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RESUMEN

Siete aceites esenciales (tomillo, salvia, orégano, albahaca, hierbabuena, menta y
romero) fueron evaluados contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurim, Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium breve. Los aceites esenciales
(AEs) de tomillo y orégano fueron activos contra todas las bacterias evaluadas, pero el AE
de albahaca fue mas activo contra bacterias patdégenas. 462 pollos machos Ross de un
dia de edad fueron asignados al azar en once tratamientos experimentales: control;
bacitracina de zinc 30 ppm (antibiético); 200, 600 y 1000 ppm de los AEs de tomillo,
romero y albahaca (Experimento 1). La suplementacion dietaria con 600 ppm del AE de
tomillo, 600 ppm de AE de albahaca y 200 ppm del AE de romero, mejoraron la ganancia
de peso y la conversion alimenticia (1-21 dias). Los AEs de albahaca, tomillo y romero
(200 ppm) mejoraron la energia metabolizable aparente ileal. La digestibilidades
aparentes de la proteina ileal y del tracto digestivo total fueron mejoradas por los AEs de
albahaca y tomillo (P<0.05). La digestibilidad de la grasa fue mejorada por la inclusion de
600 ppm de los AEs tomillo y albahaca (P<0.05). 750 pollos machos de un dia de edad
fueron distribuidos al azar en cinco tratamientos experimentales: control; 50 ppm de
bacitracina de zinc, 600 ppm del AE de tomillo; 600 ppm del AE de albahaca; 200 ppm del
AE de romero (Experimento 2). Los AEs de tomillo, albahaca y romero mejoraron el indice
de conversion alimenticia y el Factor de Eficiencia Europea (1-42 dias). Los AEs de
romero y tomillo mejoraron el rendimiento en canal (P<0.05). La altura de la vellosidad vy el
peso relativo de duodeno y yeyuno fueron mayores en los grupos con los tres AEs. Solo el
AE de romero fue econdmicamente viable como aditivo dietario. Los resultados indican
que los AE extraidos de plantas cultivadas en los Andes Colombianos pueden ser usados
como promotores naturales de crecimiento en la produccién aviar.

14



SUMMARY

Seven EOs (thyme, sage, oregano, basil, spearmint, mint and rosemary) were evaluated
against Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium breve. Oregano and thyme EOs were active against all
bacteria, but the EO of basil was more active against pathogenic bacteria. 462 one-day-old
Ross male broiler were randomly assigned to eleven experimental groups: control;
bacitracin 30 ppm (antibiotic); 200, 600 and 1000 ppm of EOs from thyme, rosemary and
basil (Experiment 1). Dietary supplementation with 600 ppm of thyme EO, 600 ppm of
basil EO and 200 ppm of rosemary EO improved body weight gain and feed conversion (1
to 21 days). Basil, thyme and rosemary (200 ppm) improved lleal Apparent Metabolisable
Energy. Apparent digestibilities of ileal and total tract protein were improved by basil and
thyme EOs (P<0.05). Apparent digestibility of ileal fat was improved by 600 ppm of thyme
and basil EOs (P<0.05). 750 one-day-old Ross male broiler were randomly assigned to
five dietary experimental groups: control; 50 ppm of bacitracin (antibiotic); 600 ppm of
thyme EO; 600 ppm of basil EO; 200 ppm of rosemary EO (Experiment 2). Thyme, basil
and rosemary EOs improved feed conversion and European Efficiency Factor (1 to 42
days). Rosemary and thyme EOs improved carcass performance (P<0.05). The villus
height and relative weight of duodenum and jejunum were major with EOs (P<0.05). The
results indicate the EO extracted from plants cultivated in Colombian Andes could be used
as natural growth promoters in poultry.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En los ultimos anos el subsector avicola ha venido tomando relevancia en el PIB
nacional (2.5%). Ademas, se ha ido consolidando como un renglén de la economia
que genera alta fuente de empleo directo e indirecto, acompanado de un avance
tecnoldgico importante y ofrece al pais una fuente alimenticia proteica a bajo
costo, que en consecuencia, contribuye a la nutricion de los colombianos. Todo
ello, ha generado también un proceso productivo que relaciona al sector agricola
como proveedor de materias primas para los alimentos balanceados, con el sector
pecuario en el desarrollo de las aves para produccion de carne y huevos y con la
agroindustria al generar valor agregado en la forma de presentar los productos
para llegar al consumidor final (MADR y Fenavi, 2002). Se calcula que la
produccién de pollo de engorde en Colombia, podria llegar al afio 2012 a mas de
1.200.000 toneladas, lo que representa un crecimiento de 2.5 por ciento anual y la
de huevo llegaria a 15.000 millones de unidades, con un aumento de 9 por ciento
anual. El afo pasado, el sector avicola registré un crecimiento de 8.5 por ciento, lo
que se reflejé en un mayor acceso de pollo y huevo porque resultan mas baratos
que la carne de res y de cerdo (Portafolio, 2006; Fenavi, 2009).

En las ultimas cuatro décadas, la utilizacidon de aditivos promotores de crecimiento
en pollos de engorde, se ha constituido en una herramienta importante para
mejorar los niveles de productividad y competitividad de la industria de la
produccién de carne de pollo. Para el caso de Colombia, estos desarrollos de
productos han sido aprobados por instituciones reglamentarias del pais como el
Instituto Colombiana Agropecuario (ICA), que a partir del afo 1984 han permitido
el uso de promotores de crecimiento, que no representen un riesgo para la Salud
Publica (Res. 1966 de 1984). Estos productos mejoran el estatus fisiologico y
nutricional del ave para obtener un mejor rendimiento;sin embargo, el mecanismo
de accion de los promotores no esta completamente esclarecido y se sugiere que
ocasionan un descenso en la produccion de amonio por reduccion de su volumen
preexistente o mediante la seleccidon de la flora responsable de su elaboracion y
también impiden el metabolismo bacteriano y por tanto hacen que el hospedero
logre reducir la competencia de microorganismos frente a los nutrientes (Pinto,
1996).
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Estos productos promotores de crecimiento son en su mayoria antibiéticos que en
algunos casos son utilizados a nivel subterapéutico y en este sentido, existen
cerca de 30 antibiéticos comunes para el tratamiento de infecciones tanto de
animales, como en humanos. Ademas, bacterias como Salmonella y E. coli, son
transferidas a los humanos a través de los alimentos de origen animal; de tal
forma que si estas bacterias producen mecanismos de resistencia a los
antibiéticos administrados a los animales, esa resistencia puede ser transferida a
través de la leche, carne y huevos contaminados. Otro problema adicional con los
alimentos contaminados con residuos de antibidticos, consiste en que esas
pequefias cantidades que potencialmente llegan a los humanos, estan también en
capacidad de inducir mecanismos de resistencia. En Colombia no existen
estadisticas sobre la situacion real de la resistencia bacteriana. Algunos estudios
aislados y parciales en los cuales se destaca el realizado por la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional sobre “Prevalencia de Mycobacterium
tuberculosis en pacientes VIH/SIDA positivos en Bogota”, en el cual se ha
confirmado que de cada 100 pacientes infectados con el virus, uno sufre
tuberculosis. Ademas, en este estudio se reconoce que existe el riesgo de que
aumente la reemergencia de esta enfermedad, explicada por la baja respuesta a
los antibidticos, debido a la falta de continuidad en los tratamientos y a su uso
indiscriminado. Otro ejemplo es el del Instituto Nacional de Salud (INS) que
plantea que en Colombia la penicilina sélo tiene un 38% de efectividad en los
nifos, lo cual aumenta el riesgo de muerte en infecciones con meningitis y
neumonia (Sanchez, 2007; Levy, 1998).

En Colombia han sido pocos los estudios que se han desarrollado con respecto a
la residualidad de los farmacos en alimentos de origen animal y algunos de estos
no han sido divulgados masivamente a través de comunicaciones cientificas, lo
que impide vislumbrar claramente el avance real del pais en esta materia (Lozano
y Arias, 2008). Algunas investigaciones se han centrado en sustancias anti-
infecciosas como la ampicilina, su residualidad y su tiempo de retiro en aves de
corral (Garcia y Marin, 1985) y el cloranfenicol, por la determinacion de residuos
por cromatografia en pollos previamente dosificados (Medina y Salamanca, 1994).
Colombia forma parte del Codex Alimentarius y participa en comités técnicos como
el de Residuos de Medicamentos Veterinarios en Alimentos y el Comité
Intergubernamental Especial sobre la Alimentacién Animal. Los limites maximos
de residuos de antibidticos y los tiempos de su retiro en el pais en pollos de
engorde, se ajustan a las recomendaciones formuladas por el Comité Mixto
FAO/OMS de expertos en aditivos alimentarios (Castellanos, 2004).
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Actualmente, cada vez mas paises prohiben la utilizacion de antibiéticos
promotores de crecimiento (APC) en la nutricibn animal comercial, debido a la
aparicion significativa de microorganismos resistentes frente a antimicrobianos
importantes tanto en las aves y como en los humanos. A partir del afio 2006, la
Union Europea prohibié los cuatro antibidticos promotores de crecimiento
restantes permitidos en el mercado: avilamicina, flavofosfolipol, salinomicina de
sodio y monensina de sodio. Los argumentos presentados fueron los riesgos de
aparicion de cepas de microorganismos resistentes a antibidticos y el llamado
“principio de precaucién”, respaldados por la presion de los consumidores y de las
cadenas de distribucion masiva de alimentos de carne de pollo. El retiro de los
promotores de crecimiento ha producido una reduccion en la productividad y ha
fomentado la aparicion de enfermedades como la enteritis necrética, la cual es
causada por Clostridium perfringes, siendo necesario encontrar productos
alternativos que modifiquen la flora intestinal y no representen un riesgo para la
salud publica (Cepero, 2006). En Colombia, las entidades de vigilancia de
alimentos con el tiempo deben controlar mas estrictamente el uso apropiado de
los Antibiéticos Promotores de Crecimiento y el Sistema de Ciencia y tecnologia
generar y validar aditivos alternativos en la alimentacion aviar comercial que
produzcan beneficios biolégicos para las aves y a la vez beneficien a los
consumidores con productos (huevos y carne) sin residuos antimicrobianos.

Estudios etnobotanicos realizados durante mas de cuatro siglos indican que en
Colombia existen aproximadamente 6000 especies de plantas medicinales y
aromaticas nativas, lo que ratifica la existencia de un inmenso potencial para
utilizar esta megabiodiversidad. Gran parte del conocimiento y uso de estas
plantas se ha perdido con los procesos de aculturacion, con el incremento de la
poblacién urbana y sobre todo con el reemplazo de los productos naturales, por
los de sintesis quimica (Ramirez et al., 2006). En la actualidad se comercializan
en el pais 156 plantas aromaticas y medicinales, de las cuales solo 63 (40.4%)
son nativas y su cultivo no excede un area de 1000 has. El departamento de
Cundinamarca es el principal productor de estas especies (Rodriguez y Guzman,
2004). En un contexto mas global y pese a todas las barreras para el uso de
fitoproductos, la tendencia mundial hacia el consumo de productos naturales,
muestra una demanda creciente por aquellos fitoterapéuticos que combaten las
enfermedades modernas como hipertension, estrés, sida, cancer, alergias, entre
otras. De tal forma que para satisfacer esta demanda a nivel nacional e
internacional, la cadena productiva de fitoterapeuticos debe validar cientificamente
todos sus desarrollos, debe asegurarse su inocuidad y eficiencia y establecer un
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escalamiento industrial del amplio espectro de productos naturales (Ramirez et al.,
2006).

Los extractos de plantas, las especias y los aceites esenciales (AEs) son los
productos mas antiguos utilizados en medicina humana, pero su uso en animales
es relativamente nuevo (Kamel, 2000). La base de datos de productos naturales
Napralert muestra registros de 6350 especies con actividad antibacterial, pero la
mayoria han demostrado esta actividad solamente en estudios experimentales in
vitro (Mahady, 2005). Los AEs tienen una variedad de compuestos quimicos
activos que han sido eficaces en este tipo de estudios contra bacterias
patogénicas como E. coli, Salmonella typhimurium y Clostridium perfringes. Su
potencial para estimular el consumo voluntario en animales jovenes también ha
sido también documentado (Ertas et al., 2005). Debido al gran numero de
componentes activos es dificil atribuir estos efectos a un ingrediente especifico
(Steiner, 2006). Los AEs debido a sus propiedades farmacoldgicas, confirmadas
tanto en estudios in vitro como en ensayos biologicos en aves, indican que tienen
un gran potencial para su uso como alternativa a los APC. En este contexto, los
estudios realizados de AEs extraidos con especies de nuestro pais tanto in vitro
como in vivo brindarian las bases de sus posibles aplicaciones terapéuticas y su
utilizacion como se plantea en este documento en la nutricién y alimentacion de
pollos de engorde.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del sistema digestivo aviar

Actualmente la nutricion aviar esta dirigida a superar los nuevos retos de la
produccién comercial industrial los cuales incluyen superar los rendimientos de
produccion de manera eficiente y a minimo costo y la prevencion de
enfermedades zoondticas como salmonelosis y campylobacterosis. Parte de esto
consiste en optimizar las funciones del aparato digestivo como los procesos de
digestion y absorcion de nutrientes, la barrera intestinal, respuesta inmune y
microflora a un minimo nivel de empleo de nutrientes y alcanzando las
necesidades de mantenimiento y productividad.

El Sistema Digestivo Aviar (SDA) se compone principalmente del intestino, sus
contenidos y la microflora; el tejido inmune asociado al intestino y los 6rganos que
suministra secreciones fundamentalmente: higado y pancreas. El SDA tiene unas
caracteristicas unicas en el sentido que el animal ingiere desde que nace su
propio alimento, lo almacena temporalmente en el buche y lo mastica en la
molleja. Adicionalmente el moco, la pepsina y el acido clorhidrico son adicionadas
a la ingesta cuando pasa a través del proventriculo, pero no es almacenada en la
molleja. De tal forma que la funcion estomacal en el ave es suministrada por
muchas érganos (Hill, 1976).

El intestino delgado del ave es relativamente simple y corto, pero altamente
eficiente. Se divide en tres partes: el duodeno, el intestino delgado proximal o
yeyuno y el intestino delgado distal o ileon (Figura 2.1).

El intestino delgado proximal y distal son a menudo usados para referir proximal y
distal del diverticulo de Meckel, respectivamente. La union ileocecal es encontrada
en la base del intestino distal en la parte mas alta del intestino grueso. Los ciegos
son los responsables de la fermentacion de microflora anaerdbica. Finalmente el
intestino grueso es corto y simple en las aves y une el intestino delgado con la
cloaca, que es un 6rgano comun de recepcion para la orina, las heces y los
productos reproductivos (Macari et al., 2002).
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Figura 2.1 Sistema anatoémico digestivo de los poIIos. (www. Infogranja.com.ar/gallinas/aparato%20digestivo1.gif)

En la boca, faringe, esofago y buche, el alimento es preparado para que ocurra la
digestion en la molleja y duodeno. En este segmento el alimento es humedecido
por agua y saliva la cual contiene agua, moco, lisozimas, anticuerpos (IgA), iones
organicos y algunas enzimas como ptialina y amilasa que ayudan a la digestion
peptidica y del almidon. En el buche ocurre el humedecimiento del alimento y la
secrecion de pepsina para digestion de proteinas. Una vez pasa al proventriculo el
alimento es embebido por pepsina y acido clorhidrico que son secretados por las
glandulas oxintopépticas y el moco que es liberado por células de la mucosa. El
tiempo de mezclado en la molleja del bolo alimenticio sera el responsable de la
formacion del quimo. La fluidez del quimo da origen a un reflejo enterogastrico por
causa de la liberacion de la hormona enterogastrina que induce la liberacion del
bolo alimenticio al duodeno y la secrecion de mas enzimas. El bolo alimenticio una
vez deja la molleja, son secretadas sales biliares producidas por el higado y
almacenadas en la vesicula biliar en forma de bilis. La bilis llega al duodeno por
medio del ducto biliar que desemboca en la extremidad posterior del asa duodenal
conjuntamente con los ductos pancreaticos. Cuando el bolo alimenticio llega al
duodeno inmediatamente son secretadas enzimas duodenales e inicia la digestion
de carbohidratos, lipidos y proteinas, respectivamente por amilasa vy
disacaridasas, lipasas y peptidasa. Paralelamente inicia la absorcion de

22



aminoacidos, vitaminas, minerales y medicamentos. El pancreas también libera
quimiotripsina y tripsina, responsables de la digestion de proteinas en el duodeno.
La bilis sintetizada en el higado estda compuesta por acidos biliares (glicolato y
taurocolato), pigmentos (biliverdina y bilirrubina) y en aves adultas de amilasa. La
bilis emulsifica las grasas presentes en la luz intestinal favoreciendo su digestion y
absorcion. En el duodeno y yeyuno ocurren principalmente los procesos de
digestion, pero también los procesos de absorcion de nutrientes, como las
vitaminas, aminoacidos, medicamentos y los minerales solubilizados por accién
del acido clorhidrico de la molleja. Los monosacaridos, disacaridos y péptidos son
absorbidos por la pared de la mucosa (bordes en cepillo), sufren digestion en la
membrana citoplasmatica y son transportados y depositados en la corriente
sanguinea. Todo el proceso de digestion y absorcion termina cuando el bolo
alimenticio llega a la union ileo-recto-cecal (Turk, 1982; IDenbow, 2000).

El equilibrio de la tasa de absorcion de agua e iones (cloro y sodio), esta regulado
por las células enterocromafinas o enteroendocrinas y por los niveles de AMP
cicliclo y GMP ciclico que son secretados por las células secretoras de las criptas
de Lieberkuhn que a la vez modulan la liberacién de serotonina. En el ciego de las
aves ocurre la absorcion de aminoacidos, gases, agua, electrélitos y nitrégeno de
la ingesta y la orina. Ademas de la absorcion de acidos grasos de cadena corta y
productos generados por la fermentacion microbiana. La flora bacteriana cecal
cumple papeles importantes en la digestion de fibra o celulosa, la transformacion
de uratos en aminoacidos, sintesis de vitamina Bg y vitamina K y la produccién de
acidos grasos volatiles que pueden suplir en un 5 al 10% las necesidades
energéticas del ave. Finalmente en el recto son formadas y depositadas la heces,
orina, uratos y heces cecales y expulsados por la cloaca (Mendes et al., 2004).

La mucosa del intestino delgado, esta compuesta por una capa de epitelio celular
simple constituida principalmente por tres tipos de células estructurales y
funcionalmente distintas: las células de mucina (caliciformes), los enterocitos y las
células enteroendocrinas (Figura 2.2). Las células caliciformes son secretoras de
glicoproteinas, que contienen una larga porcion polisacarida, que las torna
altamente hidrofilicas y viscosas, el papel primario de las glicoproteinas es el de
proteger el epitelio intestinal de la accidon de las enzimas digestivas y del efecto
abrasivo de la digesta durante el desarrollo in ovo y post eclosion. Al moco se
encuentra integrada la flora natural intestinal y las inmunoglobulinas, de forma que
el moco intestinal actia como barrera contra los patégenos, asimismo, su
renovacion constante dificulta o previene la fijacion de los mismos. Los enterocitos
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responden por la digestion final del alimento y por el trasporte transepitelial de los
nutrientes a partir del lumen en direccion a los vasos sanguineos. La superficie
apical de los enterocitos presenta microvellosidades cilindricas, que le
proporcionan mayor superficie de contacto con la ingesta y por lo tanto mayor
superficie de digestion y absorcion. Las células enteroenddécrinas son productoras
de hormonas peptidicas (gastrina, colecistoquinina, secretina, polipéptido inhibidor
gastrico) y de monoaminas biogénicas (5-hidroxitriptamina), sustancias que
participan en la regulacion de la digestion, la absorcién y la utilizacion de
nutrientes (Macari et al., 2002).

Los procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion celular del intestino de
las aves se creia que seguian los mismos pasos que los mamiferos (la zona de
proliferacion celular se restringe a las criptas y la zona de diferenciacion y
maduracion celular esta localizada en la porcidén basal de las vellosidades) pero,
en las aves las divisiones celulares no se encuentran restringidas solo a las
criptas, sino que ellas también ocurren a lo largo de las vellosidades. La tasa de
proliferacion celular disminuye gradualmente de la cripta a la regién apical de la
vellosidad, las divisiones mitéticas de las criptas son responsables por cerca del
55% de la proliferacion celular, la region media de las vellosidades por un 32% vy la
region apical por 8%. (Applegate et al., 1994).

Las células maduras ocupan la cima de la vellosidad, mientras que células
inmaduras estan en la base y las criptas. Las células inmaduras proliferan y
migran hacia la cima y cuando maduran son reabsorbidas o eliminadas al lumen
intestinal. El proceso completo, dependiendo del tipo de animal puede durar unos
pocos dias. Esta alta tasa de proliferacion y recambio es bien regulada por la
disponibilidad de nutrientes, la gastrina, la hormona del crecimiento, la flora
bacteriana y la actividad neuro-regulatoria. Sin embargo, la presencia de alimento
a través del SDA parece ser el primer estimulo para regular esta respuesta
proliferativa, asi como puede afectar todo los sistemas de regulacién (Wilmore,
1997).
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La capacidad de absorcion del intestino delgado esta correlacionada con el area
superficial de la membrana de borde de cepillo y el numero de transportadores
disponibles. Esta capacidad de absorcidén podria ser representada por el area total
de los segmentos del intestino. En estudios con marcadores no absorbibles se ha
encontrado que en aves la mayor absorcidon ocurre en el duodeno y yeyuno
proximal, con una decreciente tasa distal de absorcion. Esta toma no es paralela al
patrén de la superficie intestinal total en los diferentes segmentos. Sin embargo, el
area superficial podia representar el potencial de absorcion, mientras que la toma

de nutrientes es dependiente de la concentracion de sustrato y la disponibilidad de
transportadores y la tasa de recambio (Noy y Sklan, 1995).

En general, el pollo de engorde tiene vellosidades intestinales mas grandes y en
mayor numero comparado con ponedoras, como también el area de superficie de
la vellosidad en los diferentes segmentos del intestino delgado. Ademas, la
superficie del area de los vellosidad es tres veces mas grande en el duodeno que
en el ileon, a pesar que el ileon tiene dos veces el largo que el duodeno y cerca de
dos veces su peso (Bedford, 1996). Mitchell y Smith, (1991) sugieren que una de
las razones para la mayor eficiencia de las estirpes de pollo de engorde es debido
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a la mayor superficie de absorcion por unidad de peso del SDA, minimizando asi
la cantidad del sistema requerido, lo que a su vez reduce el costo de
mantenimiento y permite una mayor eficiencia alimenticia.

2.2 Microbiologia del tracto gastrointestinal

El equilibrio de las bacterias del tracto digestivo juega un papel importante en
procesos importantes de digestion y absorcion de nutrientes e inmunoldgicos. La
disbacteriosis (0 desequilibrio de la microflora) esta asociado con procesos
infecciosos, el uso indebido de medicamento y fallas nutricionales, lo que puede
conllevar a un desequilibrio hidrico y nutricional, bajo desempefio productivo e
incluso altas tasas de mortalidad. Debido a la importancia de la microflora
intestinal, medidas nutricionales como suplementos o aditivos, o el uso apropiado
de materias primas han tomado fuerza en la ultima década para mantener una
adecuada salud intestinal y por lo tanto una productividad mas eficiente.

La diversa microbiota es encontrada a través del tracto y es mas extensa en el
ciego. En la tabla 2.1 se resume las poblaciones bacterianas por secciones, el pH
y el tiempo medio de retencion. La microflora cumple papeles en la nutricion,
detoxificacién de ciertos compuestos y la proteccién contra bacterias patdégenas.
En la produccion aviar, la ausencia normal de microflora en el ciego ha sido
considerado como el mayor factor de susceptibilidad a infecciones bacteriana
(Barrow, 1992). Aunque el tracto alimentario de un pollo recién nacido es
usualmente estéril, los organismos que ganan rapidamente acceso son
provenientes de la madre y del medio ambiente. Un gran numero de bacterias
anaerodbicas cecales son capaces de descomponer el acido urico 3 a 6 horas post-
eclosion. Durante las primeras 2 a 4 horas post-eclosion, estreptococos y
enterobacterias colonizan el intestino delgado y el ciego. Después de la primera
semana, los lactobacilos predominan el intestino delgado y el ciego es colonizado
por coliformes y anaerobios (Escherichia coli y bacteroides) con un bajo numero
de aerobios facultativos. La microflora tipica de las aves adultas en el intestino
delgado es establecida dentro de las dos primeras semanas, sin embargo, se ha
encontrado que la flora cecal del adulto, la cual es compuesta principalmente por
anaerobios obligados, toma cerca de 30 dias en desarrollarse. A esta edad
bifidobacterias y bacteroides predominan (Barnes et al., 1972; Amit-Romach et al.,
2004). La microflora del buche esta formada por un gran numero de lactobacilos y
un pequeno numero de coliformes y estreptococos (Fuller, 2001); la dominancia de
los lactobacilos en el buche es mantenida por su habilidad para adherirse a las
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células epiteliales. Bajo condiciones in vitro 10’ lactobacilos/ml son requeridos
para suprimir el crecimiento de Escherichia coli, indicando que el conteo de 109/g
de lactobacilos encontrados en el buche son capaces de inhibir el crecimiento de
E. coli y otros microorganismos ingeridos con el alimento. La disminucién del
conteo de E. coli es asociado con la caida del pH de 6.0 a 4.5 y esto es debido
principalmente a la produccion de acido lactico por lactobacilos (Fuller, 1977).

La composicion de la microflora cambia en relacion a la edad, factores dietarios, la
raza y la localizacion geografica. Pollos alimentados con dietas que contienen,
sorgo, maiz, trigo, avena o cebada tiene varios efectos, como por ejemplo, dietas
basadas en maiz-sorgo, incrementa el numero de enterococos, dietas basadas en
trigo incrementa en numero de lactobacilos, dietas basadas en avena aumenta el
crecimiento de Escherichia y Lactococcus y dietas basadas en cebadas
incrementa el numero de Streptococcus (Apajalahti, 2004).

