temps per descansar en comparacié amb els animals que
es varen sacrificar de seguida, perd per contra, I’estat alterat dels animals en el cas del
capitol IV-3 va fer que també disposessin de més temps per establir les noves jerarquies
que probablement no varen tenir 1’oportunitat d’establir durant el transport. Aquest
ultim punt es confirmaria amb el fet que un percentatge molt elevat dels animals varen
presentar danys a la pell en el tercer experiment (entre 85,7 1 100%; Taula IV-3.6). Aixi
doncs, els resultats suggereixen que I’avaluacioé de danys a la pell de les canals podria
ser un indicador del tractament ante mortem adequat, tal i com apuntaven Guardia et al.
(2009). Seria interessant incorporar periddicament avaluacions de danys a la pell de les
canals per identificar possibles problemes relacionats amb un tractament ante mortem

poc adequat.

Efecte suplements de magnesi i/o triptofan a la dieta

La dieta també és considerada com un aspecte important que afecta la qualitat de la
carn, malgrat el paper relatiu que alguns autors consideren que té en comparacié amb la
genetica o el tractament pre- 1 post- sacrifici (vegeu Figura 1.4-2; Goodband et al.,
2006). Seguint amb la hipotesi plantejada pels experiments IV-2 1 IV-3 sobre la
incorporacié de substancies com el Mg i/o el Trp per alleujar els efectes negatius que un
tractament ante mortem inadequat pot tenir sobre la qualitat tecnologica de la carn, a

continuacio es discuteixen els resultats d’una manera més global.
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En relacio a la incorporaci6 de sals de magnesi a la dieta, existeixen molts estudis on es
compara I’efecte de diferents fonts de magnesi sobre la qualitat de la canal o de la carn
(vegeu Taula 1.5-2). S’ha estudiat I’efecte de fonts de magnesi inorganiques com per
exemple MgCl,, MgO, MgSO4 1 mica magnesica (silicat de magnesi també conegut
com flogopita) i fonts de magnesi organiques, com ’aspartat de magnesi, el proteinat de
magnesi 1 el propionat de magnesi. En els dos experiments es va optar per una font
inorganica de magnesi, més disponible i economica. En el capitol IV-2 s’utilitza
carbonat de magnesi (MgCO3), mentre que en el V-3 s’utilitza sulfat de magnesi
(MgSOy).

Donat que en el capitol IV-2 no es va complir la hipotesi inicial del possible efecte de la
suplementacié de Mg o Trp sobre la qualitat tecnologica de la carn, es varen plantejar
les segiients actuacions: (1) canviar el carbonat de magnesi per una nova font de
magnesi més efectiva, (2) utilitzar la combinacié de diferents suplements, com per
exemple, incorporar el suplement de magnesi i el de triptofan simultaniament a un
mateix tractament, (3) augmentar el nivell d’estrés abans del sacrifici.

Aixi, en el segiient experiment es va augmentar el nivell d’estrés abans del sacrifici, es
va canviar la font de magnesi utilitzant MgSO4 (una de les fonts inorganiques més
utilitzades segons la bibliografia —D’Souza et al., 1999; Hamilton et al., 2002;
Humphreys et al., 2009) enlloc de MgCOs 1 es va plantejar la combinacio de la font de
magnesi amb el triptofan. Malgrat tot, en el capitol IV-3 I’efecte laxant del sulfat de
magnesi fou més gran de I’esperat i no es varen obtenir els resultats esperats. Una
possible explicacié podria ser precisament aquest efecte laxant, perd també cal tenir
present que, tal i com apuntava Frederick et al. (2006) a part de la dieta, les propies
condicions de tractament ante mortem 1 la genetica poden originar resultats finals molt
diferents (Frederick et al. 2006; Goodband et al., 2006; vegeu figura 1.4-2). Calen,
doncs, més estudis per establir en quines condicions ante mortem, i possiblement amb
quin tipus de genética, I’efecte del magnesi i del triptofan pot ser positiu des del punt de

vista del benestar i de la qualitat tecnologica de la carn.

Conseqiiéncies sobre la qualitat tecnologica de la carn

Les estrategies plantejades en aquesta tesi doctoral estaven enfocades a millorar la
qualitat tecnologica de la carn. En tots tres estudis, els parametres principals que es van

utilitzar per caracteritzar-la van ser el pH, la conductivitat eléctrica, el color i1 les
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perdues d’exsudat. A partir dels valors de pH (mesurats als 45 minuts i a les 24h) molts
autors han classificat els musculs LT i SM en les categories PSE i DFD (vegeu revisio a
la Taula 1.2-2). Als capitols IV-2 1 IV-3 es varen utilitzar aquests criteris per calcular el
percentatge de lloms i1 pernils amb aquestes caracteristiques. Perdo a partir de la
combinaci6 dels diferents parametres (pH, color i peérdues d’exsudat) la carn es pot
classificar segons les 5 categories definides per Kauffman et al. (1993): PSE, RSE,
PFN, RFN i1 DFD (vegeu apartat 1.2.2). Aquests varen ser els criteris utilitzats per
classificar els musculs LT dels animals del capitol IV-1, i es presenten ara a la Figura

V-1 amb els resultats dels tres estudis.
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PSE: pal-lida, tova i exsudativa; RSE: vermella, ferma i exsudativa; PFN: pal-lida, ferma i no
exsudativa; RFN: vermella, ferma i no exsudativa; DFD: fosca, ferma i seca.

Capitol IV-1. DO: Oh de dejuni en granja; D12: 12h de dejuni en granja; EO: Oh d’espera a
I’escorxador; E12: 12h d’espera a I’escorxador;

Capitol IV-2. C: dieta control; Mg: dieta control suplementada amb 0.38% MgCO;; Trp:
dieta control suplementada amb 0.61% de | -triptofan;

Capitol IV-3. C: dieta control; Mg&Trp: dieta control suplementada amb 0.40% MgSO, i
0.70% -Trp; Trp: dieta control suplementada amb 0.77% de | -triptofan.

Figura V-1. Classificaciéo del muscul Longissimus thoracis de cada experiment en
les categories de qualitat tecnologica de la carn segons els criteris de classificacio
Flores et al. (1999) i Faucitano ef al. (2010b) (vegeu Taula 1.2-3).
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La categoria RFN correspon a la carn vermella, ferma i no exsudativa, és a dir, carn que
es considera de qualitat tecnologica ‘normal’ (Kauffman et al., 1993;Warner et al.,
1997), és a dir, sense defectes tecnologics i amb les caracteristiques ideals per poder ser
comercialitzada com a carn fresca. Fixant-nos en aquesta categoria, es pot observar que
en el primer estudi (capitol IV-1) el major percentatge es va obtenir pels tractaments de
dejuni o d’espera de 12h, en el segon estudi (capitol IV-2) es va obtenir un percentatge
molt baix (4,3%) per les dietes C 1 amb Mg, 1 pels animals NN, 1 finalment, en el tercer
estudi (capitol IV-3) es va obtenir pels tractaments Mg&Trp (29,2%) 1 Trp (21,7%), 1
pels animals NN (32,4%). En cap cas els lloms d’animals nn van ser classificats en
aquesta categoria.

La figura V-1 també mostra 1’elevat percentatge de musculs LT classificats com a
exsudatius (RSE o PSE) en tots els tractaments, i evidencia la vulnerabilitat dels
genotips NN i sobretot nn al tractament ante mortem.

Des del punt de vista comercial, és interessant poder caracteritzar tecnologicament la
materia primera per orientar el desti final de la pega. Mitjangant inicament la mesura
del pH (a 45 minuts i a 24h) es pot obtenir, de manera poc invasiva, una orientacié de la
qualitat tecnologica de la carn. Perd permet només predir si aquella carn tindra
caracteristiques relacionades amb les qualitats tecnologiques PSE o DFD. Ja fa molts
anys que, a nivell experimental, aquesta caracteritzacio es fa també d’acord amb
diversos parametres com el color i la capacitat de retenci6 d’aigua (sovint predita
mitjancant la conductivitat eléctrica o bé mesurant les pérdues per degoteig) i s’han
realitzat diversos intents per desenvolupar meétodes que mesurin objectivament les
caracteristiques relacionades amb la qualitat tecnologica de la carn (Kauffman et al.,
1993; Kim et al., 1995; Oliver et al., 1991; Warner et al., 1997; Herrero, 2008). Tot 1
que soén tecnologies simples, la majoria son dificils d’implementar on-/ine (per exemple,
a la linia de producci6 de I’escorxador o de la industria carnia) i sovint impliquen un
mostreig amb el corresponent procés d’extraccié a nivell de laboratori, de manera que,
com que la tecnologia no pot ser utilitzada per realitzar analisis rutinaries a la mateixa
linia de produccid, sovint s’analitza sobre una submostra (analisi selectiva) o
simplement, no s’analitza. Perd la industria carnia cada vegada més necessita
informaci6 fiable i rapida sobre la qualitat tecnologica de la carn al llarg de tota la
cadena, que, en ultima instancia proporcioni una garantia de qualitat als consumidors