2.2.1 Aportes benéficos y perjudiciales de la microflora

Dentro de los principales aportes benéficos de la flora intestinal se encuentra: 1. A
través de procesos fermentativos en el ciego, se logra el aprovechamiento de la
energia involucrada en la dieta, especialmente de los compuestos fibrosos. 2.
Contribuyen a la biotransformacion de proteinas, lipidos, carbohidratos, amidas,
minerales y recuperacion del nitrdgeno enddgeno. 3. Aportan a la resistencia de
infecciones y efectos indeseables, propios de microorganismos patégenos como
Clostridium spp. y E. coli. 4. Participan en los procesos de sintesis de vitaminas
del complejo B y de nucleétidos por el Lactobacillus spp., asi como la produccién
de acidos grasos volatiles (llender, 1998).

Algunos estudios constatan que a pesar de los efectos benéficos de la flora
intestinal, diferentes tipos de bacterias, en condiciones normales pueden producir:
1. Disminucién del rendimiento de las aves por accion irritativa directa de los
microorganismos y sus metabolitos, sobre la mucosa intestinal, con
manifestaciones de constante inflamacién leve que merma la actividad digestiva y
de absorcion del intestino 2. Exigencia de una permanente transformacién de
toxinas y demas productos de desecho de la flora, que distrae el trabajo hepatico y
energético para el desarrollo y la productividad del hospedero. 3. Persistente
estado de competencia con el hospedero por los nutrientes necesarios para su
metabolismos, crecimiento y multiplicacion (Soare, 1996). 4. Dentro de los
microorganismos del TGl se encuentran bacterias patégenas que estan
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involucradas en infecciones locales o sistémicas, putrefaccion intestinal y
formacion de toxinas (Jeurissen et al., 2002).

Tabla 2.1 Caracteristicas del contenido digestivo y bacterias presentes en las diferentes secciones del tracto
digestivo. (Tomado de Morales, 2007)

Contenido digestivo
Seccién Intestinal Tiempo medio de Bacterias
pH retencion (fase
sélida), minutos
" .
Buche 45 3141 Grgm . Lactobacillus, Streptococcus,
Coliformes
Proventriculo 4448 39 Grgm +: Lactobacillus, Streptococcus,
Coliformes
, Aerobios Gram +: Enterococcus,
Molleja 26 33 Bifidobacterias, Lactobacillus
Duodeno 57.6.0 5.10 Angeroblos facultativos  Gram -
Coliformes
. - "
Yeyuno 58 71-84 Anaergt?los estrictos,  Gram :
Clostridiums
fleon 63 90-97 Gram - Bactermdes;. Estreptococos,
Estafilococos, Eubacterium
Gram -: Bacteroides, Fusobacterias
Ciego 57 119 Bifidobacterias, Peptostreptococus
Clostridiums, Propionobacterias,
Eubacterias
Recto 6.3 2% Mezcla de.Ia microflora del intestino
delgado y ciego.
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2.3 Los antibi6ticos promotores de crecimiento (APC)

El término “antibiético promotor de crecimiento” es usado para describir
medicamentos que destruyen o inhiben bacterias y son administradas a dosis
bajas o subterapeuticas. Estos productos mejoran la conversion alimenticia, la
ganancia de peso y reducen la morbilidad y mortalidad debido a enfermedades
infecciosas. El promedio del mejoramiento del crecimiento se ha estimado entre el
4 y el 8% y la eficiencia alimenticia entre un 2 y 5% (Butaye et al., 2003). Se han
planteado varias hipdtesis sobre sus mecanismos de accion: 1. Los nutrientes
pueden ser protegidos contra infecciones bacterianas, 2. La absorcién de
nutrientes puede ser mejorada por la disminucion de la barrera del intestino
delgado, 3. Los antibidticos pueden disminuir la produccion de toxinas de las
bacterias intestinales, 4. Hay reduccion en la incidencia de infecciones intestinales
subclinicas (Feighner y Dashkevicz, 1987).

2.3.1 Mecanismo de accién y efectos de los APC

Se conoce que las bacterias intestinales colonizan la pared intestinal del tracto
digestivo, utiliza los componentes de la dieta, reducen la digestidon y la absorcion
de nutriente, particularmente lipidos, al degradar algunas enzimas digestivas y en
el caso de los lipidos por desconjugacion de los acidos biliares (Langhout et al.,
2000). La mayoria de antibiéticos promotores actuan contra organismos Gram-
positivos. Sus efectos incluyen danos letales o subletales contra bacterias
patdgenas, reduccion en la produccién de toxinas, reduccion en la utilizacion
bacteriana de nutrientes esenciales y el incremento en la sintesis de vitaminas y
otros factores de crecimiento (Prescott y Baggot, 1993).

Todos los antibidticos controlan el crecimiento y la proliferacion de
microorganismos; sin embargo, no todos los antibioticos tienen el mismo
mecanismo de control. En la figura 3.3 se resume el mecanismo de accién de
algunos antibioticos. Dependiendo del tipo de antibiotico el efecto sobre la
microflora bacteriana puede variar, por ejemplo:

e Bambermicina (sindbnimos: moenomicina, flavofosfolipol y flavomicina):
Reduce el numero de organismos Cl. perfringes en los intestinos. No se ha
encontrado influencia sobre el numero de enterococos, coliformes y
lactobacilos en las heces de pollos. Bambermicina en el alimento puede
afectar la colonizacion intestinal de Salmonella en pollos, terneros y cerdos.

29



e Estreptograminas (virginiamicina, pristinamicina y quinupristina): EI numero
de CI. perfringes en los intestinos de pollos fue reducido por la adiciéon de
55 ppm de virginiamicina en el alimento. Virginiamicina reduce la mortalidad
y la severidad de la enteritis necrotica causada por ClI. perfringes. No fueron
observados efectos sobre la diseminacién de Salmonella en cerdos y
pollos. Sin embargo, en combinacion de productos de exclusion competitiva
la virginiamicina mostré6 un efecto protector contra la infeccion de Sal.
enterica serotipo Typhimurium.

¢ Avilamicina: previene la enteritis necrética causada por CI. perfringes en
pollos de engorde con la adicion de 10 ppm de avilamicina en el alimento.

e Bacitracina: Algunos estudios han demostrado que disminuyé el numero de
enterococos, principalmente En. faecalis y de ClI. perfringes.

¢ |onoforos: Monensina, lasolocid, salinomicina, narasina y maduracina, son
los mas usados. La monensina ha demostrado que inhibe CI. perfringes
(tipo Ay C) en pollos y pavos, aunque su principal efecto es anticoccidial.
(Butaye et al., 2003).

Guban et al., (2006) demostraron que la bacitracina y la monensina disminuyen en
pollos poblaciones de Lactobacillus salivarus. Estas bacterias demostraron en un
cultivo puro desconjugar sales biliares. Por lo tanto la suplementacion con
antibiéticos puede incrementar la digestibilidad de nutrientes como las grasas

Otros de los efectos de los APC son: 1. La disminucion de procesos inflamatorios
que generan gasto energéticos e inmunologicos en el huésped. 2. Reduccion de
metabolitos microbianos que deprimen el crecimiento (NH; y acido lactico), 3.
Aumentan la tasa de division celular de los enterocitos alterando la barrera
intestinal, favoreciendo la translocacion bacteriana e inhibiendo la maxima
absorcion de nutrientes. 4. Menor competencia por el uso de nutrientes con los
microorganismos. 5. Favorecen la absorcion y utilizacién de los nutrientes a través
de una pared intestinal mas delgada. 6. Mejoras en la digestibilidad de nutrientes y
por los tanto disminucion de excreciones y emisiones al medio ambiento (Bedford,
2000).
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Figura 2.3 Modo de accién antimicrobiano de los APC (Tomado de Page, 2003)

Gunal et al. (2006) observaron en pollos tratados con flavomicina, se disminuye el
grosor de la muscularis en yeyuno e ileon a los 21 y 42 dias. Estos resultados son
probablemente debido al efecto sobre conteo de bacterias Gram-negativas.
Durante una infeccion por bacterias patogénicas, los linfocitos se acumulan en
esta regidon para eliminar los patégenos y causan inflamacién, lo cual incrementa
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el espesor de la muscularis. Este efecto también puede causar reduccion en el
peso intestinal de yeyuno e ileum, asociado con la reduccion de la muscularis.
Miles et al. (2006), observaron que la adicion de bacitracina metileno disalicilato y
virginiamicina, incrementan el peso corporal y disminuyen la longitud y el peso
intestinal. La longitud y el peso intestinal disminuyen mas en pollos alimentadas
con virginiamicina que bacitracina en la primera y tercera semana de edad de las
aves. En el duodeno encontraron un incremento en numero de vellosidades por
unidad de longitud en aves suplementadas con virginiamicina. En el ileon, la capa
de muscularis fue mas delgada en pollos suplementados con virginiamicina que el
grupo control. La profundidad en la cripta del ileon fue menor en pollos con
virginiamicina, posiblemente indicando menos inflamacion.

2.3.2 Historia del uso de los APC

Los antibiéticos han sido usados por cerca de 50 afos en las raciones para aves
para prevenir enfermedades y mejorar el desempeno productivo. Martin (1942)
encontr6 que la mortalidad de ratas joévenes fue prevenida y su tasa de
crecimiento incrementd por el suministro de 1 mg de sulfanamida. Moore et al.,
(1946) encontraron que la succinisulfatiazole y estreptomicina incrementaron el
crecimiento de pollos en una dieta purificada. Un estudio farmacolégico de Harned
et al. (1948), condujo a la observacion que la adicion de clortetraciclina en la dieta
incrementd la tasa de crecimiento de pollos, un efecto atribuido a la aparente
ausencia de alguna enfermedad. La Administraciéon de Drogas y Alimentos (FDA)
de los Estados Unidos aprobd el uso de los antibidticos como aditivos sin
prescripcion veterinaria en 1951. También en los afios 50’s y 60’s cada estado
Europeo aprobd su propia regulacion nacional sobre el uso de los antibiéticos en
los concentrados para animales (Jones y Ricke, 2003).

El primer paso hacia el control del uso de APC fue hecho por el Comité Suizo en
1969. Esté comité inicié restricciones sobre el uso de los APC sin el uso de
prescripciones veterinarias. Como resultado, en 1971 el uso sub-terapéutico de
tetraciclinas y otros antibioticos de amplio espectro fueron prohibidos en las dietas
para animales. A partir del afno 1980 incremento el interés del uso de los APC,
debido a la diseminacion de nuevas enfermedades humanas y su relacién con la
resistencia antimicrobiana. Suiza fue el primer pais en implementar la prohibicion
parcial sobre su uso en granjas de animales en 1986. La aproximacion hecha en
Suiza sobre el uso de los antibidticos recibidé poca atencion en Europa durante los
primeros afios de su implementacion. Sin embargo, estudios relacionados con
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cepas multi-resistentes de Staphylococci a principios de los 90’s, intensificaron los
argumentos en contra de los APC. En 1997, casi 10 afios después, Suiza se unio
a la Unién Europea (EU), la cual aprobd la parcial prohibicion del uso de la
avoparacina, consecuentemente con el retiro del Olaquindox en Holanda en 1998
y el completo uso de los APC en Dinamarca y Suiza (Nollet, 2005).

En otros paises como en Australia permite que algunos antibioticos puedan ser
usados en los alimentos para animales, sin estos no representan algun
compromiso con la salud humana. Como resultado, fluoroquinolonas, amfenicoles,
colistina y gentamicina no han sido registrados para usarse en animales.
Carbadox fue retirado en 1980 y nitrofuranos en 1992 por efectos cancerigenos.
China regula el uso de antibiéticos desde 1989 y solo antibiéticos no-médicos son
permitidos como aditivos en el alimento. Los antibidticos usados incluyen
monensina, salinomicina, destomicina, bacitracina, colistina, kitasamicina,
enramicina y virginiamicina. Sin embargo, otros antibiéticos como tretaciclinas son
utilizados en alimentos para animales. Rusia, también restringe la inclusion de
antibioticos no-médicos, por lo tanto, bacitracina, grizina, flavomicina vy
virginiamicina estan registradas para su uso en alimentos (Barton, 2000). En la
Unién Europea a partir del 1° de enero de 2006, se retiro la aprobacion del uso de
los APC. La justificacion Europea para prohibir el uso de antimicrobianos en
alimentos para animales, se basaron en las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y la Organizacién Mundial para la Salud Animal (Castanon, 2007).

En Estados Unidos un gran numero de antibioticos han sido prohibidos como la
avoparcina, ardacina, espiramicina, tilosina, virginiamicina, carbadox vy
olanquindox. ElI uso de antibidticos esta estrictamente regulado por Ila
Administracion de Alimentos y de Drogas (FDA) y el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA). La FDA es la agencia regulatoria responsable de
la aprobacion del uso de antibidticos en la produccion aviar. Una vez aprobado, la
FDA y la USDA, tiene programas de vigilancia activa y de conformidad para
aumentar el uso apropiado de antibiéticos y de la seguridad en la suplementacién
de alimentos (Mc Evoy, 2002; Donoghue, 2003). La mayoria de paises ha
establecido niveles de tolerancia (T/SL) o niveles de residuos maximos (MRL) de
los antibidticos en los tejidos de animales destinados para el consumo humano, lo
cual es considerado que la droga puede ser seguramente usada sin riesgo para el
consumo humano. La comisién del Codex Alimentarius es la agencia aceptada
internacionalmente como la responsable de la seguridad de alimentos y ha
establecido T/SL y MRL de muchos antibiéticos (MacNeil, 1998). Un pais puede
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establecer sus propios niveles o aceptar los del Codex Alimentarius. Algunos de
los niveles establecidos por el Codex Alimentarius se encuentran en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Niveles de Residuos Méaximos (MRL) para algunos farmacos utilizados en la nutricién animal

Farmaco Residuo marcador | Especie MRLs Tejido
Animal
Espectinomicina Espectinomicina Aviar 300 ug/kg Musculo
Porcina 500 ug/kg Piel+grasa
1000 ug/kg Higado
5000 ug/kg Rifion
200 ug/kg Huevos
Avilamicina DIA Aviar 200 ug/kg Musculo
Porcina 200 pglkg Piel+grasa
Pavos 200 ug/kg Rifién
Conejos 300 ug/kg Higado
Narasina Aviar 15 pglkg Musculo
Porcina 15 pglkg Rifién
50 uglkg Higado
Clortetraclina CTC Aviar 400 pglkg Huevos
4-ep-CTC Porcina 1200 pglkg Rifién
600 pglkg Higado
200 ug/kg Musculo

2.3.3 Consecuencias de la prohibicién de los APC

La consecuencia principal esperada es la reduccidn de la resistencia a los
antimicrobianos que se transmite por medio de bacterias con genes resistentes de
los productos animales a los humanos. Sin embargo, estos resultados son
contradictorios. Se ha estimado que antes de la prohibicion, el 60-80% de las
bacterias de Enterococcus tomadas de muestras vivas eran resistentes a los APC,
después esta figura fue reducida entre un 5y 35% (Nollet, 2005). En otro estudio
se sugiere que los Enterococcus de los animales son diferentes de aquellos que
causan infecciones humanas, aunque los genes de resistencia son indistinguibles
pueden tener un origen comun. Antes de la prohibicion de los APC, los casos
humanos clinicos de Enterococcus resistentes a la vancomicina o teicoplanina
eran poco comunes en muchos pero no en todas partes de Europa y la resistencia
a la quinupristina/dalfopristina en el caso de los Enterococcus faecium era muy
rara. Después de la prohibicion, estas resistencias incrementaron en una
prevalencia casi universal en detrimento de la salud humana. Los Campylobacters
normalmente susceptibles a los macrélidos incrementaron la prevalencia antes y
después de la prohibicion. Los analisis sugieren que el riesgo adicionado a la
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resistencia de Enterococcus y Campylobacters en la salud humana por parte de
los APC es pequefio (Phillips, 2007).

En el caso de Suecia durante los primeros 2-3 afios después del retiro de los APC,
se produjo un gran aumento de problemas entéricos, en particular enteritis
necrotica (EN) y se triplicé la proporcion de higado decomisados en los
mataderos. La EN es causada por Clostridium perfringens tipos A 'y C que migran
desde ciegos e intestino grueso al intestino delgado, donde producen toxinas que
danan la mucosa intestinal, ademas las toxinas producidas por estos dos tipos de
clostridios pueden ocasionar contaminacion alimenticia y EN en el hombre. La EN
llevo a reanudar el uso de virginiamicina como terapéutico y con el doble de su
dosis (20 ppm). También se implementaron nuevas estrategias nutricionales para
mejorar la situacion sanitaria las cuales incluyeron la reduccién en los niveles
dietarios de proteina (factor predisponente de la EN), aumento en la inclusion de
aminodacidos sintéticos, raciones con mas fibra y uso de aditivos como enzimas y
coccidiostatos inonéforos. A pesar de las medidas nutricionales y de manejo
(higiene y biseguridad), algunas fuentes indican que los resultados productivos en
Suecia fueron inferiores (-1.3% en crecimiento, +0.1% en conversion) en
comparacion con los paises que aun usan APC y aunque la mortalidad no
aumento significativamente si fue mayor en la etapa de arranque.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiz6 en el afio 2003 una valoracion
de la experiencia Danesa. De acuerdo con ese estudio se estimo que el indice de
conversion habia aumentado en un 2.3%, lo cual se consideraba compensado por
el ahorro de los costos derivado de la no inclusion de APC. Un afio después de la
prohibicién, el consumo de amoxicilina para tratar brotes de EN en 1700 lotes
subié a 24-25 kg de producto activo desde los 1-2 kg empleados en 1998, y
también crecié transitoriamente el nivel de decomisos (+0.1%); pero el informe
concluye que la EN es hoy un problema menor, pues se siguen usando iono6foros.
También se enfatizo que los efectos de los APC dependen de factores como
manejo, situacion sanitaria, genética, condiciones de alojamiento y la dieta. En el
ambito medioambiental la eliminacién de nitrogeno y fésforo de las heces,
descendieron en los ultimos anos, de forma insignificante. Por lo tanto, la OMS
concluyé que se puede prescindir de los APC “en condiciones de produccion
similares a las danesas” (Cepero, 2006).

Tras la crisis de las encefalopatias espongiformes en el 2001, se prohibi6 el uso
de harinas de carne y pescado incluso en aves y en cerdos. En resultado a partir
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de esta fecha la inclusion de soya en las dietas avicolas aumento en un 50-100%,
asi como de grasas y fosfatos minerales. Todo ello caus6 un alza en los costos de
los piensos en un 2-2.5% (Engber y Petersen, 2001). Ademas las lectinas y
oligosacaridos naturales de la soya, pueden crear problemas de digestibilidad en
las aves, heces viscosas y camas humedas. Como consecuencia se recomendo el
uso de inhibidores de tripsina a la dosis de 6-8 mg/kg, aun cuando la
recomendacion era maximo de 4 mg/kg (Mateos y Lazaro, 2002).

Sin el uso de los APC, ha sido necesario mejorar las medidas de higiene y
manejo. Asi mismo optimizar la utilizacion de los nutrientes para funciones de
defensa y desempenio. La nutricion es una de las principales vias para maximizar
las funciones y por ello se ha investigado en una gran cantidad de sustancias
susceptibles de ser utilizadas como aditivos alternativos.

2.4 Los aceites esenciales (AEs) como alternativa alos APC

Los AEs son probablemente los productos mas antiguos utilizados en medicina
humana, pero su uso en animales es relativamente nuevo (Kamel, 2000). Los
extractos y AEs de plantas son metabolitos secundarios que generalmente,
ejercen una funcion de defensa de las plantas frente a agresiones externas. Estas
sustancias protegen a las plantas de organismos patdégenos, herbivoros e incluso
contra otras plantas. Ademas, contra procesos abibticos que causan estrés, como
son la desecacion y la radiacion ultravioleta y también sirven para atraer a
organismos beneficiosos como los polinizadores (Briskin, 2000). Hoy en dia, la
utilizacion de los AEs se ha incrementado. Actuan como antibacterianos,
antioxidantes, antifungicos, analgésicos, anticancerigenos, insecticidas,
anticoccidiales y como promotores de crecimiento. Estas plantas compiten con los
compuestos sintéticos. La mayoria de las plantas medicinales no tienen efectos
residuales (Tipu et al., 2006)

2.4.1 Composicion Quimica de los AEs

Los AEs se componen principalmente de terpenos y fenilpropenos; los terpenos
contienen unidades de cinco carbonos llamadas isopreno (2-metil-1,3-butadiona).
De acuerdo con sus unidades de isopreno, se clasifican en monoterpenos
(C1oH16), sesquiterpenos (CqsHz4), diterpenos (CooHs2) y triterpenos (CsoHas). Los
terpenos en forma de alcoholes, aldehidos, cetonas, lactonas y ésteres también
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estan presentes en algunas plantas (Xue et al., 2004). Los fenilpropenos constan
de un anillo aromatico de seis carbones con una cadena lateral de tres carbones.
Se ha estimado que hay mas de 1000 monoterpenos y 3000 sesquiterpenos, y
s6lo se han descritos 50 fenilpropenos. Otros constituyentes importantes son los
fenoles, éteres fendlicos, acidos esterificados, lactonas, 6xidos, acetales, aminas y
compuestos con nitrégeno (Lee et al, 2004). En la figura 2.4 se ilustra la
estructura de algunos de estos compuestos

2.4.2 Sintesis de los AEs
2.4.2.1Terpenos

Los terpenos son originados de su precursor universal el isopentenil difosfato (IPP) y su
isomero el dimetil-alil-difosfato, los cuales son formados por dos vias. En el citosol, el IPP
es sintetizado por la via del acido mevalonico a partir de tres moléculas de Acetil-CoA y
en las plastidas es producido del piruvato y el gliceraldehido 3-fosfato por la via del metil-
eritrol-fosfato (Dudareva et al., 2006). En la figura 2.5 se ilustra el ciclo de la formaci6n de
los terpenos.

Después de la formacion del geranil pirofosfato y el farnesil un rango amplio de
estructuras de monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos ciclicos y aciclicos son
producidos por una familia grande de enzimas conocidas como las terpeno
sintetasas/ciclasas. Una de las propiedades mas sobresalientes de estas enzimas es su
facilidad para hacer productos multiples a partir de un sustrato simple fenil-di-fosfato.
Hasta la fecha mas de 100 terpeno sintetasas han sido aisladas y caracterizadas de
diferentes especies de plantas. Reacciones de modificacién también involucran la
formacion de terpenos con estructura aciclica irregular de Cq y C44, también llamados
homoterpenos, los cuales son emitidos cuando hay un dafo tisular (Martin et al., 2004;
Dudareva et al., 2006).
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variado nimero de unidades de isopentenil difosfato (IPP). Como resultado producen diferentes monoterpenos,
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productos de las terpeno sintasas pueden ser sujetos a secundarias reacciones (Tholl, 2006).
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2.4.2.2 Fenilpropanoides/Benzoides

Estos componentes derivados de L-fenilalanina, constituyen una clase de componentes
volatiles estructuralmente diversos y que ademas estan involucrados en la reproduccién y
defensa de las plantas. En el primer paso de la biosintesis de los fenilpropanoides, la L-
fenilalanina (Phe) es convertida a acido frans-cinamico en una reaccion catalizada por la
L-fenilalanina amonio liasa (PAL). En los siguientes pasos comparte con la via de la
sintesis de lignina/lignano la formacién de fenilpropenol (monolignol). Acidos
hidroxicinamicos, aldehidos y alcoholes son formados por la via del acido trans-cinamico.
Algunos intermediarios pueden ser convertidos a componentes volatiles como en el caso
del eugenol y el isoeugenol, de la albahaca y la petunia, los cuales son formados a partir
del acetato coniferil, en una reaccién catalizada por la eugenol y la isoeugenol sintetasas.
Los benzoides, también se originan del acido trans-cinamico por la via alterna del
fenilpropanoide (Boatright et al., 2004; Dudareva et al., 2004).

2.4.3 Extraccion de los AEs

En la mayoria de los estudios realizados, los AEs son obtenidos a partir de las
plantas por destilacibn con vapor o hidrodestilacién. La extraccion de los
terpenoides se lleva a cabo por extraccion sucesiva con solventes (con incremento
de la polaridad de los solventes) o por particion liquido/liquido desde un extracto
acetonico o alcohdlico. Las plantas pueden estar secas y molidas o maceradas a
temperatura ambiente (de las Heras et al., 2003). El tiempo de destilacién y la
cantidad de aceite obtenido depende del equipo utilizado. En un destilador tipo
Clevenger, después de 3 horas de destilacion se puede obtener un rendimiento de
acuerdo al tipo de material vegetal, el aceite destilado después se puede desecar
con sulfato sédico anhidroso y almacenarlo a 4°C hasta su posterior utilizacién
(Tepe et al., 2005).

2.4.4 Mecanismo de accién de los AEs frente a los microorganismos

Generalmente se reconoce que la accién antimicrobiana depende del caracter
lipofilico o hidrofilico del aceite esencial. Teniendo en cuenta la gran cantidad de
los componentes quimicos presentes en los AEs, lo mas probable es que su
actividad antimicrobiana no se puede atribuir a un solo mecanismo, sino que se da
a varios niveles en las células microbianas (Carson et al., 2002). Los aceites
fendlicos (fenoles y acidos fendlicos), se han encontrado como buenos inhibidores
de bacterias. Caracteristicas como un anillo aromatico, un grupo hidroxilo u otros
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grupos como el tert-butil o el isopropal, alteran la polaridad y la topografia de la
molécula y por lo tanto pueden cambiar la afinidad de la misma con sitios de unién
diferentes en la bacteria. La hidrofobicidad y descripciones estearicas (tamafo
molecular y forma), también tienen papeles importantes en la actividad
antibacteriana (Si et al., 2006). La pérdida de potasio es la primera indicacion de
dafio en las membranas de los microorganismos. Esto confirma el hecho de que la
disrupcion de las membranas contribuye al modo de accién de los grupos
fenolicos como el eugenol y el timol, como se observa en la figura 2.6 (Walsh et
al., 2003).

o—cH,
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Figura 2.6 Mecanismo de accion de los aceites esenciales. Los AEs actlian sobre la pared celular de clases
especificas de bacterias, haciendo la pared celular mas permeable y permitiendo la entrada y salida de
protones de las células. (www.dsm.com/le/en_US/crina/html/poultry plus.htm).