tant des del punt de vista de seguretat alimentaria com nutricional. Per tant, existeix la
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necessitat de desenvolupar noves tecnologies per obtenir una prediccid i/o
caracteritzacio6 rapida de la qualitat de la carn. Aixd proporcionaria a la industria carnia
eines per a la classificacio de la materia primera d’acord amb el desti final de la carn i/0
producte. En concret, actualment ja s’estan considerant tecnologies rapides i emergents
com (bio)sensors, micro- i nano-tecnologies, transmitancia de I’infraroig proper,
tomografia computeritzada,... per determinar les caracteristiques primaries de la carn
(com el pH, la temperatura, la conductivitat eléctrica, el contingut de greix i, fins 1 tot, el
contingut 1 el perfil d’acids grassos, etc.). En definitiva, serien eines que permetrien la
classificacio de la qualitat de la carn des del punt de vista tecnologic, i fins i tot, des del

punt de vista sensorial i nutricional.

Consideracions finals

Considerant els resultats experimentals d’aquesta tesi doctoral, es podrien realitzar les

segilients puntualitzacions:

- Es recomana el control individual de la ingesta de pinso per tal de controlar el
consum individual durant els dies previs al sacrifici. Aixd permet per una banda, en
el cas d’haver utilitzat suplements a la dieta, poder identificar qualsevol modificacid
en el consum relacionat amb la incorporacié del suplement i per tant, controlar que
els porcs ingereixen la quantitat planificada del mateix. Per altra banda, permet el
control individual del dejuni en granja i evita que el periode total sigui excessiu, fet
que podria anar en detriment de la qualitat de la canal i de la qualitat tecnologica de
la carn.

- En relaci6 al tractament ante mortem: es recomana un dejuni total planificat d’unes
24-26h (per millorar el rendiment de la canal en fred i augmentar el percentatge de
canals RFN 1 reduir el percentatge de canals exsudatives), repos a 1’escorxador
coordinat amb el ramader per evitar temps de dejunis excessius, evitar la barreja
d’animals per evitar baralles i canals amb danys a la pell i realitzar un transport
suau, sense canvis bruscos de direccid ni velocitat excessiva que obligui els animals
a estar en tensio. El sacrifici amb dioxid de carboni es recomana realitzar-lo en grup,
amb avaluacions periodiques mitjancant reflexes corneals, juntament amb algun
altre parametre fisiologic per controlar el correcte estaborniment (per exemple,

avaluar la perdua del ritme respiratori).
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- Ja a la canal, es recomana realitzar avaluacions periddiques dels danys a la pell a
I’escorxador per comprovar que el tractament ante mortem es realitza correctament.
I es recomanaria també la utilitzacié de parametres com el pH, les pérdues per
degoteig 1 el color per caracteritzar la mateéria primera, perd caldrien técniques
predictives no invasives que permetessin fer-ho a nivell de 1’escorxador.

- Pel que fa a la suplementacié de substancies que poden reduir els efectes negatius
del tractament ante mortem: es recomana la utilitzacié de fonts de Mg diferents del
sulfat de magnesi pel seu efecte laxant, que tinguin una biodisponibilitat major a la
del carbonat de magnesi, i considerar la suplementacié de forma liquida. D’aquesta
manera, i com que els porcs tenen accés als abeuradors durant el dejuni a la granja i
durant el temps d’espera a I’escorxador, podrien ingerir aquestes substancies fins el

moment de sacrificar-los.
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VI.Conclusions

VI. CONCLUSIONS

A partir dels resultats obtinguts en els capitols anteriors se’n poden extreure les segiients

conclusions:

1. Un dejuni total de 24-26h augmenta les pérdues de pes viu fins a 3,5% sense afectar
negativament el pes de la canal, i per tant, aquest periode de dejuni i espera millora

el rendiment en fred.

2. Segons les condicions experimentals utilitzades, el dejuni dut a terme a
I’escorxador proporciona alguns avantatges (menys contingut estomacal i tendéncia
a presentar menor percentatge de lesions cutanies severes) respecte els porcs
dejunats a la granja. No es pot concloure de manera definitiva si hi ha una millora
real del benestar animal, i per tant, fan falta més estudis per poder extrapolar

aquests resultats a condicions comercials.