Investigaciones de los efectos de los terpenoides en membranas bacterianas
aisladas sugieren que su actividad esta en funcion de las propiedades lipofilicas
de los constituyentes de los terpenos, la potencia de sus grupos funcionales y su
solubilidad acuosa. Su sitio de accién aparentemente es la capa fosfolipidica y
mediante mecanismos bioquimicos. Estos procesos incluyen la inhibicion del
transporte de electrones, translocacion proteinica, pasos de fosforilizacion y otras
reacciones dependientes de enzimas (Dorman y Deans, 2000). Algunos
componentes de los AEs aparentemente actian a nivel de las proteinas
embebidas en la membrana citoplasmatica, enzimas como las ATPasas estan
localizadas en la membrana citoplasmatica y bordeadas por moléculas lipidicas.
Hay dos posibles mecanismos en los que participan las moléculas de
hidrocarburos ciclicos; las moléculas de hidrocarburos lipofilicos pueden
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acumularse en la capa lipidica y alterar la interaccion lipido/proteina 6 se puede
dar una interaccion directa entre el componente lipidico y la parte hidrofoba de la
proteina. Se ha observado que se estimula la formaciéon de seudomicelios en
ciertas levaduras al adicionar AEs, lo que puede indicar que los aceites actuan a
nivel de la regulacion energética o en la sintesis de componentes estructurales
(Juven et al., 1994).

2.4.5 Actividad antioxidante de los AEs

La actividad antioxidante es expresada como la capacidad de inhibir la
peroxidacion del acido linoleico y atrapar radicales libres. El orégano fresco y seco
es un fuerte inhibidor de la peroxidacion del acido linoleico. La habilidad para
atrapar el radical libre DPP (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), puede exceder el 90% en
especies de la familia Lamiaceae. Altos contenidos de acido ascorbico y
caretenoides son encontrados en menta (Mentha piperita), orégano (Origanum
vulgare) y limon balsamo (Melissa officinalis). Pero el secado de estas especies
causa gran pérdidas de estos componentes (Capecka et al., 2005).

La actividad antioxidante también puede ser evaluada por la cantidad de
Malonaldehido (MDA) formado por la oxidacién inducida por FeSO,4 del acido
linoleico a 37 °C en buffer Trimza (pH 7.4). A una concentraciéon de 1.5 mg/ml de
acido linoleico, extractos de Moringa oleifera y Daucus carota tienen una alta
actividad antioxidante (83 y 80%) a comparacion del a-tocoferol (72%) (Arabshahi
et al., 2007).

La composicion del medio de reaccion incide sobre los valores observados de la
actividad antioxidante. En emulsiones de agua/aceite (margarina) sometidas a
deterioro oxidativo por medio de radiacién ultravioleta A-visibe (UVA-VIS), el aceite
esencial del orégano presenta un accidn antioxidante superior al cilantro y el
romero, e incluso a la vitamina E, en concentraciones de 1, 10 y 20 g/kg. Algunos
compuestos que no presentan actividad antioxidante notoria, al ser mezclados,
pueden aumentar la capacidad de las moléculas que si son antioxidantes. Este
efecto de sinergia se pudo observar entre el romero y el cilantro (Tafur et al,
2005).

El mecanismo de la accién antioxidante de los aceites esenciales no se conoce
con toda certeza. Sin embargo, en un estudio realizado por Fotti e Ingold (2003),
se sugiere que el y-terpineno, presente en varios aceites esenciales, actua como
antioxidante al retardar la peroxidacion del acido linoleico, porque los radicales
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peroxilo formados a partir de éste (HOO’) reaccionan rapidamente con los
radicales peroxilo del acido linoleico. De tal forma que se disminuye la
concentraciéon de los radicales peroxilo del acido linoleico en el estado
estacionario. Adicionalmente, autores como Puertas et al. (2002), han mostrado
que algunos aceites esenciales y sus fitoconstituyentes poseen la capacidad de
atrapamiento del catidn-radical 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-acido sulfénico)
ABTS+ y del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH igual o superior a la de
antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el trolox y el acido ascoérbico. En ese
estudio se presenta un esquema de reaccion donde el eugenol atrapa el radical
DPPH de manera similar a la vitamina E. Adicionalmente, mostraron que los AEs
de orégano y romero poseen una capacidad alta para el atrapamiento el radical
ABTS+, en comparacion con el AE de cilantro.

2.4.6 Actividad antimicrobiana de los AEs In vitro

Los AEs han sido ampliamente reconocidos por su actividad antimicrobiana y
debido a esta propiedad los AEs han ganado mucha atencion en investigacion por
su potencial como una alternativa a los antibioticos para fines terapéuticos y
aplicaciones en la industria cosmética y de alimentos (Lee et al., 2004). La
concentracion minima inhibitoria (CMI), es citada por la mayoria de los
investigadores como una medida de desempefio de los AEs, pero la definicion de
CMI difiere entre las diferentes publicaciones y esto es un obstaculo para la
comparacion de los diversos estudios (Burt, 2004). Una definicion reciente indica
que la CMI es la concentracién mas baja que inhibe el crecimiento visible de un
organismo evaluado (Delaquis et al., 2002). En un estudio realizado por el método
de agar dilucion, se evalué la CMI de 52 aceites de plantas. El limonero, el
orégano y el laurel inhibieron todos los organismos (bacterias Gram-positivas y
Gram- negativas) al < 2.0% (v/v). Los aceites del palisandro, cilantro, niaouli,
menta, arbol de té, hierbabuena, salvia y orégano, inhibieron todos los
microorganismos excepto Ps. aeruginosa a una concentracion < 2.0% (v/v).
Ninguno de los aceites inhibié solamente Gram-negativas. El tomillo mostré la mas
baja CMI de 0.03% (v/v) contra E. coli y Candida albicans (Hammer et al., 1999).
Penalver et al., (2005), usaron el método de microdilucion para evaluar la actividad
antimicrobiana de los AEs de Coridothymus capitatus (orégano espafol), Satureja
montana, Thymus mastichina, Thymus zygis (variedad espafola del Thymus
vulgaris) y Origanum vulgare contra cepas de origen aviar como Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Salmonella essen. Todos estos AEs mostraron un CMI =
2% (v/v) para las cepas de E. coli. El AE que mostro la mas alta actividad contra
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las cepas de Salmonella fue del Origanum vulgare (CMI < 1% vl/v), seguido por
Thymus zygis (MIC < 2% v/v). EI Thymus masticina inhibié todos los
microorganismos en la concentracion mas alta 4% (v/v). Esto demuestra que los
AEs tienen actividad contra Gram-positivos y Gram-negativos. Dorman y Deans,
(2000) evaluaron la actividad de siete AEs contra 25 géneros de bacterias que
incluian patégenos de plantas y animales (Escherichia coli, Salmonella pullorum,
Klebsiella pneumoniae entre otras). Se encontré que el aceite del tomillo (Thymus
vulgaris) fue el de espectro mas amplio, seguido por el del orégano (Origanum
vulgare ssp. hirtum), clavo (Syzygium aromaticum), nuez moscada (Myristica
fragrans,) pimienta negra (Piper nigrum) y geranio (Pelargonium graveolens), en
este orden. En ese estudio también se evaluaron algunos componentes
individuales de los aceites. Se observd que el componente con espectro mas
amplio fue el timol, seguido por el carvacrol, a-terpineol, terpinen-4-ol, eugenol y
linalool. Esto sugiere que la actividad antimicrobiana de los AEs puede estar
correlacionada con la configuracidon estructural de los componentes, sus grupos
funcionales y el posible sinergismo entre sus componentes.

Los AEs se pueden comportar como bactericidas o como bacteriostaticos. La
salvia, menta, hisopo (o hierba sagrada) y manzanilla tuvieron actividad
bacteriostatica mientras que el orégano fue bactericida a una concentracién de
400 ppm. La actividad bacteriostatica fue mas marcada en bacterias Gram-
positivas y en contraste la actividad bactericida fue mas fuerte en bacterias Gram-
negativas. Entre las cepas mas sensibles se encuentra Escherichia coli O157:H7 y
en las cepas Gram-positivas esta Listeria innocua (Marino et al., 2001).

Otro parametro de evaluaciéon In vitro es la Concentracion Bactericida Minima
(CBM), la cual es definida como la concentracion mas baja a la cual un compuesto
mata las bacterias o la concentracion del 99,9% o mas del inoculo inicial es
eliminado. En un estudio con el método de papel de disco, el carvacrol mostré
actividad bactericida contra Escherichia coli, E. coli 0157:H7, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes, y Vibrio vulnificus. EIl carvacrol en medio
liquido fue altamente bactericida contra Sal. typhimurium, y V. vulnificus. El Citral
y perilaldehido tuvieron CBMs de 100 y 250 pg/ml contra V. vulnificus. El terpenol
y el linalol fueron en este caso menos potentes contra las cepas evaluadas, con
CBMs de 1000 pg/ml. El citral, el geraniol y el polialdehido a 500 pg/mL eliminaron
completamente E. coli, E. coli 0157:H7 y Sal. typhimurium, mientras que la
citronela a 250 pg/mL eliminé V. wvulnificus. Esté estudio indic6 que los AEs
podrian tener potencial para inhibir patdgenos que crecen en los alimentos (Kim et
al., 1995).
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La albahaca ha mostrado actividad contra algunas bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, su aceite esencial el metil chavicol obtuvo en cultivo TSYE una
CMI contra Aeromona hydrophila y Pseudomona fluorescens de 0,125% y 2% (v/v)
respectivamente. También puede inhibir algunas levaduras y cepas de hongos
(Ej., Candida formata y C. humicola) (Wan et al., 1998).

Otros estudios evaluan diferentes cepas de una bacteria contra diversos AEs. En
un ensayo en agar Iso-sensitest, veinte cepas de Listeria monocytogenes fueron
analizadas contra 93 AEs comerciales. De estos aceites el alcanfor, limon
verbena, casia, hojas de canela, hojas y capullos de clavo, albahaca, bergamota,
laurel, eucaplito, arbol de té y lemongras fueron efectivos contra todas las veinte
cepas de L. monocytogenes. Pudo haber una correlacion entre la actividad
antibacteriana y los siguientes compuestos principales: eugenol, cinamaldehido,
timol, citral, geraniol, citronelol, limonene y otros monoterpenos. Sin embargo, se
observaron diferencias en cuanto a la actividad, la composicion y el origen dentro
de las diferentes muestras de una misma especie. Por ejemplo, dos tomillos
espafnoles fueron casi idénticos composicionalmente, pero tuvieron actividades
diferentes. El tomillo dulce tuvo una composicion diferente a la del tomillo espaniol,
el cual tenia 30.4% de geraniol y 50% de geranil acetato, sin timol y carvacrol, en
contraste con los dos tomillos espafoles, los cuales contenian p-cimeno que
estaba ausente en el tomillo dulce. Dos oréganos espanoles fueron casi idénticos
quimicamente, pero tuvieron diferente actividad antimicrobiana; el orégano dulce
fue similar al orégano espariol y tuvieron similar actividad. Es posible que haya
una correlacion mas compleja con respecto a la composicién quimica, lo cual
puede incluir los componentes menores (Lis-Balchin y Deans, 1997).

La evaluacion de Helicobacter pylori, usando el método en agar dilucion, treinta
AEs inhibieron esta bacteria a concentraciones del 0.1% (v/v). Cymbopogon
citratus (lemongras) y Lippia citriodora (limon verbena), fueron bactericidas contra
siete diferentes cepas de H. pylori (sensibles y resistentes a antibiéticos) al 0.01%
en pH 4.0 y 5.0. No se desarrolld resistencia al lemongras aun después de 10
pasajes secuenciales, mientras que la claritromicina adquirio resistencia a bajo las
mismas condiciones (Ohno et al., 2003).

2.4.7 Métodos usados para determinar la actividad antimicrobiana de los AEs

Para la valoracion de la actividad antimicrobiana de los AEs se han usado los
métodos tradicionales empleados en antibioticos, como son el método de difusion
en agar (disco de papel o pozo) y el método de dilucion (agar o caldo liquido). Los
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métodos también pueden ser clasificados de acuerdo con su objetivo, dentro de
los cuales encontramos, los métodos para determinar la actividad antimicrobiana
(difusion en disco y pozos), los cuales son hechos previos a estudios mas
detallados. Factores como el volumen del aceite, el grosor de la capa del agar y si
un solvente o no debe ser usado, varian considerablemente entre los estudios.
Estos métodos son utiles para la seleccidon del aceite, pero para la comparacién de
datos no son indicados. Otros métodos son usados para determinar la potencia de
las propiedades antibacterianas (método de dilucién en agar y en cultivos). En
estos métodos se han usado diferentes volumenes del inéculo (1-100 pl), lo cual
es muy controversial, sin embargo las CMIs de los AEs aparecen ser similares en
cuanto a su magnitud. En los estudios de cultivos, existen diferentes técnicas para
determinar el punto final. La mayoria de estos métodos son midiendo la densidad
Optica (turbidez) y enumerando las colonias por medio de un conteo visible. Un
método de microdilucion para determinar la CMI de los AE, usa un indicador
visible redox como la resazurina, la cual ha sido utilizada para determinar las CMIs
de extractos metandlicos de diferentes partes de las plantas (Mann y Markham,
1998). Una caracteristica de todos estos métodos que varia considerablemente,
es si un solvente o emulsificador puede ser usado para disolver el AE o para
estabilizarlo en un cultivo basado en medio acuoso. Varias sustancias han sido
propuestas: Etanol, metanol, Tween-20, Tween-80, acetona en combinacién de
Tween 80, polietileno glicol, propilen glicol, n-hexano, dimetil sulféxido y agar
(Burt, 2004; Moreno, 2006).

. Difusion en Disco: Para este método las bacterias pueden ser sometidas
previamente a crecimiento en placas Muller-Hinton. Luego cada cepa es inoculada dentro
de 5mL del caldo de Muller Hinton para obtener una concentracion de 1.5 x 10° CFU/mL
(0.5 Macfarland). El inéculo luego es colocado en agar Muller-Hinton y agar Sabouraud
con un hisopo estéril. El papel filtro de disco estéril (6 mm de diametro) son impregnados
con los aceites (400 mg/mL). Las placas son incubadas a 35°C por 18 horas, después de
estar a temperatura ambiente (28°C) por 30 minutos. Después de la incubacién todas las
placas son examinadas. Los diametros de las zonas inhibicion son medidos en milimetros
usando el Lector de Zona para Antibidticos. Las zonas de inhibicién claras alrededor de
los discos indican la presencia de la actividad antimicrobiana (Botelho et al., 2007). La
sensibilidad para los diferentes aceites pueden ser clasificados por el diametro de
inhibicion de los halos de la siguiente forma: No sensible (-) para diametros de menos de
8 mm; sensibles para diametros de 9-14 mm; muy sensibles (++) para diametros de 15-19
mm y extremadamente sensibles (+++) para diametros de mas de 20 mm (Kamatou et al.,
2005; Moreira et al., 2005; Tepe et al., 2005). Esté método ademas, permite hallar la
Concentracion Critica (CC), graficando el logaritmo natural de la concentracion aplicada
contra el cuadrado de la distancia entre el depésito y el borde de inhibicion (X?); con lo
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cual se obtiene una relacién lineal y por extrapolacion se determina el punto de
interseccion en el eje Y, (donde X?=0) que corresponde a la Concentracion Critica, la cual
es la representacion tedrica por debajo de la cual no se forma zona de inhibicion y es una
medida de la susceptibilidad de un organismo de prueba (Cristancho y Rivera, 1997).

) Microdilucion en cultivo: Este método puede ser ejecutado en cultivo Muller
Hinton (MHB), suplementado con Tween 80 (concentracion final 0,5% v/v). Las bacterias
son cultivadas a 37 °C en MHB. Las cepas a evaluar se suspenden en MHB para dar una
densidad final de 5 x 10° UFC/ml y confirmadas por conteos viables. Las diluciones
geomeétrica van en rangos de 0,036 a 72 mg/ml del aceite esencial en las diferentes
celdas, incluyendo una de control de crecimiento (MHB+Tween 80) y un control estéril
(MHB+Tween 80+aceite). Las placas luego de ser incubadas se observa el crecimiento
bacteriano, que es indicado por la presencia de un pellet sobre la celda (Tepe et al.,
2005). La resazurina es un agente reductor que facilmente identifica por cambios de color,
las reacciones celulares, producto de la deplecion bacteriana por un disolvente oxigenado
y la produccion de acido, este método permite obtener la CMI a través de la absorbancia.
Los resultados obtenidos por este método, son levemente mas bajos que los obtenidos
por dilucion en agar (Mann y Makhamm, 1998).

Tabla 2.3. Comparacion de CMIs de Malaleuca alternifolia obtenidos por el método de
resazurina y dilucion en agar (Mann y Markhamm, 1998).

MIC (%viv)
ORGANISMO Resazurina Dilucién en Agar

Escherichia coli 0.08 0.31

Staphylococcus aureus 0.04 0.08

St. aureus resistente a meticilina 0.04 0.08
Grupo A Strep. 0.08 0.08

Grupo B Strep. 0.31 0.31

Proteus vulgaris 0.08 0.31

) Método de perforacion y dilucion en gel: diluciones de los respectivos aceites se

hacen en un rango del 0.03% hasta el 2%, en un agar Muller Hinton con 0.5% Tween-20
(Sigma). Las placas se someten a secamiento a 35°C por 30 minutos previos a la
inoculacién. Luego 1 a 2ul (1 x 10° UFC) de la solucidon salina con las bacterias son
inoculadas en el agar. El agar Muller-Hinton sin aceite puede ser usado como el control
positivo de crecimiento bacteriano. Las placas inoculadas luego son incubadas a 35°C por
48 h. La CMI es determinada como la mas baja concentracion del aceite para inhibir el
crecimiento visible de cada organismo sobre la placa de agar (Hammer et al., 1999).
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) Método de Impedancia: para este método se usa el Sistema de Monitoreo
Microbiano Bactométrico M-128 (Vitek Systems, BioMérieux, USA). Este sistema detecta
cambios en la conducta causados por el metabolismo bacteriano en el medio de
crecimiento. El parametro para cuantificar la actividad bacteriana es el Tiempo de
Deteccidn, el cual es definido como el tiempo requerido por la poblaciéon microbiana para
alcanzar una concentracion o “Cantidad Umbral”, lo que causa una desviacion rapida en
la curva del porcentaje de variacion eléctrico. Para este sistema se usa como medio el
GPM-plus, que se suspende (1ml) dentro de una reaccion celular encerrada estéril. El
aceite esencial es disuelto con etanol y adicionado a la reaccion celular. Las células luego
son inoculadas en el cultivo GPM-Plus e incubadas en un sistema bactométrico a 35 °C, a
excepcion de Pseudomona spp, las cuales son incubadas a 25°C (Marino et al., 2001).

2.4.8 Efectos de los AEs en aves

Mitch et al. (2004), evaluaron el efecto de dos mezclas de AE sobre Clostridium
perfringens (Cp) en pollos de engorde. Cien partes por millébn de las mezclas
fueron utilizadas con dietas comerciales. La primera mezcla (A) fue Crina (Crina
SA, Gland, Switzerland), su principal componente es el timol, del Thymus vulgaris.
En la segunda mezcla (B), la mitad del timol fue reemplazado con carvacrol del
Origanum vulgare. Otros componentes, usados en la misma concentracion en
ambas mezclas fueron eugenol (Syzygium aromaticum 'y Cinnamomum
zeylanicum), curcumina (Curcuma zanthorrhiza) y piperina (Piper nigrum). La
mezcla A redujo el promedio de la concentracion de Cp en las heces en todos los
dias muestreados, en yeyuno y ciego en los dias 14 y 21 y en cloaca en el dia 14.
La mezcla B redujo significantemente la concentracion de Cp en yeyuno en los
dias 14 y 30 y en cloaca en el dia 14. Los porcentajes de especimenes de Cp
encontrados en los grupos control que salieron positivos a Cp, fueron de 83,3% en
las heces, 88,0% en yeyuno y cloaca y 82,6% en ciego. Los resultados indicaron
que mezclas especificas de los AEs pueden controlar la colonizacion y
proliferaciéon de Cp en el intestino de pollos de engorde y por lo tanto, pueden
ayudar a prevenir la aparicion de enteritis necroética. Se cree que esto es debido al
efecto antibacteriano de los AEs, la estabilizaciéon de la microflora intestinal y la
inactivacion de toxinas de Cp. Ademas es posible que los AEs, estimulen enzimas
digestivas y por lo tanto la digestibilidad de los nutrientes se puede mejorar. Otro
experimento con Crina Poultry y Crina Alternate, evalu6 el desempefio en pollos
vacunados contra la coccidia. Los pollos que no fueron vacunados contra la
coccidia y alimentados con Crina Poultry, tuvieron mejor conversion alimenticia
que el control no medicado, durante el periodo de iniciacion. Esto también se
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observé en pollos vacunados durante el periodo de finalizacion, pero estos
resultados no fueron estadisticamente significativos. Las dos mezclas difirieron en
cuanto a los resultados sobre el desempefio productivo de las aves y pudo ser
atribuido a las cantidades variables de los componentes activos como el carvacrol
y el timol (Oviedo et al., 2005). La suplementacion con Crina puede modular la
dinamica de la microflora intestinal en pollos vacunados contra la coccidia y evitar
cambios drasticos después de una infeccion mixta con coccidia (Oviedo et al.,
2006).

En un ensayo en pollos de engorde por 42 dias, se estudid la digestibilidad, el
desempefio y el peso relativo de los 6rganos de diferentes extractos de AE. Se
utilizaron 2 mezclas diferentes de AES. La primera de estas contenia 200 ppm de
un extracto de orégano, canela y pimienta (EOE) y la segunda mezcla contenia
5000 ppm de un extracto de salvia, tomillo y romero (LE). Estos tratamientos
fueron comparados contra un grupo control y un grupo suplementado con
avilamicina. En el periodo de iniciacién, la suplementacion con LE, mejord
aparentemente la digestibilidad fecal de la materia seca (P<0.001) y todos los
demas aditivos incrementaron la digestibilidad del extracto etéreo. No se observo
efecto sobre la digestibilidad de la proteina cruda. A nivel ileal, la avilamicina, EOE
y LE, incrementan la digestibilidad de la materia seca y del almidén, pero no la
digestibilidad de la proteina cruda. No se observaron diferencias con respecto al
peso relativo de los 6rganos. Se observé también un mejor desempefio productivo
en los grupos suplementados con los dos extractos, pero esto no fue
estadisticamente significativo (Hernandez et al., 2004). Efectos sobre la enzimas
digestivas fue evaluado por Jang et al. (2007), los cuales encontraron que una
mezcla de AE a un nivel de 50 mg/kg de la dieta incrementa los niveles de o-
amilasa, tripsina pancreatica y maltasa intestinal (P<0.05). Ademas, se observo
una disminucién en las poblaciones de E. coli en la digesta ileo-cecal, sin afectar
las poblaciones de lactobacilos, lo cual es compatible con resultados de Jamroz et
al., (2005); en este experimento no hubo efecto sobre el desempefio productivo de
las aves.

En la tabla 2.4 se resumen algunos estudios realizados en pollos, pavos y
codornices realizados, con las plantas, extractos, aceites y mezclas de hierbas o
aceites. En este cuadro se observa que el efecto mas notable en la mayoria de
estos fitogénicos es la reduccion en la conversion.
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Tabla 2.4 Efecto de los fitobioticos como aditivos alimenticios sobre el desempefio productivo de
produccién aviar comercial (Adaptado de Windish et al., 2008)

Efecto del tratamiento, % de diferencia con respecto al

Uso control sin suplementacion
Aditivo fitobidtico dietario Autor
Consumo . L,
(gkg) de Peso Ganancia de anver§|9n
. corporal peso alimenticia
alimento

Pollos
Oregano 0.15 -6 -2 -4 Basmacioglu et al., 2004
Oregano 0.3 -3 +1 -2 Basmacioglu et al., 2004
Romero 0.15 0 -1 -1 Basmacioglu et al., 2004
Romero 0.3 -2 +1 -4 Basmacioglu et al., 2004
Timol 0.1 +1 +1 -1 Lee etal., 2003
Cinamaldehido 0.1 -2 -3 0 Lee etal., 2003
Timol 0.2 -5 -3 -3 Lee etal., 2003
Carvacrol 0.2 +2 +2 -1 Lee etal., 2003
Extracto de yuca 2.0 -1 +1 -6 Yeo y Kim, 1997
Mezcla de AE 0.024 -4 0 -4 Cabuk et al., 2006
Mezcla de AE 0.048 -5 0 -6 Cabuk et al., 2006
Extracto de plantas 0.2 -2 0 -2 Hernandez et al., 2004
Extracto de plantas 5.0 +2 +3 -4 Hernandez et al., 2004
Extracto de plantas 0.5 0 2 -2 +2 Botsoglou et al., 2004a
Extracto de plantas 1.0 +2 -1 0 +2 Botsoglou et al., 2004a
Mezcla de AE 0.075 -7 -3 -4 Basmacioglu et al., 2004b
Mezcla de AE 0.15 -7 -1 -1 Basmacioglu et al., 2004b
Mezcla de AE 0.036 +3 -8 -5 Alcicek et al., 2004
Mezcla de AE 0.048 +2 -8 -4 Alcicek et al., 2004
Extracto de Plantas 0.1 +1 +1 0 Lee etal., 2003
Mezcla de AE 0.024 -2 0 -2 Alcicek et al., 2003
Mezcla de AE 0.048 0 +14 -12 Alcicek et al., 2003
Mezcla de AE 0.072 -2 +8 -9 Alcicek et al., 2003
Oregano 5.0 +5 +2 +7 -2 Florou-paneri et al., 2006
Tomillo 1.0 +1 5 -1 Sarica et al., 2005
Ajo 1.0 -5 0 Sarica et al., 2005
Mezcla de hierbas 0.25 0 +2 -2 Guo et al., 2004
Mezcla de hierbas 0.5 +5 +2 +3 Guo et al., 2004
Mezcla de hierbas 1.0 +2 +1 +1 Guo et al., 2004
Mezcla de hierbas 2.0 +1 +1 0
Pavos
Orégano 1.25 -5 +2 Bampidis et al., 2005
Orégano 25 -6 +1 Bampidis et al., 2005
Orégano 3.75 9 +1 Bampidis et al., 2005
Codornices
Tomillo (AE) 0.06 0 +6 Denli et al., 2004
Semilla negra (AE) 0.06 +1 +2 Denli et al., 2004
Cilantro 5.0 +3 +1 +1 Gliler et al., 2005
Cilantro 10.0 +3 +5 -1 Gliler et al., 2005
Cilantro 20.0 +4 +8 -4 Giller et al., 2005
Cilantro 40.0 +5 +4 +1 Gliler et al., 2005
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Se ha demostrado que el carvacrol administrado a 200 ppm en el alimento,
disminuye el consumo de alimento, la ganancia de peso y la relacion consumo-
ganancia en pollas de engorde. El carvacrol disminuyé los niveles de triglicéridos
plasmaticos, pero no los niveles de colesterol. El timol a 200 ppm, no tuvo un
efecto sobre el desempefio vy el colesterol plasmatico en las aves. Posiblemente,
el carvacrol afecté el consumo de alimento por modulacion de apetito, ya que los
saborizantes pueden aumentar o disminuir el consumo de alimento (Lee et al,,
2003). Este estudio contrasta con los resultados de Cross et al, (2007), que
observaron un efecto positivo sobre el desempefio productivo en pollos de
engorde suplementados con el AE del tomillo. Las dietas fueron suplementadas
con 10 g/kg de cinco hierbas (tomillo, orégano, mejorana, romero y milenrama) o
con 1g/kg de cada aceite esencial, para un total de 11 tratamientos. Las aves
suplementadas con el aceite de tomillo y con la planta milenrama, tuvieron mejor
ganancia de peso y peso corporal que el grupo control. Las aves suplementadas
con aceite de romero tuvieron mejor conversién alimenticia en comparacion con
las suplementadas con la planta. Estos tratamientos no tuvieron efectos sobre la
poblacion de la microflora intestinal, la energia metabolizable aparente y los
coeficientes de digestibilidad.