3. Un dejuni de 24-26h permet augmentar el percentatge de lloms considerats normals
(RFN), que correspon a caracteristiques acceptables per a la comercialitzacié com a
carn fresca 1 per a I’elaboracid de productes carnis de qualitat, en detriment dels

lloms amb caracteristiques exsudatives (RSE).

4. En la comunicacié entre el productor i I’escorxador cal tenir en compte una
programaci6 adequada del dejuni en granja combinat amb el temps d’espera a
I’escorxador per tal de millorar la gesti6 del periode ante mortem, de manera que es
minimitzin els efectes negatius sobre el benestar del porc, i1 s’optimitzin la qualitat
de la canal 1 la qualitat tecnologica de la carn (reduccid de la incidéncia de carns

RSE).

5. La presencia dels dos al-lels del genotip RYR1(nn) afecta els parametres relacionats
amb la qualitat de la canal 1 caracteristiques tecnologiques de la carn.
Addicionalment s’observa que, prenent els reflexes corneals com a indicador de
I’inici de la inconsciéncia, I’exposicio al 90% de CO, durant 132s indueix la
inconsciéncia més aviat en els porcs nn que en els NN, indicant que el gas és més

efectiu en els porcs nn.
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6.

10.

Una dieta suplementada amb MgCO; (0,38%) pot tenir un efecte positiu en el
benestar dels porcs homozigots respecte el genotip RYR1 (nn), reduint I’aversié al
CO, durant I’estaborniment, encara que es requereixen noves investigacions al
respecte. Pel que fa a les caracteristiques tecnologiques de la carn, no es van veure
afectades per una dieta suplementada amb MgCOs (0,38%) o -triptofan (0,61%)
durant 5 dies abans del sacrifici al sotmetre els porcs a condicions ante mortem

considerades de minim estres.

La incorporacio6 d’una mescla de MgSO, 1 p-triptofan (0,40% 1 0,77%,
respectivament) a la dieta no va comportar cap avantatge a causa de 1’efecte laxant
del sulfat de magnesi que provoca un consum de pinso inferior al planificat. Aquest
efecte secundari va comportar obtenir una major probabilitat de danys severs a la
pell al grup suplementat amb la mescla en comparacié al grup control i al
suplementat amb triptofan. Per tant, es conclou que una mescla de sulfat de
magnesi 1 -triptofan (0,40% 1 0,77%, respectivament) no €s recomanable perque

no redueix 1’estrés ante mortem.

Tenint en compte que cap animal suplementat amb {-triptofan (0,70%) va morir
durant el periode ante mortem, que aquests porcs van mostrar una durada de les
excitacions musculars inferior durant I’estaborniment, i que van mostrar la mateixa
probabilitat que el grup control de tenir danys a la pell severs, es pot concloure que
estratégies que incorporin suplements de | -triptofan poden ser efectives per reduir

I’estrés ante mortem.

Dels resultats d’aquest estudi es dedueix que en estudiar I’efecte de la incorporacio
de suplements a la dieta és molt important controlar el consum de pinso a nivell
individual. En aquest tipus d’experiments es poden treure conclusions erronies si hi
ha porcs que no han consumit suficient quantitat de suplement, i que no es poden

detectar coneixent només la mitjana del consum del corral.

De manera general, s’evidencia la vulnerabilitat dels porcs al tractament ante
mortem, 1 es recomana prendre especial atenci6 a una correcta combinacid dels
temps de dejuni en granja i d’espera a 1’escorxador, aixi com evitar la barreja
d’animals i realitzar un transport suau per evitar conseqiiéncies negatives sobre el
benestar, la qualitat de la canal i la qualitat tecnologica de la carn. Es recomana

seguir estudiant la relacié entre els factors ante mortem 1 la qualitat de la carn, aixi
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VI.Conclusions

com la seva interaccid6 amb la genéctica dels animals. En el cas d’optar per la
utilitzaci6 de genetiques amb animals homozigots recessius respecte el gen RYRI,
es suggereix, a més, la utilitzacié de suplements a la dieta com la combinacié de
L-triptofan amb altres compostos o altres fonts de magnesi (excloent el sulfat de
magnesi), amb I’objectiu de reduir I’estrés 1 millorar la qualitat tecnologica de la

carn.
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