En pavas, orégano dietario (1.25, 2.5 y 3.75 g/kg) mejoran la conversion
alimenticia entre los dias 43 y 84. El peso relativo de molleja e intestino delgado,
disminuyé linealmente con el contenido de orégano. Este resultado pudo ser
porque componentes bioactivos del orégano (timol y carvacrol), suprimen el
crecimiento de la microflora intestinal indeseable y concomitantemente mejoran la
absorcion de nutrientes, lo que explica una mejor conversion alimenticia (Bampidis
et al., 2005).

Jamroz et al. (2006), encontraron que un extracto de plantas que contenia 5% de
carvacrol, 3% de cinamaldehido y 2% de oleorresina capsicum, dado en el
alimento a 100 mg/kg, producia cambios morfologicos en la mucosa intestinal en
pollos de engorde. La movilizacion de mucocitos en el epitelio superficial del
estbmago glandular, el incremento de la secrecion de mucopolisacarido y
pequefias cantidades de sialomucinas con y sin disrupcion celular y la liberacion
de grandes cantidades de moco fueron observados en grupos alimentados con
dietas a base de maiz o trigo y cebada y el extracto. Estos resultados indican que
pollos alimentados con extractos de plantas, el incremento en la liberacion de
grandes cantidades de moco y la formacion de una capa de moco sobre el
estobmago glandular y el yeyuno, juegan un papel protector en la vellosidad. Esto
puede explicar la reduccion posibilidad de adhesion al epitelio y el numero de E.
coli, Cl. perfringes y hongos en el contenido intestinal.

51



2.4.9 Vias metabdlicas y toxicidad de los AEs

Kohlert et al., (2000) revisaron sobre el metabolismo de componentes de los AEs.
Los autores concluyeron que los componentes de los AEs son rapidamente
absorbidos via oral (1,8-cineol y a-pineno), pulmonar (alcanfor y mentol) o dermal
(a- y B-pineno, alcanfor, 3 careno y limoneno) y la mayoria son metabolizados por
los rifiones en forma de glucorinidos o exhalados como CO,. Su acumulacion en el
cuerpo es improbable debido a la tasa rapida de eliminacion y a su vida media
corta. La degradacion y la cinética de carvacrol, timol y eugenol y trans-
cinamaldehido en el tracto intestinal en cerdos fue investigado por Michiels et al.
(2008). Los autores demostraron que estos compuestos fueron absorbidos en el
estbmago y en la porcidn proximal del intestino, por lo tanto la microbiota
improbablemente metaboliza los AEs.

Estudios de toxicidad en ratas (Jenner et al., 1964), muestran que la dosis oral
LD50 (mg/kg del peso vivo) de carvacrol, cinamaldehido, beta-ionona y timol fue
de 810, 220, 4590 y 980, respectivamente. Sin embargo, cuando las ratas fueron
suplementadas con 1000 y 10000 ppm, no se mostraron signos claros de
intoxicacion.

Los AEs poseen actividad antimicrobiana contra un amplio rango de bacterias.
Dusan et al., 2006, investigaron la accidén de algunos compuestos (timol, carvacrol,
cinamaldehido, AE de orégano y tomillo), sobre células intestinales y Escherichia
coli. Los autores demostraron que dosis de los AEs con capacidad de inhibir E.
coli (0.05%), mostraron relativamente una alta toxicidad en células intestinales
cultivadas in vitro. Bajas dosis de los AE (0.01%) solo inhibieron parcialmente E.
coli enteroinvasiva y su efecto sobre células Caco-2 fue modesto. Los aceites de
canela y clavo y su mayor compuesto eugenol, no tuvieron efectos citotoxicos a
dosis bajas.

2.4.10 Interaccion entre los diferentes componentes de los AEs

Las plantas producen un amplio rango de componentes bioactivos y muchos de
ellos tienen uso farmacoldgico, médico y agroindustrial. En algunos casos, los AEs
pueden ser mas efectivos que los constituyentes puros sintetizados quimicamente,
porque estos tienen una mezcla compleja de componentes. Esta complejidad
molecular puede interaccionar con multiples blancos moleculares, lo que hace mas
dificil que los microorganismos o herbivoros desarrollen una respuesta efectiva,
porque se puede haber una resistencia a diferentes blancos. Algunos
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constituyentes de los AEs por si mismos son biactivos, mientras que otros afectan
variables fisicas como la tasa de absorcion o la biodisponibilidad. En adicién, la
composicion enantiomérica de varios terpenos en diferentes especies de plantas
pueden complicar la actividad biolégica de algunos AE (Acamovic y Booker, 2005).
Cox et al. (2001), encontré que terpenos no oxigenados (y-terpinene y p-cimene)
del arbol de té, cuando se encuentran a muy baja concentracion aumentan la
eficacia evaluada In vitro del terpinen-4-ol debido a su solubilidad acuosa.
Posiblemente, esta interaccibn amfipatica resulta del incremento de la
solubilizacion y el incremento de la entrada de los hidrocarbonos monoterpénicos.
El incremento de hidrocarbonos insolubles puede disminuir la concentracion de
terpinen-4-ol soluble y reducir su efecto.

La importancia del grupo hidroxilo en las estructura fendlica ha sido confirmado en
términos de actividad cuando el carvacrol es comparado con el metil éter. Por lo
tanto, la posicion relativa del grupo hidroxilo en el carvacrol y en el timol influye en
la actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, pero esto no
influye en la actividad del monoterpeno ciclico p-cimene. La alta actividad de los
componentes fendlicos, puede también ser explicada por la substitucién alquil en
el nucleo fenol, lo cual aumenta la actividad antimicrobiana de los fenoles. La
alquilacion puede alterar el radio de distribucidon entre la fase acuosa y no acuosa
(incluyendo fases bacterianas), al reducir la tension superficial. La presencia de un
acetato en la estructura, aparentemente incrementa la actividad de un componente
parental. Por ejemplo, el geraniol acetato demuestra un incremento en la actividad
a comparacion del geraniol. La estereoquimica también influye sobre la
bioactividad. Se ha observado que [B-isbmeros son mas activos que los a-
isbmeros, como pasa con el a-pineno; cis-isdbmeros son inactivos contrario a los
trans-isbmeros p.ej., geraniol y nerol; componentes con anillo metil-isopropil
ciclohexano son mas activos, o insaturaciones del anillo ciclohexano incrementan
la actividad antibacteriana, p.ej., terpinolene, terpineol y terpineolene (Dorman vy
Deans, 2000).

En general, se ha encontrado que el efecto entre los diferentes componentes de
los AEs puede ser antagonico o sinérgico. Algunos estudios sugieren que los
componentes menores son criticos para la actividad y pueden tener un efecto
sinérgico o influenciar potencialmente. Por ejemplo, el carvacrol y el timol tienen
un efecto aditivo contra St. aureus y Ps. aeruginosa. Este sinergismo también se
ha encontrado entre el carvacrol y su precursor biolégico el p-cymene, y el
mecanismo probable de esto, es que el p-cymene facilita el transporte del
carvacrol a través de la membrana celular. Fracciones de los AE cilantro,
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coriandro, eneldo vy eucalipto, cuando son mezclados en diferentes
combinaciones, resultan en efectos aditivos, sinérgicos y antagdnicos. Otros
factores que pueden influenciar en el efecto sinérgico o antagénico de los AE son
el pH, la solubilidad, quelantes, la tension de oxigeno, calor, altas presiones,
algunos aditivos como cloruro de sodio, nitrato sdédico y nisina y algunos
antibioticos (Burt, 2004; Kalemba y Kunicka, 2003).

BIBLIOGRAFIA

1. Acamovic, T., Booker J. 2005. Biochemistry of plant secondary metabolites and
their effects in animals. Proceedings of the Nutrition Society, 64:403-412.

2. Algicek, A., Bozkurt, M., Cabuk, M. 2004. The effect of a mixture of herbal essential
oils, an organic acid or a probiotic on broiler performance. South African Journal of
Animal Science, 34(4):217-222.

3. Amit-Romach, E., Sklan, D., Uni, Z. 2004. Microflora ecology of the chicken
intestine using 16s ribosomal DNA primers. Poultry Science, 83: 1093-1098.

4. Apajalahti, J.H.A., Kettunen, A., Graham, H. 2004. Characteristics of the gastro-
intestinal microbial communities with special reference to the chicken. World’s
Poultry Science Journal, 60: 223-232.

5. Applegate, T., Dibner, J., Kitchell, M, Uni, Z., Lilburn, M. 1994. Effect of turkey
(Meleagridis gallopavo) breeder hen age and egg size on poult development. 2.
Intestinal villus growth, enterocyte migration and proliferation of the turkey poult.
Comparative Biochemistry Physiology, 124 381-389.

6. Arabshahi, S., Vishlakshi, D., Urooj, A. 2007. Evaluation of antioxidant activity of
some plant extracts and their heat, pH and storage stability. Food Chemistry, 100:
1100-1105.

7. Bampidis, V.A., Christodoulou, V., Florou-Paneri, P., Christaki, E., Chatzopoulou,
P.S., Tsiligianni, T., Spais, A.B. 2005. Effect of dietary dried oregano leaves on
growth performance, carcasses characteristics and serum cholesterol of female
early maturing turkeys. British Poultry Science, 46: 595-601.

8. Barnes, E.M. 1972. The avian intestinal flora with particular reference to the
possible ecological significance of the cecal anaerobic bacteria. American Journal
of Clinical Nutrition, 25: 1475-1479.

9. Barrow, P. 1992. Probiotic for chickens. Probiotics, the scientific basis. R. Fuller,
ed. Chapman and hall, London, pp., 225-257.

10. Basmacioglu, H., Tokusoglu, Tokusoglu, O., Ergiil, M. 2004. The effect of oregano
and rosemary essential oils or alpha-tocopheryl acetate on performance and lipid
oxidation of meat enriched with n-3 PUFA’s in broilers. South African Journal of
Animal Science, 34: 197-210.

54



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Bedford, M.R. 2000. Removal of antibiotic growth promoters from poultry diets:
implications and strategies to minimize subsequent problems. World Poultry
Science Journal, 56: 347-365.

Bedford, M. 1996. Interaction between ingested feed and the digestive system in
poultry. Journal Applied Poultry Research, 5: 86-95.

Botsoglou, N.A., Christaki, E., Florou-Paneri, P., Giannenas, |., Papageorgiou, G.,
Spais, A. B. 2004. The effect of a mixture of herbal essential oils or alpha-
cocopheryl acetate on performance parameters and oxidation of body lipid in
broiler. South African Journal of Animal Science, 34: 52-61.

Boatright, J., Negre, F., Chen, X., Kish, C., Wood, B., Peel, G., Orlova, I., Gang, D.,
Rhodes, D., Dudareva, N. 2004. Understanding in vivo benzenoid metabolism in
petunia petal tissue. Plant Physiology, 2004, 135: 1993-2011.

Briskin, D. 2000. Medicinal plants and phytomedicines. Linking plant biochemistry
and physiology to human health. Plant Physiology, 124: 507-514.

Burt, S. 2004. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications
in foods—a review. International Journal of Food Microbiology, 94: 223-253

Butaye, P., Devrise, L.A., Haesebrouck, F. 2003. Antimicrobial growth promoters
used in animal feed: effects of less well known antibiotics on gram-positive
bacteria. Clinical Microbiology Review, 16: 175-188.

Cabuk, M., Bozkurt, M., Alcicek, A., Akbas, Y., Kiclkyilmaz, K. 2006. Effect of an
herbal essential oil mixture on growth and internal organ weight of broilers from
young and old breeder flocks. South African Journal of Animal Science, 36:135—
141.

Capecka, E., Mareczek, A., Leja, M. Antioxidant activity of fresh and dry herbs of
some Lamiaceae species. Food Chemistry, 2005, 93: 223-226.

Carson, F., Mee, B., Riley, T. 2002. Mechanism of action of Melaleuca alternifolia
(tea tree) oil on Staphylococcus aureus determined by time-kill, lysis, leakage and
salt tolerance assays and electron microscopy. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 46(6): 1914-1920.

Castanon, J.l. 2007. History of the use of antibiotic as growth promoters in
European poultry feeds. Poultry Science, 86: 2466-2471.

Cepero Briz, R. 2006. Retirada de los antibioticos promotores de crecimiento en la
unién europea: causas Yy consecuencias. Departamento de Produccién Animal y
Ciencia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza.

Cox, S., Mann, C., Markham, J. Interaction between components of the essential oil
of Melaleuca alternifolia. Journal of Applied Microbiology, 2001, 91: 492-497.
Cristancho, M., Guerrero, I. 1997. Evaluacion de la actividad antifungica y
antibacteriana de aceites esenciales de plantas superiores colombianas. Tesis.
Universidad Nacional de Colombia. Santafé de Bogota.

Cross, D., Mcdevitt R., Hillman, K., Acamovic, T. 2007. The effect of herbs and
their associated oils on performance, dietary digestibility and gut microflora in
chickens from 7 to 28 days age. British Poultry Science, 48(4):496-506.

55



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

De la Heras, B., Rodriguez, B., Bosca, L., Villar, S. 2003. Terpenoids: sources,
structure elucidation and therapeutic potential in inflammation. Current Topics in
Medicinal Chemistry, 3: 171-185.

Delaquis, P., Stanich, K., Girard, B., Mazza, G. 2002. Antimicrobial activity of
individual and mixed fractions of dill, cilantro, coriander and eucalyptus essential
oils. International Journal of Food Microbiology, 74: 101-109.

Denli, M., Okan, F., Uluocak A.N. 2004. Effect of dietary supplementation of herb
essential oils on the growth performance, carcass and intestinal characteristics of
quail (Coturnix coturnix japonica). South African Journal of Animal Science,
34:174-179.

Denbow, D.M. 2000. Gastrointestinal anatomy and physiology.En Avian Sturkie’s
Physiology, 5a Edicion, editado por Wittow GG, Acedemic Press, pp 299-321.
Donoghue, D.J. 2003. Antibiotic residues in poultry tissues and eggs: Human
Health Concerns? Poultry Science, 82:618-621.

Dormann, H., Deans, S. 2000. Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. Journal of Applied Microbiology, 88: 308-316.
Dudareva, N., Florence Negre, F., Dinesh, A., Irina, O. 2006. Plant volatiles: recent
advances and future perspectives. Critical Reviews in Plant Sciences, 25: 417—
440.

Dusan, F., Marian, S., Katarina, D., Dobroslava, B. 2006. Essential oils- their
antimicrobial activity against Escherichia coli and effect on intestinal cell viability.
Toxicology in Vitro, 20: 1435-1455.

Engberg, R.M., Petersen, J.S. 2001. Poultry production with and without
questionable feed additives and ingredients. | Proceedings of 13 th European
Symposium on Poultry Nutrition, september 30-october 4, Blankenberge, Belgium,
pp. 118-124.

Feighner, S.D., Dashkevicz, M.P. 1987. Subtherapeutic levels of antibiotics in
poultry feeds and their effects on weight gain, feed efficiency, and bacterial
cholyltaurine hydrolase activity. Applied Environmental Microbiology, 53:331-336.
Florou-Paneri, P., Giannenas, |., Christaki, E., Govaris, A., Botsoglou, N.A. 2006.
Performance of chickens and oxidative stability of the produced meat as affected
by feed supplementation with oregano, vitamin C, vitamin E and their combinations.
Archives Geflugelkd, 70:232—-240.

Foti, M., Ingold, F. 2003. Mechanism of inhibition of lipid peroxidation by y-
terpinene, an unusual and potentially useful hydrocarbon antioxidant. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, 51:2758-2763.

Fuller, R. 1977. The importance of lactobacilli in maintaining normal microbial
balance in the crop. British poultry Science, 18: 85-94.

Fuller, R. 2001. The chicken gut microflora and probiotic supplements. Journal of
Poultry Science, 38: 189-196.

Gunal, M., Yayli, G., Kaya, O., Karahan, N., Sulak, O. 2006. The effects of
antibiotic growth promoter, probiotic or organic acid supplementation on

56



41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.
48.

49,

50.

51.

52.

53.

performance, intestinal microflora and tissue of broilers. International Journal of
Poultry Science, 5: 149-155.

Guo, F.C., Kwakkel, R.P. Soede, J. Williams, B. A. Verstegen, M.W.A. 2004. Effect
of a Chinese herb medicine formulation, as an alternative for antibiotics, on
performance of broilers. British Poultry Science, 45:793—-797.

Gduler, T., Erta, O.N., Ciftci, M., Dalkilic B. 2005. The effect of coriander seed
(Coriandrum sativum L.) as diet ingredient on the performance of Japanese quail.
South African Journal of Animal Science, 35:261-267.

Hammer, K., Carson C., Riley T. 1999. Antimicrobial activity of essential oils and
plant extracts. Journal of Applied Microbiology, 86: 985-990.

Harned, B.K., Cunningham, R.W., Clark, M.C., Cosgrove, R., Hine, C.H.,
McCauley, W.J., Stokey, E., Vessey, R.E., Yuda, N.N., Subbarow, Y. 1948. The
pharmacology of Duomycin. Annales of the New York Academy of Sciences 51:
182-210.

Hernandez, F., Madrid, J., Garcia, V., Orengo, J. and Megias, M. 2004. Influence of
two plant extracts on broiler performance, digestibility and digestive organ size.
Poultry Science, 83:169-174.

Hill, K. (1976). The anatomy and general physiology of the alimentary tract. In:
Digestion in the fowl. Boorman, K.N. and Freeman, B.M. (Eds.). Edinburgh, British
Poultry Science, pp. 3-24.

llender. 1998. Promotores de crecimiento. Notas cientificas. No. 1.

Jamroz, D., Wertelecki T., Houszka, M., Kamel, C. 2006. Influence of diet type on
the inclusion of plant origin active substances on morphological and histochemical
characteristics of the stomach and jejum walls in chicken. Journal of Animal
Physiology and Animal Nutrition, 90: 255-268.

Jamroz, D., Wiliczkiewicz, A., Wertelecki, T., Orda, J., Skorupinska, J. 2005. Use
de active substances of plant origin in chicken diets based on maize and locally
grown cereals. British Poultry Science, 46(4):485-493.

Jang, |, Ko, Y., Kang, S., Lee, C. 2007. Effect of a commercial essential oil on
growth performance, digestive enzyme activity and intestinal microflora population
in broiler chickens. Animal Feed Science and Technology, 134: 304-315.

Jenner, P.M., Hagan, E.C., Taylor, J.M., Cook, E.L., Fitzhugh, O.G. 1964. Food
flavouring and compounds of related structure. I. Acute oral toxicity. Food
Cosmetics Toxicology, 2: 327—-343.

Jeurissen, S.H., Lewis, F. van der Klis, J.D. Mroz, Z., Rebel, J.M., ter Huurne, A.A.
2002. Parameters and techniques to determine intestinal health of poultry as
constituted by immunity, integrity, and functionality. Current Issues in Intestinal
Microbiology, 3: 1-14.

Jones, F.T., Ricke, S.C. 2003. Observations on the history of the development of
antimicrobials and their use in poultry feeds. Poultry Science, 82: 613-617.

57



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Juven, B., Kanner, J., Shcved, F. Weisslowicsz, H. Factors that interact with the
antibacterial action of thyme essential oil and its active constituents. Applied
Bacteriology, 1994, 76(6): 626-631.

Kalemba, D., Kunicka, A. Antibacterial y antifungal properties of essential oils.
Current Medicinal Chemistry, 2003, 10: 813-829.

Kamel, C.A. 2000. Novel look at a classic approach of plant extracts. Feed Mix
Special, 249:19-25.

Kamatou, G., Vijoen, A., Gono, A., Van Zyl, R., Van Vuuren, S. 2005. The in vitro
pharmacological activities and a chemicals investigation of three South African
Salvia species. Journal of Ethnopharmacology, 102: 382-390.

Kim J., Maurice, R., Marshall, We, C. 1995. Antibacterial activity of some essential
oil components against five foodborne pathogens. Journal of Agricultural Food
Chemistry, 43: 2839-2845.

Kohlert, C., Van Rensen, |., Marz, R., Schindler, G., Graefe, E.U., Veit, M., 2000.
Bioavailability and pharmacokinetics of natural volatile terpenes in animals and
humans. Planta Medica, 66: 495-505.

Langhout, D., Schutt, J.B., de Jong, J., Sloetjes, H., Verstegen, M.W., Tamminga,
S. 2000. Effect of viscosity on digestion of nutrients in conventional and germ-free
chicks. British Journal Nutrition, 83: 533-540.

Lee, K., Everts, H., Beynen, A. 2004. Essential oils in broiler nutrition. International
Journal of Poultry Science, 3(12): 738-752

Lee, K., Everts, H., Kappert, H., Yeom, H., Beynen, A. 2003. Dietary carvacrol
lowers body weight gain but improves feed conversion in female broiler chickens.
L. Journal of Applied Poultry Research, 12: 394-399.

Lis-Balchi, M., Deans, S., Eaglesham, E. 1998. Relationship between bioactivity
and chemical composition of commercial oils. Flavour and Fragrance Journal,
1998, 13: 98-104.

Macari, M., Furlan, R.L., Gonzales E. 2002. Fisiologia aviara aplicada a frangos de
cortes Jaboticabal: FUNEP/UNESP, Sao Paulo, Brasil.

Macneil, J.D. 1998. International approaches to the regulation of veterinary drug
and related residues in foods for human consumption. Journal of Food Hygenic
Society of Japan, 39: 284-298.

Mann, C., Markham. 1998. A new method for determining the minimum inhibitory
concentration of essential oils. Journal of Applied Microbiology, 84: 538-544.
Marino, M., Bersani, C., Comi, G. 2001. Impedance measurements to study the
antimicrobial activity of essential oils from Lamiaceae and Compositae.
International Journal of Food Microbiology, 67(3): 187-195.

Martin, G.J. 1942. Aminobenzoic acid and sulfonamides in rat nutrition.
Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine, 51: 56-59.
Martin, D., Faldt, J., Bohlmann, J. 2004. Functional characterization of nine Norway
Spruce TPS genes and evolution of gymnosperm terpene synthases of the TPS-d
subfamily. Plant Physiology, 135: 1908-1927.

58



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Mateos, G.G.; Lazaro, R. 2001. Implicaciones y consecuencias generales de la
prohibicion de productos animales y restriccion de aditivos: nuevas tendencias en
produccién avicola. Memoria XXXVIII Symposium cientifico de Espafa Avicultura,
Seccion Especial, WPSA, Cérdoba, pp. 63-76.

Mendes, A.A., de Alencar, |.,, Macari, M. 2004. Producédo de frangos de corte.
Campinas: FACTA, Sao Paulo, Brasil.

McEvoy, J.D.C. 2002. Contamination of animal feedingstuff as a cause of residues
in food: a review of regulatory aspects, incidence and control. Analytica Chimica
Acta, 473: 3-26.

Miles, R.D., Butcher, G.D., Henry, P.R., Littell, R.C. 2006. Effect of antibiotic growth
promoters on broiler performance, intestinal growth parameters, and quantitative
morphology. Poultry Science, 85: 476-485.

Michiels, J., Missoten, J., Dierick, N., Fremant, D., Maene, P., De Smet, S. 2008. In
vitro degradation and in vivo passage kinetics of carvacrol, thymol, eugenol and
trans-cinnamaldehyde along the intestinal tract of piglets. Journal of the Science of
Food and Agricultural, 88: 2371-238.

Mitchell, M., Smith, M. 1991. The effects of genetic selection for increased growth
on mucosal and muscle weights in the different regions of the small intestine of the
domestic fowl (Gallus domesticus). Compendium of Biochemistry Physiology, 99:
251-258.

Mitsch, P., Zitterl, K., Kéhler, B., Gabler, C., Losa, R., Zimpernik, |I. 2004. The effect
of two different blends of essential oil components on the proliferation of
Clostridium perfringens in the intestines of broiler chickens. Poultry Science, 2004,
83: 669-675.

Moreira, M., Ponce, A., del Valle C., Roura, S. 2005. Inhibitory parameters of
essential oils to reduce a foodborne pathogen. LWT, 2005, 38: 565-570.

Moore, P.R., Evenson A., Luckey, T.D., McCoy, E., Elvehjem, C.A., Hart, E.B.
1946. Use of sulfasuxidine, streptothricin and streptomycin in nutritional studies
with the chick. Journal of Biological Chemistry, 165: 437—441

Morales, R.L. 2007. Tesis de doctorado Las paredes celulares de levadura de
Saccharomyces cerevisiae: un aditivo natural capaz de mejorar la productividad y
salud de pollo de engorde. Universidad Auténoma de Barcelona, Espafa.

Moreno, L. Monografia. 2006. Acerca de la efectividad de los aceites esenciales
como conservantes en productos cosméticos. Universidad Nacional de Colombia,
Bogota.

Nollet, L. 2005. EU close to a future without antibiotic growth promoters. World
Poultry, 27: 14-15.

Noy, Y., Sklan, D. 1998. Metabolic responses to early nutrition. Journal of Applied
Poultry Research, 7: 437-451.

Ohno, T., Kita, M., Yamaoka, Y., Imamura, S., Yamamoto, T., Mitsufuji, S.,
Kodama, T., Kashima, K., Jiro Imanishi, J. 2003. Antimicrobial activity of essential
oils against Helicobacter pylori. Helicobacter, 8(3): 207-212.

59



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Oviedo, E., Hume, M., Henandez, C., Clemente, S. 2006. Intestinal microbial
ecology of broiler vaccinated and challenged with Eimeria species, and
supplementes with essential oil blends. Poultry Science, 85:854-860.

Oviedo, E., Hernandez, C., Williams, P., Losa, R. 2005. Responses of coccidia-
vaccinated broilers to essential oil blends supplementation up to forty-nine days of
age. Journal of Applied Poultry Research, 14: 657-664.

Page, S.W. 2003. The role of enteric antibiotics in livestock production. Avcare
Limited, Canberra, Australia.

Penalver, P., Huerta, B., Borge, C., Astorga, R., Romero, R., Perea, A. 2005.
Antimicrobial activity of five essential oils against origin of the Enterobacteriaceae
family. APMIS, 113: 1-6.

Phillips, 1. 2007. Withdrawal of growth-promoting antibiotics in Europe and its
effects in relation to human health. International Journal of Antimicrobial Agents,
30: 101-107

Prescott, J.F., Baggot, J.D. 1993. Antimicrobial therapy in veterinary medicine, 2nd
ed., Ames, IA: lowa State University Press, pp. 564-565.

Puertas, M., Hillebrand, S., Stashenko, E., Winterhalter, P. 2002. In vitro radical
scavenging activity of essential oils from Colombian plants and fractions from
oregano (Origanum vulgare) essential oils. Flavour and Fragrance Journal, 17:
380-392.

Sarica, S., Ciftci, A., Demir, E., Kilinc, K., Yildirim, Y. 2005. Use of an antibiotic
growth promoter and two herbal natural feed additives with and without exogenous
enzymes in wheat based broiler diets. South African Journal of Animal Science, 35:
61-72.

Soares, L.P. 1996. Visdo do Fabricante. Panei Restricdes e Uso de Aditivos
(Promotores de Crescimento) en Ragoés de Aves. Anais Conf APINCO de Ciéncia
e Tecnologia Avicolas. Curitiba 15-17 outubro.

Tafurt, G., Martinez, J., Stashenko, E. 2005. Evaluacién de la actividad
antioxidante de aceites esenciales en emulsiones degradadas por radiacion
ultravioleta. Revista Colombiana de Quimica, 34(1): 43-53.

Tepe, B., Daferera, D., Sokmen, A., Sokmen, M., Polissiou, M. 2005. Antimicrobial
and antioxidant activities of the essential oil and various extracts of Salvia
tomentosa Miller (Lamiaceae). Food Chemistry, 90: 333-340.

Tipu, M.A., Akhtar, M.S., M.l. Anjum, Raja, M.L. 2006. New dimension of medicinal
plants as animal feed. Pakistan Veterinary Journal, 26(3): 144-148.

Toll, D. 2006. Terpene synthases and the regulation, diversity and biological roles
of terpene metabolism. Current Opinion in Plant Biology, 9: 297-304.

Turk, D.E. 1982. The anatomy of the avian digestive tract as related to feed
utilization. Poultr Science, 61: 1225-1244.

Walsh, S., Maillard, J., Russell, A., Catrenich, C., Charbonneau, D., Bartolo, R.
2003. Activity and mechanisms of action of selected biocidal agents on gram-
positive and -negative bacteria. Journal of Applied Microbiology, 94: 240-247.

60



99. Wan, J., Wilcock, A., Coventry, M. 1998. The Effect of essential oils on the growth
of Aeromonas hydrophila and Pseudomonas fluorescens. Journal of Applied
Microbiology, 84: 152-158.

100. Wilmore, D. W.1997. Metabolic support of the gastrointestinal tract: potential
gut protection during intensive cytotoxic therapy. Cancer, 79: 1794—-1803.
101. Windish, W., Schedle, K., Plitzer, C., Kroismayr, A. 2008. Use of phytogenic

products as feed additives for swine and poultry. Journal of Animal Science, 86:
E140-E148.

102. Xue, C., Hugell, H.M., Li, C., Story, D. 2004. Efficacy, chemistry and
pharmacology of Chinese herbal medicine for allergic rhinitis. Current Medicinal
Chemistry, 11:1403-1421.

103. Yeo, J., Kim, K.I. 1997. Effect of feeding diets containing an antibiotic, a
probiotic, or yucca extract on growth and intestinal urease activity in broiler chicks.
Poultry Science, 76: 381-385.

61



CAPITULO 1l

EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES, COMPOSICION QUIMICA Y
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA In vitro

3.1 INTRODUCCION

Con la prohibicién de los antibidticos promotores de crecimiento (APCs) en la
Nutricion Animal en los paises de la Union Europea (Regulaciéon EC/1831/2003)
un diverso grupo de aditivos fitogénicos han sido evaluados como potenciales
sustitutos a los APCs, para mantener los mismos estandares de produccién y
productividad animal. Entre estos compuestos estan los aceites esenciales (AEs),
que son extractos obtenidos de varias clases de plantas.

Los AEs son metabolitos secundarios aislados de diferentes partes de las plantas
por medio de hidrodestilacion o arrastre por vapor. Entre las especies vegetales
que contienen gran cantidad de estos AEs estan las plantas pertenecientes a la
familia Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae (Labiatae), Lauraceae, Liliaceae,
Mirtaceae, Magnoliaceae, Rutaceae y Pinaceae (Jones, 2002). Los principales
constituyentes de los AEs son mono- y sesqui-terpenos, los cuales han
demostrado actividades antibacteriales, antifungicas y antioxidantes (Lee y Ahn,
1998; Kalemba y Kunicka, 2003). Particularmente, los monoterpenos fendlicos
carvacrol y timol, los cuales son abundantes en las especies de tomillo y orégano,
han sido estudiados por sus propiedades biolégicas que incluyen actividades
antimicrobiales, antisépticas y antioxidantes (Basilico y Basilico, 1999). Otros
componentes con propiedades antibacteriales hallados en los AEs son eugenol, a-
and B- pineno, R- and S-limoneno, 1,8-cineol, borneol, estragol and p-cimeno
(Mourey y Canillac, 2002; Bagamboula et al., 2004).

La actividad antimicrobial de los AEs ha sido evaluada de manera preferencial en
bacterias patdogenas de los humanos presentes en los alimentos. Las bacterias
patdbgenas incluyen dos bacterias Gram-positivas (Bacillus subtilis 'y
Staphylococcus aureus) y bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
spp. and Pseudomonas aeruginosa) (Kalemba y Kunicka, 2003). Las bacterias
benéficas son seleccionadas ocasionalmente, aun cuando es importante en
conjunto investigar el efecto de los AEs sobre la microflora normal.
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Los objetivos del presente trabajo fueron caracterizar la composicion quimica de
seis AEs obtenidos de plantas de la familia Lamiaceae cultivadas en los Andes
Colombianos por cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS) e
investigar la actividad antimicrobiana de los AEs contra un grupo de
microorganismos patogenos y benéficos seleccionados.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Especies y aceite esencial

Se utilizaron seis especies vegetales representativas de la familia Lamiaceae
(Labiatae). Estas especies se recolectaron de los invernaderos de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, ubicados a 2638 metros
sobre el nivel del mar (msnm), las cuales correspondieron a: Mentha spicata
(“hierbabuena”), Ocimum basilicum var. Nufar (“albahaca”), Rosmarinus officinalis
(“romero”), Salvia officinalis (“salvia”), Thymus vulgaris (“tomillo) y Mentha piperita
(“menta”). Las especies fueron recolectadas en la etapa de floracion y/o
maduracion, pesadas y procesadas inmediatamente, para la obtencién maxima del
aceite. El aceite esencial de Origanum vulgare subespecie hirtum (“orégano
griego”) fue importado con un origen comercial (Regano®, Racol Nutrition Inc,
Marshal, MN, USA). El AE de orégano griego fue elegido como control positivo,
debido a que este tipo de AE es reportado como uno de los aceites con mayor
actividad antimicrobiana (Tsao et al., 2007).

3.2.2 Extraccion de los AEs

Se utilizé el método de destilacion de arrastre por vapor para la obtencion de los
aceites de las especies recolectadas. Previamente el material vegetal fresco fue
pesado para obtener el rendimiento de extraccion. Para el procedimiento se utilizd
un aparato semi-industrial en acero oxidable con capacidad de 5 kg y sistema de
recirculacion del agua para el condensador. Para empezar el proceso el primer
recipiente fue dispensado con agua, el cual fue calentado en su parte inferior
hasta la produccién de vapor. El vapor obtenido a una presion maxima de una PSI
paso a través del siguiente recipiente donde se encontraba el material vegetal,
arrastrando consigo el AE. Los vapores pasaron a un espiral enfriado por agua y
posteriormente el vapor condensado y el AE se recolectaron en un separador de
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fases 6 florentino. Las muestras fueron mantenidas en frascos ambar a 4 °C hasta
su utilizacion.

3.2.3 Andlisis de los AE por cromatografia de gases- espectofometria de
masas (CG-EM).

Estos analisis fueron realizados en el Departamento de Toxicologia Molecular y
Ambiental de la Universidad del Estado de Oregdn (Estados Unidos). De cada
aceite se envio 1 ml en frascos de ambar.

Los aceites fueron diluidos en un proporcion 1:40 con etil acetato y una mezcla
estandar de alcanos (C10-C4o, Fluka analytical, Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland)
e inyectadas para determinar los indices de retencion de Kovats. Los analisis GC-
MS fueron realizados en un equipo Perkin Elmer AutoSystem XL GC utilizando
una columna PE-5MS en silica capilar 5% difenil/95% dimetilpolisiloxano (30 m x
0.25mm, 0.25 um grosor de la placa). El programa de la temperatura del horno fue
de 40 °C por 2 minutos y luego aumentando de 40° a 250 °C a 3 °C/min. El helio
(1.0 ml/min) fue usado como el gas de arrastre para la columna. Las temperaturas
de la linea y el inyector fueron ajustadas a 255 °C y 250 °C, respectivamente. Las
muestras (2 pl) fueron inyectadas usando un inyector PSSI en modo Split (1:40).
Las condiciones MS corridas en El+ a través de un espectrometro de masas
Perkin Elmer TurboMass Upgrade fueron las siguientes: energia de ionizacion
70eV; tasa de escaneo 1.6 escans/seg; interscan delay 0.01 seg; fuente de
temperatura 200 °C, rango de masa 20 a 400 m/z; solvente delay 3.0 min. Los
datos cuantitativos fueron calculados por el area del pico usando el programa
Turbo Mass 5.1 (Perkin Elmer In., USA), mientras que datos cualitativos fueron
obtenidos usando la Libreria de Masas Espectral Wiley NIST/EPA/NIH 2005.

3.2.4 Analisis de los compuestos timol y carvacrol por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC).

Las concentraciones de timol y carvacrol fueron analizadas usando cromatografia
liqguida de alta eficiencia (HPLC). Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio
de Toxicologia de la Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia en un cromatografo Shimadzu series 9A. Mediante este
método se analizé la concentracion de carvacrol y timol, de los AEs de tomillo y
orégano. Fueron analizadas diferentes muestras de tomillo extraidas durante los
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meses de Diciembre del 2008 y Junio del 2009. De cada muestra se inyectaron 10
I, diluidas con acetonitrilo en una concentraciéon de 1:10.0000. La separacion de
los analitos se llevo a cabo en una columna RP 18 de 5 pm (Merck LichroCart®).
Las soluciones estandar fueron Timol y Carvacrol (Sigma, Aldrich, St Louis, MO,
USA) con un porcentaje de pureza del 99.5% y 98%, respectivamente.

Las siguientes fueron las condiciones cromatograficas:

— Bomba Cromatografica: LC9
— Inyector: Auntoinyector para 100 muestras SIL-6B
— Detector de fluorescencia: FLD-6? de longitudes de ondas fijas
¢ Longitud de onda de excitacién: 275 nm
e Longitud de onda de emisién: 590 nm
e Response: slow; Sensivity: High
— Sistema controlador: SCL 6B
— Integrador: CR4-A
— Fase movil: 40% de agua y 60% de acetonitrilo
¢ Flujo de la fase movil: 1ml/min
— Presioén: 75 kgf/c
— Temperatura: 35 °C

3.2.5 Preparacion de los in6culos

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de colecciones
del Laboratorio Nacional de Diagnostico Veterinario del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA-CEISA), clasificadas como Colecciones de Cultivo Tipo
Americano (ATCC). Las cepas bacterianas patdogenas Gram-negativas usadas en
este estudio fueron las siguientes: Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
0157, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Adicionalmente se usaron las siguientes bacterias benéficas Gram-positivas:
Bifidiobacterium breve ATCC 15700 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Las cepas Gram-negativas fueron activadas e incubadas en caldo Tripiticasa
(Merck, Darmstadt, Alemania) por 24 h a 37°C y en caldo MRS (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK) a 37 °C por 72 y 48 h para Bifidiobacterium breve y
Lactobacillus acidophilus, respectivamente. Bifidiobacterium breve fue mantenido
bajos condiciones anaerébicas, usando sobres de anaerobiosis (Anaerongen,
Oxoid). Las células bacterianas fueron cultivadas, centrifugadas a pellet, lavadas y
re-suspendidas con agua peptonada buferada, hasta ajustarlas a una
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concentracion de 1 x 10° UFC/ml, la cual fue comprobada por conteo visible de
bacterias en agar Plate Count.

3.2.6 Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Para la determinacion de la CMB, se uso el método de agar diluciéon de acuerdo
con las recomendaciones del Comité Nacional para los Estandares del Laboratorio
Clinico (NCCLS, 1999). CMB fue definida como la mas baja concentracion donde
el 99.9% o mas del indculo inicial es ilimanado después de un tiempo de
incubacion (Burt, 2004). Previamente, se prepard una solucién patron para cada
aceite a una concentracion del 16% (160 mg/ml) con Tween-80 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) al 1% y agua destilada estéril.

Antes de desarrollar método de dilucion, fue conducido el método de microdilucion
en caldo para hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI; NCCLS, 1999). La
CMI fue definida como la concentracibn mas baja del aceite que inhibe
completamente el crecimiento visible de las bacterias (Delaquis et al., 2002).

En el método de microdiluciéon en caldo fueron realizadas diluciones en placas de
96 pozos con fondo en U, en un rango de 0.078 - 80 mg/ml. En los pozos uno se
colocaron 100 ul de cada aceite con caldo Muller Hinton (MH; Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA). En los siguientes pozos del 2 al 12 se depositaron 50 ul de
caldo MH. Fueron realizadas diluciones seriadas del pozo 1 al pozo 10 y en el
pozo 10 se descarto el excedente (50 pl). En cada uno de los pozos se depositd
50 ul del indculo ajustado a una concentracion aproximada de 1x10°UFC/ml. Las
placas fueron incubadas en aerobiosis a 37°C por 24 horas. Para B. breve y L.
acidophilus las placas fueron incubadas en caldo MRS, por 72 y 48 horas en
condiciones anaerobicas y aerdbicas, respectivamente. El crecimiento bacteriano
fue indicado como la presencia de turbidez o “pellet” en cada uno de los pozos
(Cosentino et al., 1999).

Una vez realizada la lectura de las placas, se desarrollo el método de dilucién en
agar, en el cual, 10 pl de cada pozo fueron sembrados en agar McConkey (Oxoid)
para bacterias Gram-negativas e incubadas a 37°C por 24 horas. Las bacterias B.
breve y L. acidophilus fueron sembradas en agar MRS (Oxoid) e incubadas a 37°C
por 48 y 72 h, respectivamente. Un control positivo (inéculo y caldo MH) y un
control negativo (AE y caldo MH), fueron incluidos en cada ensayo. La usencia de
crecimiento en la concentracion establecida fue detectada como la CMB. Un
control para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana fue realizado con
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estreptomicina. El emulsificante Tween-80 fue evaluado con diluciones seriadas
(160-0.019 mg/ml) con los in6culos para evaluar si tenia alguna actividad
antibacteriana. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

3.3RESULTADOS
3.3.1 Rendimientos de extraccion

Una vez recolectado el material, este fue pesado y procesado para determinar el
rendimiento de extraccién del AE siguiendo la siguiente formula:

Volumen de aceite recuperade fmi)
Cantidad de biomasa (g)

% Concentracton del acelte =

Los rendimientos de extraccion para cada especie fueron:

e albahaca 0,1%.

e menta 0,1%.

e romero 0,82%.

e salvia 0,64%.

e tomillo 0,48%

e yerbabuena 0,08%.

Como se observa el romero, la salvia y el tomillo fueron las tres especies de mayor
rendimiento, pero ningun aceite tuvo un rendimiento mayor al 1%.

3.3.2 Analisis de los AEs por CG-EM

En la tabla 3.1 se describe la composicion cualitativa y cuantitativa (%) de los siete
AEs analizados por CG-EM. Los AEs fueron organizados por el tiempo de elucién
de la columna PE-5MS. Los compuestos identificados que constituyen entre un
94,5 y un 99,4% de la composicién total de cada aceite. En todos los AEs
analizados, la mayoria de los compuestos correspondieron a monoterpenos
fendlicos, oxigenados e hidrocarbonos.
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Tabla 3.1 Composicion quimica de los aceites esenciales analizados por CG-EM

Thymus Rosmarinus Mentha  Salvia Ocimum  Mentha Origanum
Componentes tR2  IRcb [Rec . L . S - S
vulgaris  officinalis  spicata officinalis basilicum piperita vulgare
1. Tricicleno 840 939 729 0.30
2. a-Tujeno 859 947 902 1.61 0.39 0.14
3. a-Pineno 884 952 948 1.16 17.90 0.68 2.17 0.21 0.26 0.32
4. Camfeno 951 964 943 1.07 9.95 0.16 2.73 0.10
5. Sabineno 1057 982 897 0.19 1.01 0.52 0.95 0.23
6. B-Pineno 1073 985 943 0.32 543 0.91 3.04 0.45 0.19
7. 1-Octen-3-ol 11.07 990 969 0.26 0.1
8. B-Mirceno 1150 996 958 2.33 1.39 4.71 4.87 0.57 0.20 0.56
9. 3-Octanol 1187 998 979 0.19 2.81
10. a-Felandreno 12.09 1005 969 0.22 2.33 0.50
11, 2-Careno 1263 1009 948 0.29
12, a-Terpineno 1265 1009 998 0.68
13. p-Cimeno 13.06 1014 1042 10.90 0.75 0.16 0.40 475
14. Limoneno 1321 1017 1018 0.99 1258 0.29 2.24 0.38
15, 1,8-Cineol 1330 1018 1059 1.91 28.05 3.37 21.79 5.55 0.28
16. B-trans-Ocimeno 1364 1022 976 0.84 2.10 1.75
17. B-cis-Ocimeno 1413 1028 976 1.29 0.48 1.16 0.82
18. y-Terpineno 1473 1035 998 27.31 1.81 1.54 0.50 1.84
19. Isoterpinoleno 15.85 1048 1023 0.79
20. Terpinoleno 1587 1048 1052 2.88 0.77 0.92 0.38
21. a-Tujona 15.87 1060 1062 29.53
22. B-Tujona 17.09 1065 1062 5.26
23. Linalool 1713 1061 1082 0.41 46.67 0.37
24. (-)-cis-Sabinol 18.60 1075 1085 0.28
25. Alcanfor 18.89 1077 1121 2.22 12.25 7.26 0.99
26. p-Mentona 19.28 1081 1148 0.27
27. Pinocarvona 1951 1083 1114 0.47
28. iso-Mentona 19.87 1086 1148 26.15
29. Mentol 2002 1087 1164 0.74
30. Borneol 20.03 1088 1138 3.34 0.39 1.10 0.74
31. Isopulegona 2020 1089 1179 0.76
32. cis-Hidrato de Sabineno 2042 1091 1041 0.22
33. Terpinen-4-ol 2047 1092 1137 0.31 0.75 0.22
34. iso-Mentol 2097 1095 1164 723
35. o-Terpineol 2121 1097 1143 0.16 0.99
36. trans-Dihidrocarvona 2129 1098 1179 0.92
37. Dihidrocarveol 2145 1099 1196 0.64
38. Estragole 2158 1200 1172 2743
39. Verbenona 2167 1201 1119 0.94
40. Octil acetato 2209 1207 1183 0.11
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Thymus Rosmarinus Mentha  Salvia Ocimum  Mentha Origanum
Componentes tR2  IRct [Rec . P . S . S
vulgaris officinalis spicata officinalis basilicum piperita vulgare
41. trans-Carveol 2262 1213 1206 0.46
42. Timol metil éter 2322 1221 1231 0.46 0.14
43. Pulegona 2343 1224 1212 44.54
44. Carvona 2351 1227 1190 61.53 1.40
45. Piperitona 23.93 1230 1158 2.81
46. Acetato de Linalil 2420 1231 1272 0.21
47. Acetato de Bornil 2526 1246 1277 2.82 0.42 0.55
48. Timol 26.03 1253 1262 30.61 3.01
49. Carvacrol 2622 1255 1262 1.49 85.28
50. Acetato de Mentil 26.25 1256 1304 0.39
51. Acetato de Isopulegol 2717 1266 1335 0.19
52. Crisantenona 2775 1272 1119 8.07
53. Acetato de Timol 2810 1275 1421 0.28
54. Eugenol 2836 1278 1392 1.41
55. a-Copaeno 2925 1287 1221 0.12
56. g-Bourboneno 2059 1290 1339 1.05
57. B-Elemeno 2990 1293 1398 0.27
58. Isocariofileno 3110 1359 1494 5.20 083
59. B-Cariofileno 3119 1407 1494 3.37 1.68 0.63
60. Aromadendreno 3121 1429 1386 0.18
61. a-Bergamoteno 31.81 1416 1430 1.39
62. a-Humuleno 32.65 1427 1579 0.49 5.52 0.58 0.22
63. (Z)-B-Farneseno 32.76 1428 1440 0.29 0.40
64. allo-Aromadendreno 3287 1417 1386 245
65. B-Cubebene 32.89 1430 1339 0.51 0.12
66. Germacreno D 33.67 1440 1515 0.58 4.23 0.18 2.70 0.24
67. y-Elemeno 34.28 1448 1465 0.48 0.23 0.96
68. 3-Guaieno 3459 1451 1490 0.67
69. P-Bisaboleno 3494 1456 1500
71. 1-Muuroleno 35.03 1457 1435 0.30 0.83
70. &-Cadineno 3526 1460 1469
72. Calameneno 3529 1462 1537 0.19
73.  Oxido de Cariofileno 3766 1583 1435 0.15 0.20
74. 1-Cadineno 40.09 1618 1435 0.51
75. 1-Cadinol 4012 1619 1580 1.64
Porcentaje de Componentes Identificados 94.41 97.50 98.67 94.58 97.36 99.43 98.63
NUmero de Compuestos Identificados 28 22 24 25 28 19 16
Grupos de componentes (%)
Monoterpenos aromaticos 32.10 0.00 0.00 0.00 28.84 0.00 88.29
Monoterpenos hidrocarbonos 51.90 42.71 22.13 54.88 3.46 2.88 8.47
Monoterpenes oxigenados 5.25 49.09 67.91 31.14 55.25 92.65 0.73
Sesquiterpenos hidrocarbonos 475 5.69 8.44 8.55 8.05 1.09 0.83
Sesquiterpenos oxigenados 0.15 0.00 0.00 0.00 1.64 0.00 0.20
Otros componentes 0.26 0.00 0.19 0.00 0.11 2.81 0.11

tr=Tiempo de Retencién en la Columna PE-5MS;IRc = indice de Retencion calculado;Re = Indice de Retencion estimado
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Los monoterpenos hidrocarbonos a- and B-pinene and [(-myrcene estuvieron
presentes en la mayoria de los AEs analizados. Los sesquiterpenos fueron
encontrados en cantidades menores (0.8-8.6%). En los AEs de T. vulgaris y O.
vulgare, 28 y 16 compuestos fueron detectados e identificados, respectivamente.
En el AE de T. wulgaris, la mayoria de los compuestos correspondieron a
monoterpenos hidrocarbonos como el y-terpineno (27.3%) y el p-cimeno (10.9%) y
monoterpenos fendlicos como el timol (30.6%) y el carvacrol (1.49%). El carvacrol
(85.28%) fue el mayor constituyente del AE del O. vulgare junto con el p-cimeno
(4.75%). Este AE presentd la mayor cantidad de monoterpenos aromaticos
(88.29%) entre los siete AEs evaluados. En el AE de R. officinalis, 22 compuestos
fueron identificados. Los principales compuestos fueron clasificados dentro de los
monoterpenos oxigenados como el 1,8-cineol o eucaliptol (28.05%) y el alcanfor
(12.25%). En el AE de M. spicata, 24 compuestos fueron identificados, la mayoria
de los cuales pertenecieron al grupo de los monoterpenos oxigenados (67.9%). Su
principal compuesto fue carvona (61.53%) seguido de limoneno (12.57%). Para el
AE de S. officinalis, el principal grupo de compuestos correspondié al de los
monoterpenos hidrocarbonos (54.88%), dentro de los cuales pertenece a- y [3-
tujona (29.53% y 5.26%, respectivamente). Ademas, otro compuesto importante
identificado en este AE fue el 1,8-cineol (21,79%). El AE de O. basilicum, presento
como principal grupo el de los monoterpenos oxigenados (55,25%) cuyo principal
constituyente fue el linalool (46,67%). También fue identificado un monoterpeno
aromatico, el estragol (27,43%). Finalmente, el AE de M. piperita, se caracterizo
por ser el aceite con la mayor proporcion de monoterpenos oxigenados como iso-
mentona (26.15%) y pulegona (44.54%) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Composicidn de los aceites esenciales por grupos quimicos

71




3.2.3 Determinacién de los compuestos timol y carvacrol por HPLC

La determinacién de los compuestos de timol y carvacrol en muestras de plantas
de tomillo en diferentes estados de la planta y épocas de recoleccion para
determinar la variabilidad de estos dos compuestos como se observa en la tabla
3.2. Los compuestos timol y carvacrol se mantuvieron casi estables bajos las
mismas condiciones de la planta (temperatura, suelo, humedad, riego vy
fertilizacion). El mayor contenido de timol se obtuvo cuando la planta estaba en la
etapa del inicio de la floracion. Mientras que el mayor contenido de carvacrol se
obtuvo al término de la floracion del tomillo. EI promedio de porcentaje para las
cuatro muestra de tomillo fue de 32.34 + 2.77 para el timol y 0.76 + 0.11 para el
carvacrol

Tabla 3.2 Determinacion de los compuestos timol y carvacrol por HPLC

Tipo de Compuesto *tr Area Porcentaje Estado de la Mes
muestra planta
Carvacrol 11.62 7,069,064 99.5%
Estandar
Timol 12.98 3,278,783 98.0%
Carvacrol 11.7 381,703 0.68% .
Tomillo ?O’pl'enz‘.’,de Diciembre-2008
Timol 1306 | 9,5858,865 36.6% a rloracion
Carvacrol 12.98 531,399 0.95% L
Tomillo dTeIm}'lnaC"?f‘ Febrero-2009
Timol 1301 | 8,127,452 30.98% € lafioracion
Carvacrol 10.85 442,747 0.78%
Tomillo Pre-floracion Mayo- 2009
Timol 12.13 8,580,183 32.71%
Carvacrol 10.73 371,065 0.65%
Tomillo Post-floracion Junio-2009
Timol 11.99 7,625,574 29.07%
Orégano Carvacrol 11.68 6,300,518 50.86%
griego Timol 13.05 198,412 3.54%

*tz- Tiempos de retencidn obtenidos de los compuestos sobre la columna RP 18.
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3.2.4 Determinacion de la CMB

La actividad antimicrobiana de los AEs fue evaluada por el método de dilucién en
agar contra seis bacterias de coleccion ATCC, de las cuales cuatro fueron
bacterias patégenas Gram-negativas (E. coli y Salmonella sp) y dos bacterias
correspondieron a bacterias Gram-positivas consideradas benéficas en el tracto
gastrointestinal de las aves (Bifidiobacterium sp. y Lactobacillus sp.), los resultados
se observan en la Tabla 3.3. Los resultados replicaron tanto en las placas como en
las cajas de petri. Todas las bacterias demostraron algun grado de sensibilidad a
los AEs, sin embargo, algunos aceites mostraron ser mas activos que otros. El AE
de S. officinalis fue activo contra todas las bacterias a concentraciones = 40 mg/ml;
el AE de R. officinalis fue activo contra las cepas de E. coli a concentraciones < 20
mg/ml; O. basilicum fue mas activo contra bacterias patogénicas Gram-negativas
que contra bacterias benéficas Gram-positivas a concentraciones < 10 mg/ml; El
AE de M. spicata fue activo contra todas las bacterias evaluadas a concentraciones
< 20 mg/ml a excepcion de L. acidophilus; EI AE de M. piperita fue mas activo
contra las cepas de E. coli a concentraciones < 10 mg/ml, mientras que las cepas
de salmonella y B. breve fueron sensibles a este aceite a concentraciones = 40
mg/ml. O. vulgare y T. vulgaris fueron activos contra todas las bacterias evaluadas
a concentraciones < 5mg/ml. En general, S. enteridis fue la bacteria mas sensible
con el AE de O. vulgare y estreptomicina a la misma concentracion (0.078 mg/ml)
mientras que L. acidophilus fue la bacteria mas resistente a todos los aceites
evaluados, en especial en los AEs de M. piperita'y M. spicata.

El AE de mas amplio espectro fue el O. vulgare, seguido en este orden por el AE
de T. vulgaris, O. basilicum, M. spicata, M. piperita, R. officinalis y S. officinalis, En
este estudio, bacterias Gram-negativas fueron mas sensibles a los AE evaluados,
mientras que bacterias Gram-positivas fueron mas resistentes. Con respecto al
emulsificante Tween-80, no se observo inhibicién del crecimiento bacteriano en las
concentraciones evaluadas (160 mg/ml-0.019 mg/ml). Ningun AE fue mas activo
que la estreptomicina.
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Tabla 3.3 Concentracion Minima Bactericida (mg/ml) de aceites esenciales contra bacterias patogenas y
benéficas

Bacterias patdgenas Gram-negativas Bacterias benéficas Gram-positivas
Escherichia Salmonella Salmonella Lactobacillus Bifidobacterium
Aceite Esencial o ) Escherichia o o ) ]
o coli ATCC ) enteritidis typhimurium acidophilus breve ATCC
Antibiético coli 0157:H7
25922 ATCC 13076  ATCC 14028 ATCC 4356 15700
Salvia officinalis 80 40 80 40 80 40
Rosmarinus officinalis 20 10 40 40 80 80
Mentha spicata 10 20 10 10 N.D. 10
Mentha piperita 5 10 40 40 N.D. 40
Ocimum basilicum 10 5 10 5 80 80
Thymus vulgaris 1,250 5 0,625 1,250 5 5
Origanum vulgare 1,250 25 0,078 0,312 5 1,25
Estreptomicina 0,156 0,156 0,078 0,078 0,156 0,078

N.D. = CMB no determinada a las concentraciones evaluadas (0.078- 80 mg/ml)

3.3 DISCUSION

La composicidon quimica de los seis AEs extraidos de plantas de la familia
Lamiaceae cultivadas en invernadero en la Sabana de Bogota fue comparable con
estudios previos de otros paises porque similares compuestos fueron detectados e
identificados. La composicion quimica de cada AE, fue diferente dentro de cada
especie. Algunos compuestos clasificados como monoterpenos hidrocarbonos (Ej.,
a- and B-pineno, camfeno and B-mirceno), fueron identificados en todos los AEs.
Esta caracteristica quimica de plantas pertenecientes a la familia Lamiacea puede
ser atribuida a la expresion genética de enzimas denominadas “monoterpeno
sintasas”, cuyo mecanismo de reaccién comienza con la ionizacién del substrato
geranil difosfato, seguido por la isomerizacion del cation geraniol al intermediario
linalil, para producir monoterpenos aciclicos y ciclicos (Tholl, 2006; Degenhardt et
al., 2009). Perfiles cromatograficos previos de AEs obtenidos por hidrodestilacion,
destilacion por vapor o extraccion con etanol de T. vulgaris, O. vulgare, M spicata,
S. Officinalis and O. basilicum fueron similares a los presentados en este estudio
(Adam et al., 1998; Aligiannis et al., 2001; Lee et al., 2005; Sokovic et al., 2009;
Dob et al., 2007; Chauhan et al., 2009). Sin embargo, algunas diferencia con
respecto a los compuestos principales en estudios previos de R. officinalis y M.
piperita fueron observadas. En el AE de R. officinalis, a-pineno ha sido reportado
como el mayor compuesto (30-35%), seguido de 1,8-cineol (14-20%) y alcanfor (7-
12%), (Djeddi et al., 2007; Ozcan and Chalchat, 2008; Jamshidi et al., 2009),
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mientras que mentol y mentona (> 25%) han sido reportados como los mayores
compuestos de M. piperita (Iscan et al., 2002; Yadegarinia et al., 2006). En este
estudio 1,8-cineol y pulegona fueron los mayores compuestos de los AEs de R.
officinalis and M. piperita. Generalmente, las diferencias en la composicién quimica
de los AEs depende de factores genéticos, bioquimicos, climaticos, estacionales y
geograficos (Baydar et al., 2004). Adicionalmente, la produccién del aceite y la
proporcion de los constituyentes pueden variar de acuerdo con la fase productiva
de la planta (Miguel et al., 2004). En este estudio los compuestos de timol y
carvacrol fueron casi constantes en muestras de T. vulgaris en diferentes épocas y
estados de la planta; este resultado.puede ser atribuido a condiciones geograficas
y de manejo controladas en invernadero.

La familia Lamiaceae es una de las familias mas importante en la produccion de
AE con propiedades antimicrobiales y antioxidantes (Tsao et al., 2007). La mayoria
de estas plantas contienen un considerable numero de sustancias activas, las
cuales determinan su eficacia In vitro e In vivo. Sin embargo la susceptibilidad de
un microorganismo al AE depende en primera instancia a las propiedades del AE y
en segundo, al microorganismo por si mismo, principalmente en aspectos
relacionados con la estructura de su pared celular y la organizacién de sus
membranas externas. Generalmente se acepta que los AE son mas activos contra
bacteria Gram-positivas que bacterias Gram-negativas (Lemos et al., 1990, Smith-
Palmer et al., 1998, Burt y Reinders, 2003). Sin embargo, en algunos estudios las
bacterias Gram-negativas fueron mas sensibles (Kim et al., 1995). En el estudio
actual, todos los AEs fueron mas activos contra bacterias patdogenas Gram-
negativas. Con respecto a bacterias benéficas, Horosova et al., (2006), reportaron
que el aceite de orégano exhibi6 una fuerte actividad antibacterial contra
lactobacilos de pollos, lo cual es compatible con los resultados obtenidos, en los
cuales los AEs de orégano y tomillo obtuvieron las mejores CMIs (<5 mg/ml) contra
todas la bacterias evaluadas incluyendo bacterias benéficas. Este efecto es
atribuido a monoterpenos fendlicos (carvacrol y timol), que muestra una actividad
antimicrobial muy similar, sinérgica y no selectiva (Michiels, 2009). Los
monoterpenos hidrocarbonos (y-terpineno and p-cimeno) son considerados como
los precursores de timol y carvacrol (Burt, 2004; Ultee et al., 2002). De tal forma
que es posible el efecto sinérgico de los compuestos mayores con sus precursores
o componentes menores de los AEs como el y-terpineno y el p-cimeno pueden
representar una parte importante de la actividad antimicrobial de los AEs (Burt,
2004). Por ejemplo, el p-cimeno es un antibacteriano débil, pero inflama las
paredes bacterianas en una extension mas grande que el carvacrol. Por este
mecanismo p-cimeno facilita que el carvacrol sea transportado mas facilmente
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dentro de la célula, entonces un efecto sinérgico es mantenido en el tiempo cuando
estos dos compuestos van en conjunto (Ultee et al., 2002, Rota et al., 2008). Varios
estudios confirman que los AEs de tomillos y oréganos son probablemente los mas
activos contra varias bacterias patdgenas importantes como E. coli, S. typhimurim'y
Cl. perfringes (Hammer et al., 1999; Kamel, 2000; Marino et al., 2000; Dorman y
Deans, 2000, Burt y Reninders, 2003). Los resultados obtenidos en el presente
estudio muestran que los AE de orégano y tomillo son también activos contra
bacterias benéficas lactobacilos y bifidobacterias, lo cual es un efecto indeseable.
Estos hallazgos, sin embargo contrastan con los de Si et al. (2006) quienes
reportan que eugenol, cinamon, timol y carvacrol fueron menos activos contra
lactobacilos y bifidobacterias que contra bacterias patégenas. Posiblemente estas
diferencias puedan ser atribuidas a la metodologia empleada por Si et al. (2006) y
al uso en dicho estudio de compuestos puros mas que el AE, el cual como se
observa contiene una mezcla de diversos compuestos (16 para el orégano y 28
para el tomillo).

Los AEs de M. spicata'y M. piperita, tuvieron una CMI intermedia (5-40 mg/ml)
pero no inhibieron L. acidophilus a las concentraciones empleadas. Sin embargo,
B. breve fue inhibido a CMIs de 10 y 40 mg/ml para M. spicata y M. piperita,
respectivamente. Los AEs de R. officinalis y S. officinalis, fueron activos contra
todas las cepas evaluadas, pero su actividad antimicrobiana fue mas baja en
comparacion a los otros AE. Esta actividad es consistente con la composicion
quimica de estos AEs, la cual se caracteriza por la presencia de monotorpenos
hidrocarbonos (limoneno, a-pineno y a-tujona) y monoterpenos oxigenados
(mentona, carvona, 1,8-cineol y alcanfor). Estos compuestos han demostrado una
actividad antimicrobiana menor en comparacion a los monoterpenos fendlicos (Kim
et al., 1995). En la actividad antimicrobiana de los componentes de los AEs son
caracteristicas importantes el caracter lipofilico, el esqueleto hidrocarbono y el
caracter hidrofilico de sus grupos funcionales. En general, el rango de actividad
antimicrobiana de los AEs ha sido descrito como el siguiente: fenoles > aldehidos >
cetonas > éteres > hidrocarbonos (Kalemba y Kunicka, 2003).

Actualmente algunas mezclas de AEs son usadas como alternativas a los APC en
la produccion aviar, ya que estos actuan tan efectivamente como la virginiamicina y
bacitracina (Mitsch et al., 2004; Oviedo et al., 2005). La microflora intestinal
benéfica de la mayoria de los animales domésticos, esta conformada por
bifidobacterias y lactobacilos, los cuales juegan un papel importante en actividades
metabdlicas como el almacenaje de energia y nutrientes absorbibles, efectos
importantes troficos sobre el epitelio intestinal y sobre la estructura y funciones
inmunes como la proteccidén contra microorganismos invasores o extrafios. La flora
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bacteriana también juega un papel importante en ciertos desérdenes patologicos,
incluyendo fallas organicas multisistémicas, cancer de colén y enfermedades
inflamatorias intestinales (Lee, 1998; Guarner y Malagelada, 2003). Por lo tanto es
deseable que los APC no tengan efectos inhibitorios sobre poblaciones de
bacterias benéficas. En este estudio solo el AE de O. basilicum inhibié bacterias
Gram-positivas (80 mg/ml) a concentraciones mas altas que bacterias patégenas
(5-10 mg/ml). Por los tanto es posible que el AE de O. basilicum en
concentraciones adecuadas tendria un efecto promotor sobre la microflora
intestinal.

En resumen, los resultados del presente estudio indican que plantas locales en
condiciones de invernadero pertenecientes a la familia Lamiaceae, son capaces de
producir AEs compuestos con actividad antibacterial variable. Los modelos usados
del AE (una muestra comercial de Origanum vulgare), asi como el antibidtico
seleccionado (estreptomicina), demostraron una alta actividad antimicrobiana
(bajas CMBs) y no selectiva contra bacterias benéficas y patdégenas. El AE de
Thymus vulgaris también presentd esta actividad, lo cual es una caracteristica
indeseable en lo que respecta a las bacterias benéficas. Sin embargo, O. basilicum
y R. officinalis inhibieron a concentraciones mayores bacteria benéficas que
bacterias patdgenas, lo cual es una caracteristica deseable en un compuesto
promotor del crecimiento. Mas estudios son necesarios para evaluar el efecto de
los AEs (solos o en combinaciones) para determinar el efecto de estos metabolitos
secundarios sobre la salud gastrointestinal en aves y animales domésticos. Es
importante entonces tener en cuenta en cualquier emprendimiento investigativo y
desarrollo tecnolégico caracteristicas como el tipo de aceite, su composicion
quimica, la concentracibn necesaria para obtener un efecto biolégico y la
bioviabilidad del proceso de extraccién, para su adecuado uso como aditivo
alimenticio en la nutricion animal.

3.4 CONCLUSIONES

La composicion quimica y el rendimiento de extraccion de los AE dentro de una
especie, esta influenciado por varios factores, los cuales incluyen: caracteristicas
genéticas, condiciones geograficas, climaticas, condiciones del suelo y fertilizacion,
estado productivo de la planta e incluso el método de extraccién.

Los AE extraidos de plantas de la familia Lamiaceae, estan compuestos por
sustancias bioactivas, prinicipalmente monoterpenos, los cuales tienen
propiedades antibacterianas. El tipo de monoterpeno, la proporcion de los

77



compuestos principales y el radio de concentracion con los compuestos menores,
pueden influir sobre la actividad antimicrobiana de los AE.

La actividad antimicrobiana de los AEs depende de la composicion quimica de los
AEs y de la conformacion estructural y quimica de las partes estructurales externas
e internas del microorganismo a evaluar.

Los AEs de orégano y tomillo, son los aceites reconocidos con mayor actividad
antimicrobiana. Su actividad antimicrobiana fuerte esta correlacionada con su
composicion quimica, la cual esta conformada principalmente por monoterpenos
fendlicos, carvacrol y timol.

Compuestos menores de los AEs pueden influir sobre la actividad antimicrobiana
de los compuestos principales. Estos efectos sinérgicos entre los compuestos han
sido evaluados e identificados. Uno de los casos principales corresponde al efecto
sinérgico que hay entre el p-cimeno y el carvacrol.

El AE del O. basilicum posiblemente puede actuar como agente promotor de
crecimiento de las aves, debido a que su actividad antibacteriana es mas alta
contra bacterias patdégenas que contra bacterias benéficas. Sin embargo, su
rendimiento de extraccién tan bajo (0.1%), puede ser una limitante de orden
econdmico para emprender procesos de escalamiento; por lo tanto, seria
importante su evaluacién en mezclas.

El tipo de AE, su composicidon quimica, la concentracion necesaria para obtener un
efecto biolégico y la bioviabilidad, son caracteristicas importantes para su
adecuado uso farmacolégico o como aditivos alimenticios en la Nutricion Animal.
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CAPITULO IV

EVALUACION DEL EFECTO DE LOS ACEITES ESENCIALES SOBRE EL
BALANCE NUTRICIONAL Y EL DESEMPENO PRODUCTIVO DE POLLOS DE
ENGORDE EN LA ETAPA DE CRECIMIENTO

4.1INTRODUCCION

Los antibiéticos promotores de crecimiento (APC) han mejorado durante décadas
la ganancia de peso corporal de los pollos de engorde gracias a la combinacién de
una mejor conversion alimenticia y un aumento del consumo de alimento. Con la
prohibiciéon total de su uso en la Unién Europea (UE) desde enero del 2006, es
necesaria la busqueda de aditivos alimenticios alternativos seguros que estimulen
el apetito y mantengan la salud y la productividad de la industria animal. Las
consecuencias de la remocion de los APC de la dieta de pollos y cerdos son
evidentes en términos de la disminucidon del consumo de alimento, incremento de
la mortalidad, dispersion mayor en los lotes, ganancias de peso mas bajas,
conversiones alimenticias menos eficientes y mayores emisiones ambientales. En
este escenario las estrategias exitosas para mejorarlo incluyen un buen manejo,
dietas apropiadamente balanceadas y el uso de aditivos como los aceites
esenciales (AEs) y los acidos organicos (Perdok et al., 2003).

Las plantas y sus extractos constituyen una alternativa atractiva al uso de los APC,
ya que encajan perfectamente en un planteamiento global de la agricultura y la
alimentacién en la UE, asi como con la opinidon general del consumidor, para el
cual “los productos naturales son buenos”. El mercado para estos aditivos
vegetales se ha expandido rapidamente desde los afios 90 y para 1996 los
productos basados en AEs en la UE representaban 90 toneladas, con unos
ingresos de 16 millones de € (Santoma y Pontes, 2006).

Los extractos de plantas, especias y AEs son probablemente los productos
naturales mas antiguos utilizados en medicina humana, pero su uso en animales
es relativamente nuevo (Kamel, 2000). Se sabe que muchos extractos de plantas
tienen efectos antimicrobiolégicos In vitro; sin embargo, se desconoce del
verdadero mecanismo de accidén de estos extractos sobre el tracto gastrointestinal
de las aves. De otra parte, la composicion quimica de los extractos de plantas es
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muy variada e incluye una gran variedad de sustancias activas, como terpenos,
fenoles, acidos organicos, alcoholes, aldehidos y cetonas, que le confieren las
propiedades aromaticas y bioldgicas a las plantas que las contienen (Lee et al.,
2004).

Hay evidencia que sugiere que algunos de estos componentes tienen propiedades
estimulantes del apetito, antibacteriales y antioxidantes (Botsoglou et al., 1997,
Dorman and Deans, 2000; Jang et al., 2004). Otra propiedad atribuida a los AEs es
la regulaciéon de la microflora intestinal. Mezclas de AEs han demostrado que
disminuyen la concentracién de Clostridium perfringes en el intestino y en las
excretas de pollos de engorde (Mitsch et al., 2004). Otros estudios han demostrado
efectos benéficos en pollos de engorde, sobre el desempefio productivo, la
digestibilidad de nutrientes y la reduccion de bacterias patogénicas en el contenido
intestinal (Jamroz et al., 2005). Posiblemente los efectos de los AEs estan
influenciados por el tipo de dieta y la dosis utilizada (Williams y Losa, 2002, Algicek
et al., 2003).

Los objetivos del siguiente estudio comprenden la evaluacién de tres AEs
seleccionados en base a los estudios In vitro sobre sus efectos en la digestibilidad
de nutrientes, la energia metabolizable de la dieta y el desempefio productivo de
pollos de engorde en la etapa de crecimiento.

4.2MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Aves y condiciones ambientales

El estudio fue sujeto a evaluacion y aprobacion para su realizacion por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad
Nacional de Colombia. El estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Centro de
Investigaciones de CORPOICA Tibaitata, en Mosquera (Cund.) a 2547 msnm, con
una temperatura promedio de 14 °C y una humedad relativa del 73% (Garcia et al.,
2007).

Las aves fueron alojadas durante 21 dias en baterias, bajo condiciones controladas
de temperatura, luz y humedad. Se utilizaron 462 pollos de engorde, machos, de 1
dia de edad, de la estirpe Ross. Las aves fueron divididas en 66 corrales. Cada
uno estuvo adecuado con un sistema de calefaccion, comedero lateral de canal y
bebedero automatico de nipple. La temperatura inicial fue de 32°C y se fue
reduciendo 2°C cada semana. La iluminacion fue de 23 horas luz y una hora de
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oscuridad para la primera semana y de 16 horas luz y 8 horas noche durante el
resto del estudio. El agua y el alimento fueron suministrados ad libitum.

4.2.2 Disefo experimental

Los 462 pollos fueron divididos completamente al azar en 66 corrales individuales
de siete aves cada uno, a partir del primer dia. El disefio experimental consistio en
11 tratamientos dietarios experimentales, cada uno con seis réplicas, y siete aves
por réplica. A una dieta basal se le suplementaron tres AEs extraidos de tres
especies diferentes de plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae. Los AEs
fueron seleccionados de acuerdo con su rendimiento de extraccion del material
fresco (% ml/g) y su actividad antimicrobiana In vitro contra bacterias benéficas y
patégenas. Los aceites seleccionados correspondieron a los de tomillo (Thymus
vulgaris), albahaca (Ocimum basilicum) y romero (Rosmarinus officinalis). De cada
aceite se incluyeron tres niveles en la dieta (200, 600 y 1000 ppm). Adicionalmente,
a estos grupos experimentales se incluyeron dos grupos control; un grupo control
negativo sin aditivos y un control positivo con un APC (bacitracina de zinc). Los 11
tratamientos dietarios experimentales fueron los siguientes: AE de Thymus vulgaris
200 ppm; AE de Thymus vulgaris 600 ppm; AE de Thymus vulgaris 1000 ppm; AE
de Ocimum basilicum 200 ppm; AE de Ocimum basilicum 600 ppm; AE de Ocimum
basilicum 1000 ppm; AE de Rosmarinus officinalis 200 ppm; AE de Rosmarinus
officinalis 600 ppm; AE de Rosmarinus officinalis 1000 ppm; Bacitracina de Zinc
(APC) 30 ppm; Control negativo.

Las variables productivas ganancia de peso corporal, consumo de alimento y
conversion alimenticia, fueron medidas a los 7, 14 y 21 dias de edad. Los
tratamientos dietarios a partir del dia 14 de edad, fueron suplementados con 6xido
de cromo como marcador indigestible y se recolectaron muestras de excretas de
cada réplica durante los tres ultimos dias de un balance nutricional. El dia 21 de
edad de tomaron muestras de contenido ileal (3 aves por réplica).

4.2.3 Formulacién de las dietas experimentales

Las especificaciones nutricionales para la formulacion se tomaron de Rostagno
(2005), considerando 2 fases de alimentacion: preiniciacion, de 0 a 8 dias de edad
(2950 kcal de EMA/Kg, 22.77% de PC y 1.28% de lisina digestible) e iniciacion, de
9 a 21 dias de edad (3000 kcal de EMA/kg, 20.8% de PC y 1.15% de lisina
digestible). Las dietas para todos los tratamientos en los intervalos experimentales
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fueron iso-energéticas e iso-proteicas. La formulacion de las dietas experimentales
se realizé utilizando el programa User-Friendly Feed Formulation (Uffda). Del dia
14 al 21 las dietas fueron suplementadas con o6xido de cromo al 0.5%. La
composicion de las dietas se muestra en la tabla 4.1.

4.2.4 Recoleccioén de excretas y contenido ileal

Las bandejas de las baterias fueron revestidas de un plastico para realizar la
recoleccion. La recoleccion de excretas fue realizada por réplica durante los
ultimos tres dias del balance (entre el dia 19 y 21) en bandejas de aluminio,
intentando que estas estuvieran libres de contaminacién (plumones, plumas,
descamaciones y alimento). La recoleccion se realizé dos veces al dia (mafana y
tarde) para evitar la fermentacion y pérdida de nutrientes. Las muestras marcadas
individualmente fueron secadas en un horno con ventilacion forzada a 55 °C por 72
horas. Luego las muestras fueron molidas en un molino tipo martillo, con tamices
de 2 mm.

Para la toma del contenido ileal el dia 21 del experimento se tomaron tres pollos
por réplica, se sacrificaron por dislocacion cervical, y posteriormente el tracto
gastrointestinal fue extraido. El ileon fue tomado como la porcion que comprende
aproximadamente 5 cm después del diverticulo de Meckel hasta la 0.5 cm antes de
la union ileocecal, esta porcion fue separada y su contenido intestinal depositado
en bolsas plasticas, marcadas y de cierre hermético y mantenidas en congelacion a
-70 °C por 24 horas. Luego las muestras fueron puestas en bandejas de aluminio y
liofilizadas en un Liofilizador Christ Alpha 1-4 LO Plus, por 48 horas. Finalmente
fueron molidas a particulas de 2 mm y almacenadas hasta su analisis posterior.
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Tabla 4.1 Composicion de las dietas experimentales

I Dieta Basal (%)
Materia Prima

Pre-iniciacién Iniciacion
(0-8 dias) (9-21 dias)

Maiz 52.46 56.31
Harina de arroz 8.00 8.00
Torta de Soya, 46 31.77 26.96
Harina de Pescado 64 3.00 5.00
Aceite de Soya 1.46 1.51
Carbonato de Calcio 0.45 0.46
Fosfato tricalcico 1.46 1.37
Sal 0.35 0.35
Bicarbonato de Na 0.24 0.37
DL-Metionina 0.26 0.17
L-Lisina HCI 0.27 0.18
L-Treonina 0.12 0.07
Cloruro de Colina 60% 0.12 0.10
Premezcla Mineral* 0.05 0.05
Premezcla Vitaminica** 0.05 0.05
Oxido de Cromo 0.05
Calculado
Energia Bruta (Mcal/kg) 4.00 4.05
Energia Metabolizable (Mcal/kg) 2.95 3.00
Proteina Cruda (%) 22.77 20.80
Almidon (%) 33.71 35.82
Extracto Etéreo (%) 4.80 5.00
Lisina Digestible (%) 1.28 1.15
BED (mEq/kg)*** 250 250
Fibra Cruda (%) 2.6 2.56
Calcio (%) 0.9 0.88
Fésforo disponible (%) 0.45 0.44
Relacion aminoacidos***
NE : NT 0.4461 0.4358
PE:PT 0.4364 0.4292

*Contenido por 500g- Cobre: 10000 mg, Hierro: 40000 mg; manganeso: 124000 mg; Selenio: 200 mg; Yodo: 2400 mg;
Zinc: 100000 mg.

**Contenido por 500 g- Vitamina A: 10000000 UI; Vitamina D3: 2000000 Ul; Vitamina E: 12000 Ul; Vitamina Ks: 3000 mg;
Vitamina B+: 1000 mg; Vitamina B2: 4500 mg; Vitamina Bs: 2000 mg; Vitamina B12: 12 mg; Niacina: 30000 mg; Acido
patonténico: 8000 mg; Biotina 50 mg; Acido félico: 500 mg; B.H.T. 25000 mg.

***Donde: BED= Balance Electrolitico Dietario, NE:NT = Relacidn de nitrdgeno esencial a nitrdgeno total, calculado a
partir del la composicién de aminoacidos de las materias primas usadas y el porcentaje de Nitrégeno de cada aminoacido
esencial, PE:PT= Relacion proteina esencial a proteina total, calculada teniendo en cuenta el porcentaje de inclusion de
los aminoé&cidos esenciales sobre el porcentaje de proteina calculada.
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4.2.5 Métodos analiticos

Una vez las muestras de alimento, excretas y contenido ileal estuvieron secas y
molidas, fueron sometidas a analisis bromatoldgicos para determinar el contenido
de proteina, extracto etéreo y energia. Todos los métodos analiticos fueron
realizados segun las especificaciones de la AOACC (2005). La energia bruta fue
determinada en el Laboratorio de Nutricion de la Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, en una bomba calorimétrica
adiabatica Parr 6200 con un sistema para la manipulacién del agua Parr 6510. Los
demas analisis se realizaron en el Laboratorio de Nutricibn del Centro de
Investigaciones de Corpoica, Tibaitata. El contenido de nitrdgeno se determind
mediante el método Kjeldahl (AOACC, método 988.05). Para el extracto etéreo se
utilizé el método tipo Soxhlet (AOACC, método 920.09). La determinacion del
contenido de cromo en el alimento y las excretas se llevo a cabo a través de
absorcidon atomica en un equipo Perkin Elmer 2380, siguiendo la metodologia de
Williams (1962). Los calculos de digestibilidad y energia se realizaron a través de
las siguientes formulas (Sakomura y Rostagno, 2007):

e Factor de indigestibilidad (FI):

FI = [Cr] dieta/ [Cr] muestra (digesta o excreta)
e Digestibilidad de los nutrientes (Dx=proteina y extracto etéreo):

Dx = (% nutriente dieta — (%nutriente excreta) * Fl))/ % nutriente dieta
e Energia Metabolizable Aparente (EMA)

EMA (kcal/kg) = EB dieta — (EB excreta * Fl)

Donde, EB = Energia Bruta

e Energia Metabolizable Aparente Corregida por Nitrogeno (EMAN)

EMAnN (kcal/kg) = EB dieta — [(EB excreta * Fl) + 8.22 * (BN)]
Donde, BN (Balance de Nitrogeno) = Nitrogeno dieta — (Nitrégeno excreta *
FI)

4.2.6 Anélisis estadistico

Para determinar el efecto del tipo del aceite esencial (albahaca, tomillo y romero) y
del nivel del inclusion en la dieta (200, 600 y 1000 ppm) sobre los parametros
productivos (ganancia de peso corporal, consumo de alimento y conversion
alimenticia) y los balances de nutrientes (proteina y grasa) y de energia se utilizo
un disefo con una estructura factorial 3*3 + 2.
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La ecuacion que define el disefio estadistico mencionado anteriormente es la
siguiente:

Yik= M + A+ Bj+ (AB); + e
Donde:

Yik = Valor observado para la variable

M = Promedio general

A = Efecto i-ésimo aceite esencial

B; = Efecto j-ésimo nivel de inclusion del aceite
(AB);; = Interaccion aceite y nivel de inclusion
eik = Error experimental

Los efectos del aceite esencial, el nivel de inclusion y la interaccién se
determinaron a través del procedimiento GLM del paquete estadistico SAS ver. 9.0
(Statistic Analysis System, SAS Institute, Cary, NC, USA). De acuerdo con los
resultados anteriores se realizardn contrastes con respecto a los controles (control
negativo y APC), utilizando la opcion CONTRAST de este mismo procedimiento
estadistico. El cuadrado medio de la interaccion se tomo como termino del error
para probar los efectos principales cuando estos fueron significativos (P<0.05). El
nivel de significancia utilizado en el experimento fue del 5%. Los valores se
presentan como el promedio + el error estandar (EE).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Pardmetros productivos
4.3.1.1 Peso corporal y ganancia de peso

El efecto de los AEs de albahaca, romero y tomillo y sus tres niveles de inclusiéon
se observan en las tablas 4.2 y 4.3 Una interaccion significativa (P<0.05), sobre la
ganancia de peso y el peso corporal, entre el tipo de AE y el nivel de inclusién fue
observado en la segunda semana pero este efecto no se mantuvo en la tercera
semana y en el acumulado de los datos. El nivel de inclusion afecto el peso
corporal y la ganancia de peso total durante la segunda semana y en el acumulado
del estudio. Niveles de inclusién 200 y 600 ppm en los tres AEs, fueron
estadisticamente superiores al nivel de inclusion de 1000 ppm (P<0.05). La
relacion entre la ganancia de peso corporal total acumulada (Y) y los niveles de
inclusion de los AEs (X) fue estimada mediante una ecuacion de tipo cuadratico a
los 21 dias de edad para el AE de albahaca: Yapanaca = 630.75 (EE = 28.17,
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P<0.0001) + 0.3314 (EE = 0.115 P<0.05)*X— 0.00029 (EE = 0.00009, P<0.05)*X?;
P<0.05; R? = 0.38; C.V.=4.33; N = 3. Con respecto a los pollos suplementados con
el aceite de romero, la relacion mostré una tendencia lineal y la ecuacién fue
definida asi: Y omero = 742.70 (EE = 14.67, P<0.0001) - 0.07 (EE = 0.02, P<0.05)*X;
P<0.05; R?>= 0.41; C.V. 4.25; N=3. Finalmente, respecto a los pollos suplementados
con el aceite de tomillo, la respuesta de la relacion ganancia de peso corporal con
los niveles de inclusion fue cuadratica y la ecuacion fue definida asi: Yiomio =
685.53 (EE = 15.93, P<0.0001) + 0.1945 (EE = 0.065 P<0.05)*X- 0.00020 (EE =
0.00005, P<0.05)*X?, P<0.05; R? = 0.66; C.V.=2.4; N = 3. . Los modelos y los
coeficientes de determinacion en cada una de las ecuaciones fueron
estadisticamente significativos (P<0.05). En la figura 4.1 se muestra cada una de
estas ecuaciones. La ganancia maxima de peso con los AEs de albahaca y tomillo
se obtiene en los niveles de inclusion de 580 ppm y 480 ppm, respectivamente.
Con respecto al AE de romero, la ganancia de peso maxima se obtiene con el
minimo nivel de inclusion 200 ppm.

Y hatace= 630.75+0.33153-0.000333; R3=1.39, C.V.=4 35, P<0.C5
780.00 - Y romere= 742.7C-0.072 1 3 FP=0.41; C.V.=4.25, P<0.05

Y = 683.53+0.19453.0.000232;, RI=0.66, C.V.=2.40; P<0.05
760.00 -
740.00 -
720.00 -
700.00 -
680.00 -
660.00 -
640.00 -
620.00 -
600.00

Ganancia de peso(g)

200 600 1000

Nivel de inclusion {ppm)

—— AE de romero —AE de albahaca AE de tomillo

Figura 4.1 Efecto de la suplementacién de aceites esenciales (AE) y del nivel de inclusién sobre la
ganancia total de peso corporal en pollos de engorde a los 21 dias de edad.
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Debido a que la respuesta de la ganancia de peso corporal se ve afectada por el
nivel de inclusion de cada uno de los AE, los contrastes se realizaron con los
niveles de inclusion que maximizaron la respuesta. No hubo diferencias
significativas entre los dos controles (control negativo y APC). Los grupos con los
AEs de albahaca 600, romero 200 y tomillo 600 ppm fueron estadisticamente
superiores a los grupos controles (P<0.05). Sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre estos tratamientos. En particular, el tratamiento con AE de
tomillo en 600 ppm (34.73 g/ave/dia), obtuvo una ganancia de peso mayor
(P<0.05), que los tratamientos control (33.84 d/ave/dia) y APC (32.66 g/ve/dia).

Tabla 4.2 Promedios de pesos corporales (gramos) de pollos suplementados en el alimento con
aceites esenciales (AE) o un antibiético promotor de crecimiento (APC)’

Tratamientos Edad
Aceite Esencial o Nivel _d,e . ] ] .
APC Inclusion Dial Dia7 Dia 14 Dia 21
(ppm)
Control negativo 0 4598 £0.22 173.28 £3.75 42555+ 12.91 756.57 £ 14.75
Bacitracina (APC) 30 4588+0.19  17243+3.15 408.26 £ 8.06 731.84 £ 14.25
Albahaca 200 4590+£023  169.27 £ 1.26 407.96 £ 5.11 731.54 £10.52
Albahaca 600 4564 +£012 17370+ 2.15 434.37 +4.82 772.50 +5.64
Albahaca 1000 4571+£019  169.22 +4.37 41440 £ 3.45 72242 £17.75
Romero 200 46.02+£020 172.25+2.90 42495+ 8.42 77169 £ 545
Romero 600 4590+0.34 170.44 £ 2.65 414.38 £7.52 750.50 £ 13.54
Romero 1000 4595+024  161.73 £ 3.41 393.26 £ 6.08 713.88 £ 15.78
Tomillo 200 4586+030 175.02+2.55 428.66 £ 6.42 762.18 +7.50
Tomillo 600 4579+£022 17519+ 2.69 422.27 £7.52 775.03 £6.90
Tomillo 1000 4569+019 167.30+£242 41557 £5.18 722.96 +6.47
EFECTOS
Aceite Esencial NS NS NS NS
Nivel de Inclusion NS NS * *
Interaccion NS NS * NS
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS NS NS Cuadratico*
Romero NS NS NS Lineal*
Tomillo NS NS NS Cuadratico*
CONTRASTES
Control vs. APC NS NS NS NS
Controles vs. Albahaca 600, *
tomillo 600 y romero 200 ppm NS NS NS
Controles vs. Tomillo 600ppm NS NS NS *

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;

NS=No significativo.
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Tabla 4.3. Promedios de ganancias de peso (gramos/ave/dia) de pollos suplementados en el
alimento con aceites esenciales (AE) o un antibiético promotor de crecimiento (APC)!

Tratamientos Edad
Aceite Esencial o _Nivel _d,e . , . .
inclusién Dia 1-7 Dia 7-14 Dia 14-21 Dia 1-21
APC
(ppm)
Control negativo 0 18.19 + 0.56 36.04 £ 1.40 47.29 +0.94 33.84+0.71
Bacitracina (APC) 30 18.08 £ 0.46 3369+1.14 46.23 £ 1.65 32.66 £ 0.67
Albahaca 200 17.62 £0.20 34.10£0.64 46.23 £1.23 32.65£0.50
Albahaca 600 18.29 + 0.31 37.24 £0.48 48.30 + 0.44 34.61+0.27
Albahaca 1000 17.64 £ 0.62 35.03£0.42 44.00+2.35 3222+0.84
Romero 200 18.03 £ 0.41 36.10 £1.05 48.07 £1.21 3456 £ 0.26
Romero 600 17.79+£0.38 34.85+0.79 48.02 +1.11 33.55+0.64
Romero 1000 16.54 £ 0.50 33.08 £0.65 4580 £ 1.45 31.81x£0.76
Tomillo 200 18.45+0.36 36.23 £ 0.67 47.65+0.58 34.11£0.36
Tomillo 600 18.49+£0.93 35.30 £0.83 50.30 £ 0.95 34.73+£0.33
Tomillo 1000 17.37 £ 0.80 3547 +£0.48 4391 +1.30 32.25+0.31
EFECTOS PRINCIPALES
Aceite Esencial (AE) NS NS NS NS
Nivel de inclusion (N) NS NS * *
Interaccion (AEXN) NS * NS NS
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS Cuadratico* NS Cuadratico*
Romero Lineal Cuadratico* NS Lineal*
Tomillo NS NS NS Cuadratico*
CONTRASTES
Control vs. APC NS NS NS NS
Controles vs. Albahaca 600, ¥
tomillo 600 y romero 200 ppm NS NS NS
Controles vs. Tomillo 600 NS NS * *

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
NS=No significativo.

4.3.1.2 Consumo de alimento

Los efectos de los AEs sobre el consumo de alimento semanal y el acumulado se
muestran en la tabla 4.4. En todas las semanas se observa un efecto del tipo de
AE sobre el consumo de alimento (P<0.05). En el consumo acumulado (g/ave/dia)
los tratamientos con los AEs de albahaca y romero fueron estadisticamente
inferiores del tomillo(P<0.05) (46.32, 47.23 vs. 49.26g, respectivamente). Los
contrastes fueron realizados por efecto del tipo de AE, ya que no hubo efectos
significativos con respecto al nivel de inclusién o la interaccion entre estos dos
factores. No se observaron diferencias significativas entre los controles (control
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negativo y APC). Los consumos de alimento de los tratamientos con los AEs fueron
superiores respecto al control (43.58g) y el APC (42.49).

Tabla 4.4 Promedios de consumo de alimento (gramos/ave/dia) de pollos suplementados en el
alimento con aceites esenciales (AEs) o un antibiético promotor de crecimiento (APC)’

Tratamientos Edad
Aceite Esencial .NiVE| _d’e , , . .
inclusién Dia 1-7 Dia7-14 Dia 14-21 Dia 1-21
0 APC
(ppm)
Control 0 19.77 £ 0.44 4769 +£1.29 76.53+2.18 43.58 £ 4.61
Bacitracina (APC) 30 19.84 £ 0.53 4559 + 1.08 75.77£2.34 4249+4.18
Albahaca 200 19.28 £ 0.41 44.36 £ 1.36 7.18£1.13 46.60 £ 0.50
Albahaca 600 19.18 £0.24 4427 +1.08 77.00 £ 0.59 46.81£0.35
Albahaca 1000 19.24 £ 0.39 46.59 + 0.59 70.85+2.95 4556 £ 1.11
Romero 200 20.03+0.34 46.80 £ 0.83 7453+1.74 4712+ 0.84
Romero 600 18.73+£0.53 47.36 £ 0.86 76.90 £ 1.93 47.66 +1.00
Romero 1000 19.23+0.17 45.83 +0.69 75.71£1.31 46.93 £ 0.64
Tomillo 200 20.24 £ 0.61 48.93+£0.82 78.73+0.89 49.30 £ 0.71
Tomillo 600 20.61+0.18 4848 +0.39 82.07+2.13 50.39 £ 0.81
Tomillo 1000 19.21+0.28 46.77 £1.02 78,34 £ 2,44 4811 +0.55
EFECTOS PRINCIPALES

Aceite esencial (AE) * * * *

Nivel de inclusion (N) NS NS * NS
Interaccion (AE X N) NS * NS NS

EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS NS NS NS
Romero NS NS NS NS
Tomillo NS NS NS NS
CONTRASTES vs.
CONTROLES

Control vs. APC NS NS NS NS
Controles vs. AEs NS ' ' '
Albahaca, romero vs tomillo NS * * *
Controles vs romero NS NS * *
Controles vs. albahaca NS NS * *
Controles vs. tomillo NS NS * *

Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
NS=No significativo.
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4.3.1.3 Conversion de alimento

Los efectos de los AEs y los controles (negativo y APC) sobre la conversion de
alimento se observan en la tabla 4.5. A partir de la primera semana se observan
efectos significativos sobre la conversidn con respecto al nivel de inclusion, en la
segunda semana el efecto principal significativo fue para el tipo de aceite, en la
tercera semana se observo un efecto para ambos factores y finalmente en el
acumulado hay efecto significativo para la interaccion (P<0.05). El resumen de la
interaccién se muestra en la tabla 4.6, donde los tratamientos con AE de romero
200 ppm (1.29) y AE de albahaca 600 ppm (1.28) (P<0.05) obtuvieron una menor
conversion alimenticia comparados con los otros grupos.

La respuesta en conversion de alimento de los niveles de inclusién sobre los
tratamientos con AEs se estimé para los tratamientos con romero y albahaca. La
conversion alimenticia en los pollos suplementados con el AE de albahaca tuvo
una tendencia cuadratica, la cual fue definida por la siguiente ecuacion: Y = 1.4455
(EE = 0.034, P<0.001) — 0.00507 (EE = 0.00014, P<0.05)*X- 0.0000004 (EE =
0.00000012, P<0.05)*X?; P<0.05; R? = 0.46; C.V.=2.7; N = 3). Con respecto a los
pollos suplementados con el aceite de romero, la respuesta fue lineal para los
niveles de inclusion y fue definida asi: Y = 1.2723 (EE = 0.025, P<0.001) +
0.000134 (EE = 0.00004, P<0.05)*X; P<0.05; R?*= 0.44; C.V. 3.83; N=3). En cada
uno de los modelos Y corresponde a la conversidn alimenticia y X al nivel de
inclusién. Las ecuaciones muestran que cada uno de los coeficientes de
determinacion fueron significativos para cada unos de los modelos. Estas
tendencias se ilustran en la figura 4.2.

Los contrastes mostraron que no hubo una diferencia significativa entre los
controles (control negativo vs. APC). Diferencias significativas se encontraron entre
los controles (1.36) con respecto a los tratamientos con menores conversiones
alimenticias, los cuales correspondieron a AE de albahaca 600ppm (1.28) y AE de
romero 200 (1.29). Los tratamientos con los AE de albahaca (1.33) y romero (1.35),
tuvieron una menor conversion con el AE de tomillo (1.39).
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Figura 4.2 Efecto de los niveles de suplementacion de AEs sobre la conversion alimenticia de pollos
de engorde a 21 dias de edad.
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Tabla 4.5 Promedios de conversiones de alimento (gramos de consumo de alimento/gramos de
ganancia de peso) en pollos suplementados con aceites esenciales (AEs) o un antibiético promotor
de crecimiento (APC)!

Tratamientos Edad
Ac(‘ztEe) ES:QE'H' ';;)Vrf]' (fG Dia 1-7 Dia 7-14 Dia 14-21 Dia 1-21
Control negativo 0 1.09 £0.02 1.33+£0.03 1.62 £ 0.04 1.35+0.01
Bacitracina (APC) 30 110+ 0.03 1.36 £0.02 1.64 £0.04 1.37 £ 0.01
Albahaca 200 1.09£0,03 1.30£0.02 1.65 £ 0.04 1.36 £0.02
Albahaca 600 1.05+£0.02 1.19£0.04 1.59 £ 0.02 1.28 £0.01
Albahaca 1000 1.09 £ 0.02 1.33£0.03 1.62 £ 0.05 1.34 £0.02
Romero 200 1.11£0.02 1.30£0.03 1.55 £ 0.05 1.29+£0.03
Romero 600 1.05+0.01 1.36 £ 0.01 1.60 £ 0.03 1.35+0.01
Romero 1000 1.17£0.03 1.39£0.02 1.66 £ 0.04 1.40 £0.02
Tomillo 200 1.10£0.02 1.35£0.01 1.65 £ 0.03 1.37£0.02
Tomillo 600 1.12+0.03 1.38 £0.02 1.63 £ 0.06 1.38+£0.02
Tomillo 1000 1.11£0.02 1.32+£0.03 1.79 £ 0.04 1.42 £ 0.01
EFECTOS
Aceite esencial NS * * *
Nivel de inclusion * NS * *
Interaccion NS * NS *
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca Lineal Cuadratico* NS Cuadratico
Romero Lineal* Lineal* NS Lineal*
Tomillo NS NS NS NS
CONTRASTES
Control vs. APC NS NS NS NS
Controles vs. AE NS NS NS NS
Controle vs. Albahaca 600, y NS NS NS .
romero 200 ppm
Albahaca, romero vs tomillo NS NS * *
Controles vs Albahaca 600 ppm NS * NS *
Controles vs. Romero 200 ppm NS NS * *

1Los valores corresponden a los promedios * error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
NS=No significativo.
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Tabla 4.6 Interaccion de los factores tipo de aceite esencial y nivel de inclusién sobre la conversion
de alimento acumulada de pollos de engorde (1-21 dias)

Nivel de Inclusién*

200 ppm 600 ppm 100 Oppm
Albahaca 1.36Aa + 0.04 1.28Bb + 0.01 1.34Ab + 0.02
Aceite
Esencial* Romero 1.29Ba + 0.03 1.35ABa £ 0.01 1.40Aab £ 0.02
Tomillo 1.37Aa £ 0.02 1.38Aa + 0.02 1.42Aa £ 0.01

"Promedios de tratamientos entre filas con diferente letra (mayUscula) indican diferencias significativas (P < 0.05)
**Promedios de tratamientos entre columnas con diferente letra (mindscula) indican diferencias significativas (P < 0.05).

En resumen, los efectos de los AEs sobre las variables productivas acumuladas a
los 21 dias de edad (peso corporal, ganancia de peso corporal, consumo de
alimento y conversiéon de alimentol) fueron significativos (P<0.05). Con respecto al
peso corporal y la ganancia de peso corporal maximos se estimaron para los
niveles de inclusion de 600 ppm en los AEs de albahaca y tomillo, y para el nivel de
200 ppm del AE de romero. Estos niveles presentaron respuestas superiores a los
controles (control negativo y APC) para estas variables y para el consumo de
alimento final y para la conversién de alimento acumuladas (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7 Parametros productivos finales en pollos suplementados con aceites esenciales o un
antibidtico promotor de crecimiento (APC) desde el dia 1 al 21

Tratamientos

Parametro Productivos

Aceite Esencial .N'VEI _d’e Peso Dia 1 PesoDia21(g)  Ganancia de Peso C_onsumo de Conversion
(AE) inclusion @ Total (g) Alimento Total Einal
(ppm) ()
Control 0 45,98 £ 0.22 756.57 £ 14.75 71060 £14.94  902.86 + 24.82 1.35+0.01
Bacitracina (APC) 30 4588 £0.19 731.84 £ 14.25 685.90 £ 14.12  880.11+£19.14 1.37 £0.01
Albahaca 200 4590 £0.23 731.54 £ 10.52 685.63 + 10.6 875.92 £ 10.01 1.36 £ 0.02
Albahaca 600 4564 £0.12 77250 £ 5.64 726.86 £ 5.57 878.81 £6.90 1.28 £0.01
Albahaca 1000 4571+£0.19 72242 £17.75 676.71£17.69  863.22+22.29 1.34 £0.02
Romero 200 46.02+0.20 771.69 £ 5.45 72567 £543 883.93 £ 16.79 1.29+0.03
Romero 600 4590 +0.34 750.50 £ 13.54 70460 £ 1344  902.93 +19.93 1.35+0.01
Romero 1000 4595+ 0.24 713.88 £ 15.78 667.93£1595  879.50 £ 12.83 1.40 £0.02
Tomillo 200 45.86 £ 0.30 762.18 £7.50 716.32+£7.54 925.95 £ 14.20 1.37£0.02
Tomillo 600 4579 £0.22 775.03 £6.90 729.24 £ 6.90 948.09 + 16.12 1.38 £0.02
Tomillo 1000 4569 £0.19 722.96 £ 6.47 677.27 £6.44 902.10 £ 10.99 1.42 +£0.01
EFECTOS
Aceite esencial NS NS NS * *
Nivel de inclusién NS * * NS *
Interaccion NS NS NS NS *
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS Cuadratico* Cuadratico* NS Cuadratico*
Romero NS Lineal* Lineal* NS Lineal*
Tomillo NS Cuadratico* Cuadratico* NS NS
CONTRASTES
Control vs. APC NS NS NS NS NS
Controles vs. AEs NS NS NS * NS
Controles vs. Albahaca 600, . . N
romero 200 y tomillo 600 NS NS
Controles vs romero 200ppm NS NS NS * *
Controles vs. Albahaca 600 ppm NS NS NS ¥ *
Controles vs. Tomillo 600 ppm NS * * ¥ NS

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;

NS=No significativo.
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4.3.2 Metabolismo energético y digestibilidad de nutrientes
4.3.2.1 Valores de energia brutay de los nutrientes

La caracterizacion bromatolégica de las dietas, las excretas y el contenido ileal de
pollos de engorde se muestra en la tabla 4.8. El componente que presenté mayor
variacion en las tres matrices, medido a través del coeficiente de variacién, fue el
extracto etéreo (18.09-20.6), seguido de la valoracioén proteica (1.96-9.71), en tanto
que la estimacion de la energia bruta (1.46-3.45) presentd una mayor
homogeneidad.

Tabla 4.8 Caracterizacion del bromatolégica de alimento, excretas y contenido ileal de pollos de
engorde alimentados con diferentes niveles de inclusion de aceites esenciales.

N Promedio DeS\{laC|on Valor minimo  Valor méaximo
estandar

EB (kcallkg) 11 41021 201 4198.5 4301

Al t PB (%) 11 20.03 0.39 19.32 20.62

imen

ento EE (%) 11 4.46 0.80 3.08 552
MS LAB (%) 1 95.63 0.45 95.20 96.75

EB (kcallkg) 66 3537.27 51.98 3411.69 3651.97
PB (%) 66 29.83 1.78 36.92 26.48

Excretas

EE (%) 66 2.62 0.7 3.89 2.00
MS LAB (%) 66 92.92 146 90.27 96.39

EB (kcallkg) 66 3657.08 126.26 3356.71 3941.71
L PB (%) 66 16.92 1.64 13.22 22.00

Contenido ileal

EE (%) 66 1.10 0.61 0.31 3.28
MS LAB (%) 66 95.10 24 90.05 99.74

El calculo de EMA de la dieta de iniciacién utilizada en la fase final del estudio (19
a 21 dias) registré un promedio de 2957.9 £ 164.2 kcal/kg en excretas y de 2924.5
+ 246.34 kcal/kg para el contenido ileal. La EMAnN y el balance de nitrégeno (BN)
de los grupos experimentales se muestran en la tabla 4.9. El valor promedio de
EMAnN por excretas fue de 2945.4 + 162.9 kcal/lkg e ileal de 2905.9 + 246.3 de
forma que la correccion por nitrégeno representa sobre el valor promedio de EMA
en excretas un ajuste del 4.25% vy para la ileal del 6.3%, la cual se puede predecir
a través de una relacion lineal que se muestra en la figura 4.3.
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Figura. 4.3 Relacion de EMAn con la EMA en pollos de engorde alimentados con diferentes niveles
de inclusion de aceites esenciales.

El efecto de los tratamientos experimentales observado para la variable EMA fue
similar para la variable EMAnN en virtud de este grado de asociacion, por lo cual la
interpretacion, en términos de diferencias estadisticas es equivalente.

4.3.2.2 Metabolismo energético

El tipo de AE afecto significativamente la EMA y EMAN tanto en la aproximacion del
tracto digestivo total (en excretas) como en la ileal (P<0.001). Este efecto también
se observé en la metabolicidad de la energia, como en el BN. Los AEs de albahaca
y tomillo obtuvieron una mejor EMAnN total que el AE de romero (2992, 2980 vs.
2855 kcal/kg; P<0.001). Este efecto también fue observado en la EMAn ileal, de los
tres AEs (3068, 3030 vs. 2731 kcal/kg; P<0.001). En la metabolicidad de la energia
con respecto a la EMA, los grupos con AE de tomillo y albahaca fueron superiores
al AE de romero tanto la metabolicidad total (71.58, 71.26 vs. 67.9; P<0.001) como
la metabolicidad ileal (73.53, 72.61 vs. 65.27; P<0.001) (Tablas 4.9 y 4.10).
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Tabla 4.9 Efecto de los aceites esenciales y el APC sobre el metabolismo energético de pollos de

engorde (19-21 dias) aproximacion en excretas !

Aceite esencial o Vivel de EMA EMAn Metabolicidad
Inclusion

APC (bpm) (Kcallkg) BN (Kcallkg) (%)
Control negativo 0 3071.36 + 33.49 1.63+0.05 3057.98 + 33.11 73.13+0.80
Bacitracina (APC) 30 3031.94 + 45.49 156+ 0.06  3019.12+45.12 7219+1.08
Albahaca 200 2994.58 +46.83 1.56 + 0.07 2981.78 + 46.36 7130+ 1.12
Albahaca 600 3079.22 + 25.08 1.81+0.04 3064.32 + 25.03 73.31+0.60
Albahaca 1000 2945.35 £ 29.64 1.56 £ 0.12 2932.50 + 29.01 70.13£0.71
Romero 200 3060.80 + 73.04 1.55+0.12 3050.08 + 72.05 7273 +£1.74
Romero 600 2796.94 +51.25 1.37£0.08 2785.68 + 50.64 66.59 + 1.22
Romero 1000 2710.37 £ 42.89 1.23+0.05 2700.30 + 42.56 64.53 +1.02
Tomillo 200 2951.71 £ 98.75 1.39+0.15 2940.25 + 95.56 70.28 +2.49
Tomillo 600 3069.32 + 46.98 1.66 £ 0.08 3055.70 + 46.42 73.08 £1.12
Tomillo 1000 2958.31 £ 43.69 1.51+0.08 2945.87 +43.03 70.44 +1.04

EFECTOS
Aceite esencial (AE) * * > b
Nivel de inclusion (N) NS NS NS NS
Interaccion (AExN) NS NS NS NS
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS Cuadratico* Cuadratico* Cuadratico
Romero Lineal* Lineal* Lineal* Lineal*
Tomillo NS NS NS NS
CONTRASTES

Control vs. APC * * * *
Control vs romero * NS ¥ *
Control vs. albahaca NS * NS NS
Control vs. tomillo NS NS NS NS
Control vs. tomillo 600ppm NS NS NS NS
Control vs. albahaca 600ppm NS NS NS NS
Control vs. romero 200ppm NS NS NS NS
APC vs. Albahaca NS NS NS NS
APC vs. romero * NS * *
APC vs. tomillo NS NS NS NS
APC vs. albahaca 600ppm NS NS NS NS
APC vs. tomillo 600 ppm NS NS NS NS
APC vs. romero 200ppm NS NS* NS NS

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
**P<0.001; NS=No significativo.
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Tabla 4.10 Efecto de los aceites esenciales y el APC sobre el metabolismo energético de pollos de

engorde (19-21 dias de edad) aproximacién ileal

Aceite esencial 0 Ir,:‘é\lljlsg; EMA EMAN Metabolicidad
APC (opm) (Kcallkg) BN (Kcallkg) (%)
Control negativo 0 2908.99 + 57.62 219007 2890.99 + 57.24 69.26 + 1.37
Bacitracina (APC) 30 2830.64 £ 56.51 2114002 281329 +56.38 67.40 +1.35
Albahaca 200 3088.00 + 54.47 2394006 3068.39 + 54.05 7352 +1.30
Albahaca 600 3109.30 £ 70.60 248+0.05 3088.00 +70.10 7403+ 1.68
Albahaca 1000 3068.59 + 50.58 247+007 304823 +50.20 73.06 + 1.20
Romero 200 3001.92 £ 97.66 2224013  2982.66 + 96.70 72194233
Romero 600 2713.72 £ 79.89 210+0.08 2696.47 +79.29 64.61+1.90
Romero 1000 2479.38 £ 95.51 195+0.07 2463.38 + 95.19 59.03£2.27
Tomillo 200 305043 +93.94 2.29+0.06  3031.60 +92.50 7263 +2.45
Tomillo 600 3105.71 £22.70 239+0.02 3086.10 + 22,61 73.95+0.54
Tomillo 1000 2093.33 + 23.37 2.27£0.05_ 2974.64 % 23.11 71.27 +0.56
EFECTOS
Aceite esencial (AE) i ** #x *x
Nivel de inclusion (N) NS NS NS NS
Interaccion (AExN) NS NS NS NS
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS NS NS NS
Romero Lineal* Lineal* Lineal* Lineal*
Tomillo NS NS NS NS
CONTRASTES
Control vs. APC * * * *
Control vs romero NS NS NS NS
Control vs. albahaca * * * *
Control vs. tomillo * * * "
Control vs. tomillo 600ppm * * * *
Control vs. albahaca 600ppm * * * *
Control vs. romero 200ppm * NS * *
APC vs. Albahaca * NS * NS
APC vs. romero NS NS NS NS
APC vs. tomillo * NS * NS
APC vs. albahaca 600ppm * NS * *
APC vs. tomillo 600 ppm * NS * ¥
APC vs. romero 200ppm ** - - -

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
**P<0.001; NS=No significativo.
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Aunque no se observo un efecto significativo sobre los niveles de inclusion de los
AEs, la EMAnN y la metabolicidad total de los AE de albahaca y romero, mostraron
una tendencia en los niveles de inclusién cuadratica y lineal, respectivamente. En
el metabolismo enérgetico ileal se observo una tendencia lineal solo con el AE de
romero. En los niveles de inclusiéon del AE de tomillo no se observo ninguna
tendencia significativa. Estas tendencias se pueden observar en las figuras 4.4 y
4.5.

La ecuacion correspondiente a EMAN para el AE de albahaca es: Y apahaca=2860.13
(EE=79.32; P<0.001) + 0.742 (EE=0.3247; P<0.05) *X -0.0007 (EE=0.00026;
P<0.05)*X% R?=0.33; CV=2.84; P<0.05. Donde, Y es igual a la EMAn y X el nivel
de inclusion. . Los modelos y los coeficientes de determinaciéon para EMAnN para los
AE de albahaca fueron significativos (P<0.05), sin embargo sus coeficientes de
correlacion (R?) fueron relativamente bajos (<0.33). De acuerdo con esta ecuacion
la EMANn maxima para el AE de albahaca se obtiene a la inclusién de 553.9 ppm.
En el AE de romero la ecuacion lineal para la EMAN total es: Yiomero=2962.12
(EE=66.26; P<0.001) - 0.2697 (EE=0.097; P<0.05) *X; R?*=0.32; CV=4.7; P<0.05.
Para la EMAn del AE de romero en la aproximacién ileal el modelo:
Y romero=2909.10 (EE=107.22; P<0.001) - 0.4253 (EE=0.093; P<0.05) *X; R?>=0.32;
CV=4.7; P<0.05. En este contexto la maxima EMAn se obtiene en los niveles
minimos de inclusién de 200 ppm.
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__ 3100

=

= 3000 -

[1-]
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= 2800 -

Ll
2700 Y hihaca=2860.13+0.74%-0.0007X2; R2=0.33; CV=2.84; P<0.05
2600 Yromero 2962.12-0.2697X; _R?:0.32; CV=4.7; P<0.05

0 200 400 600 8C0 1000
Nivel deinclusion (ppm)
——AE de Albahaca ——AE de Romero

Figura 4.4 Efecto de los niveles de suplementacion de aceites esenciales sobre la EMAn total de
pollos de engorde durante el periodo de balance 19-21 dias de edad
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Figura 4.5 Efecto de los niveles de suplementacion de aceites esenciales sobre la EMAn ileal de
pollos de engorde durante el periodo de balance 19-21 dias de edad

El analisis de los controles mostré una diferencia significativa (P<0.05), ya que el
control negativo presentd un mejor metabolismo energético comparado con el
tratamiento con APC. De acuerdo con este resultado, fue necesario hacer un
analisis por separado para cada uno de los controles con respecto a los AEs.

La EMA total fue superior al control con respecto al grupo con AE de romero (3071
vs. 2856 kcal/kg) (P<0.05). Sin embargo, el grupo control y con APC no fueron
estadisticamente superiores en cuanto a la EMAnN total, que el tratamiento con AE
de romero 200ppm. En la EMAn ileal y la metabolicidad, el promedio de los grupos
con AE de albahaca (3068 kcal/kg) y tomillo (3030 kcal/kg) en sus tres niveles de
inclusion fueron superiores que los grupos control (2890 kcal/kg) y el APC (2813
kcal’kg). De manera similar, los niveles de inclusién con 600 ppm de AE de
albahaca y tomillo y 200 ppm de romero mostraron valores superiores de EMAn
ileal y metabolicidad que el grupo control y con APC (P<0.05).

4.3.2.3 Digestibilidad de proteina

El tipo de AE afecto de manera significativa la digestibilidad de la proteina ileal y
total (P<0.05), como se ilustra en la figura 4.6. Los tratamientos con AEs de
albahaca y tomillo obtuvieron una mejor digestibilidad proteica total comparada con
el AE de romero (51, 48 vs. 42%). Este efecto también se observd en la
digestibilidad proteica ileal (74, 73 vs. 64%; P<0.05). Sobre el nivel de inclusién de
los AE no se observo ningun efecto significativo. Con respecto a los contrastes con
los controles, se observaron diferencias significativas con respecto a los
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tratamientos con respecto al romero. Los tratamientos control y APC tuvieron una
mejor digestibilidad proteica total comparados con el AE de romero (51, 50 vs.
42%). Incluso con el nivel de inclusiéon de 200 ppm el AE de romero (47%) mostro
una menor digestibilidad proteica que los tratamientos control. La digestibilidad de
la proteina ileal se observd que los tratamientos con AEs de albahaca (74%) y
tomillo (73%) presentaron una mejor digestibilidad comparada con los grupos
control (68%) y APC (67%). Este efecto también se observé al analizar los niveles
de inclusion que obtuvieron una mejor respuesta a este parametro como fue el
nivel de inclusion de 600 ppm para los AEs de albahaca y tomillo. La tabla 4.11
resume los resultados de digestibilidad proteica.
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Control APC AE de AE de Romero AE de Tomillo
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Figura 4.6 Efecto de la suplementacion de aceites esenciales y un APC sobre la digestibilidad de la
proteina ileal y total (%) en pollos de engorde en etapa de crecimiento. Los valores corresponden a
los promedios por grupos + EE. *Indica los grupos suplementados que fueron estadisticamente
superiores que los grupos control y APC (P<0.05).

4.3.2.4 Digestibilidad del extracto etéreo

La digestibilidad total del extracto etéreo mostrd una interaccion altamente
significativa entre los niveles de inclusion de los AEs y el tipo de aceite (P<0.001).
Los grupos con AEs de albahaca en 200 y 600ppm y tomillo en sus tres niveles de
inclusidn, obtuvieron una mejor digestibilidad de los extractos etéreos comparados
con los demas grupos experimentales (Tabla 4.12).
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La digestibilidad ileal del extracto etéreo mostré efecto significativo por el tipo de
AE (P<0.05). Los valores de digestibilidad de los AEs de albahaca (94%) y tomillo
(93%) fueron superiores que el AE de romero (86%; P<0.05). No se observaron
efectos significativos sobre los niveles de inclusion a excepcién del AE de albahaca
que presentd un efecto lineal-cuadratico para la digestibilidad total. La ecuacién
que define este modelo corresponde a la siguiente. Ygapahaca=73.06 (EE=2.84;
P<0.001) +0.065 (EE=0.0116; P<0.001)*X -0.00006 (EE=0.000001; P<0.001)*X?;
R?=0.85; CV=3.82; P<0.001. Donde Y corresponde al porcentaje de digestibilidad
del extracto etéreo y X al nivel de inclusion de los AE. De acuerdo con esta funcion,
la digestibilidad maxima del extracto etéreo del AE de albahaca es al nivel de 475

El andlisis de los contrastes de los controles, muestran que el control negativo fue
superior al APC (0.81 vs. 0.78%; P<0.05). El control negativo presenté una
digestibilidad total superior a los grupos con AE de albahaca y romero (81 vs. 79,
69%, P<0.05) y una digestibilidad inferior comparada con el grupo con AE de
tomillo (85%). Los grupos con AE de tomillo también fueron superiores al grupo con
APC (P<0.05). Grupos con niveles de inclusion de 600 ppm de AEs de albahaca
(86%) y tomillo (87%) presentaron una mejor digestibilidad total comparados que
los grupos control negativo y con APC (P<0.05).
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Tabla 4.11 Porcentajes de digestibilidad de la proteina y el extracto etéreo, obtenidos por excretas y
contenido ileal, en pollos suplementados con niveles dietarios de aceites esenciales y bacitracina.

Tratamientos Excretas lleal
Aceite ;sj%ncial o IEIC\I/SISE)?I Proteina  Extracto Etéreo Proteina  Extracto Etéreo
(Ppm) (%) (%) (%) (%)
Control negativo 0 51.1+141 812112 68.3+24 921%23
APC (Bacitracina) 30 50.3 £ 1.1 78.5+3.2 67.2+1.1 84.3+3.0
Albahaca 200 51.2+£12 824+£12 742+22 942+1.2
Albahaca 600 55415 86.2+20 75623 95.3+1.2
Albahaca 1000 483142 702+1.2 753%23 932+13
Romero 200 472+4.4 732+22 68.2+24 88.3+14
Romero 600 42.3+2.1 67937 65.3+2.1 88.1£20
Romero 1000 38.3+£22 69.8+£1.9 61.2+28 842+6.2
Tomillo 200 451 %55 855+22 742+23 912+ 21
Tomillo 600 522%20 874128 75117 95.7+15
Tomillo 1000 48.8+3.0 842112 729116 942+1.1
EFECTOS
Aceite esencial (AE) * ** ** *
Nivel de inclusién (N) NS ** NS NS
Interaccion (AExN) NS * NS NS
EFECTOS DEL NIVEL
Albahaca NS Cuadratico™* NS NS
Romero NS NS NS NS
Tomillo NS NS NS NS
CONTRASTES
Control vs. APC NS * NS *
Control vs romero * * NS NS
Control vs. albahaca NS * * *
Control vs. tomillo NS * * *
Control vs. albahaca 600 ppm NS * * *
Control vs. romero 200 ppm * * NS NS
Control vs. tomillo 600 ppm NS * * *
APC vs. albahaca NS NS * NS
APC vs. romero * NS NS *
APC vs .tomillo NS * ¥ NS
APC vs. albahaca 600 ppm NS * * NS
APC vs. romero 200 ppm * NS NS *
APC vs. tomillo 600 ppm NS ** * NS

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos. *P<0.05;
**P<0.001; NS=No significativo.
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En la digestibilidad del extracto etéreo a nivel ileal se observé que los AEs de
albahaca y tomillo fueron estadisticamente superiores al grupo control (94, 93 vs.
86%; P<0.05). El grupo con AE de romero fue superior que el grupo con APC 86
vs. 84%). Los niveles de 600 ppm de albahaca y tomillo también fueron superiores
que el grupo control (95 vs. 92%). En la tabla 4.11 se resumen los resultados de la
digestibilidad del extracto etéreo.

Tabla 4.12 Interaccion de los factores tipo de aceite esencial y nivel de inclusion sobre la
digestibilidad del extracto etéreo (%) en pollos de engorde (19-21 dias de edad)

Nivel de Inclusion*

200 ppm 600 ppm 1000 ppm
Albahaca 824 Aax 1.2 86.2 Aa £ 2.0 702 Bbz 1.2
: S’if]fitael** Romero 732 Ab+ 22 67.9Ab+3.7 69.8 Abt 1.9
Tomill 85.5Aa £ 2.2 §74Aa+28 84.2 Aat 1.2

‘Promedios de tratamientos entre filas con diferente letra (mayUscula) indican diferencias significativas (P < 0.05)
**Promedios de tratamientos entre columnas con diferente letra (minUscula) indican diferencias significativas (P < 0.05)

4.4 DISCUSION

Los resultados del estudio actual demuestraron que los AEs evaluados, afectaron
el desempeio productivo y la digestibilidad de nutrientes en pollos de engorde en
etapa de crecimiento (hasta los 22 dias). Los AEs de albahaca 600 ppm, tomillo
600 ppm y romero 200 ppm mejoraron la ganancia de peso corporal en un 4.1%
con respecto a los grupos control y APC. También se observé que los AE de
albahaca, romero y tomillo incrementaron a los niveles descritos el consumo de
alimento en un 7.7, 9.8 y 14.1% respectivamente con respecto a los controles. Solo
los AE de albahaca 600 ppm y romero 200 ppm, disminuyeron los indices de
conversion de alimento en un 5.1%. Estos resultados positivos son compatibles
con estudios previos con AEs y sus mezclas sobre el desempefio productivo de
pollos de engorde (William and Losa, 2001, Hernandez et al., 2004) e incluso en
algunos de estos estudios, los AEs muestran mejores resultados que ciertos
promotores de crecimiento como la avilamicina (Jamroz et al., 2003). Dosis altas
como 1000 ppm de AE de tomillo en la dieta demostraron en pollos de engorde una
mejor ganancia de peso comparado con los grupos control negativo y 1000 ppm de
AE de orégano (Cross et al., 2007). En contraste, algunas investigaciones
demuestran efectos no significativos de los AEs sobre la ganancia de peso
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corporal. Botsoglou et al. (2002) reportaron que aceites esenciales de orégano
incluidos a concentraciones en la dieta de 50 y 100 ppm, en pollos de engorde por
un periodo de 38 dias no mostraron ningun efecto sobre la ganancia de peso
corporal y la conversién alimenticia. Lee et al., (2003) también demostré que la
inclusion de 200 ppm de timol o carvacrol, no tenian efectos sobre la ganancia de
peso corporal pero si una disminucion en el consumo de alimento y una mejor
conversion alimenticia. En el presente estudio se demostré que niveles de 1000
ppm para cada uno de los AEs, produjeron efectos negativos sobre el desempefio
productivo de las aves, en especial el AE de romero. Posiblemente el consumo de
alimento se afecta cuando dosis altas de compuestos aromaticos se incluyan en el
alimento. Sin embargo, en este estudio no se observaron diferencias significativas
con respecto al nivel de inclusion de los AEs hasta 1000 ppm. Al respecto, Deyoe
et al. (1962) mostraron que el sabor de las dietas de pollos de engorde puede
estimular o disminuir el consumo de alimento. También es posible que dosis altas
de AEs por sus propiedades antibacterianas, afecten la microflora intestinal y por lo
tanto produzcan efectos desfavorables sobre el desempefio productivo. En el
capitulo anterior se demostré que los AEs de orégano y tomillo en dosis bajas (£ 5
mg/ml) inhiben bacterias benéficas (lactobacilos y bifidobacterias), lo cual es
comparable con un estudio de Horosova et al. (2006).

Las plantas y especias han sido usadas tradicionalmente para estimular el apetito y
mejorar la digestibilidad. Especias de plantas cuando se usan junto con acidos
organicos disminuyen el pH intestinal, estimulan la actividad de la pepsina y por lo
tanto favorecen la protedlisis (Kamel, 2001). La actividad de tripsina pancreatica, a-
amilasa y maltasa intestinal aumentaron significativamente (P<0.05) en aves
suplementadas con una mezcla de AEs (Jang et al., 2007). Estos resultados
soportarian el aumento de la digestién de nutrientes y de energia disponible en el
intestino delgado.

Hernandez et al. (2004) también demostraron efectos de los AEs sobre la
digestibilidad de nutrientes en pollos de engorde con dos mezclas de extractos de
plantas (orégano, canela y pimienta, y salvia, tomillo y romero). La segunda mezcla
mejoro el crecimiento de 14 a 21 dias y la digestibilidad fecal de la materia seca
(MS) y ambas mezclas la digestibilidad fecal del extracto etéreo (EE); a nivel ileal,
ambas mezclas mejoraron las digestibilidades de MS y almidon, con resultados
comparables a los de un control positivo (avilamicina). Malayoglu et al. (2010)
obtuvieron resultados favorables sobre la digestibilidad de la proteina cruda cuando
implementaron niveles en la dieta de 250 ppm de AE de orégano en pollos de
engorde. Efectos no significativos con mezclas de AEs o AEs puros sobre la
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digestibilidad de nutrientes o la EMA también han sido reportados en estudios
previos (Jamroz et al., 2005; Cross et al., 2007). En el presente estudio efectos
significativos fueron identificados sobre la EMA, EMAN, y sobre la digestibilidad de
nutrientes (proteina cruda y extracto etéreo). Con respecto a la EMA y EMAN del
tracto digestivo completo (obtenida por excretas), los aceites de albahaca y tomillo
fueron estadisticamente superiores a los grupos con AE de romero, sin embargo
no hubo diferencias significativas con respecto a los grupos control. En contraste, a
nivel ileal, los AEs de albahaca y tomillo mejoraron la EMA, EMAn y la
metabolicidad aproximadamente en un 5% con respecto al control negativo y en un
6% con respecto al APC. El AE de romero so6lo a la dosis de 200 ppm mejoro este
parametro. En cuanto a la digestibilidad de la proteina total e ileal, los tratamientos
con AEs de albahaca, tomillo y los controles y fueron superiores a los grupos con
AE de romero. A nivel ileal los AEs de albahaca y tomillo a 600 ppm obtuvieron una
mejor digestibilidad proteica que los grupos control y con APC. Con respecto a la
digestibilidad del extracto etéreo total (excretas) los tratamientos con AE de tomillo
superaron a los controles. En la digestibilidad del extracto etéreo, a nivel ileal los
AEs de tomillo y albahaca a 600 ppm fueron superiores al grupo control negativo.
Las diferencias en cuanto a la digestibilidad aparente de nutrientes del tracto
digestivo total y del contenido ileal puede ser atribuido a un factor fisiolégico de las
aves. Cuando el andlisis se realiza a través de las excretas, la aproximacion falla
cuando se trata por ejemplo de distinguir en el caso de la proteina, los aminoacidos
que no son de origen dietario, debido a las pérdidas excretorias endogenas. La
fermentacion que ocurre en el ciego en pollos influye en el contenido de
aminoacidos de las excretas y pueda modificar los resultados de digestibilidad. En
el presente estudio se trata de corregir estos inconvenientes al tomar muestras de
la digesta ileal. Ademas la ventaja de este método en aves es remover los efectos
de las pérdidas urinarias y que la muestra empleada se analice en su dinamica
exclusiva en el intestino delgado (Short, 1999).

El efecto de los AE en pollos de engorde depende del tipo de AE empleado, el cual
se relaciona intrinsecamente con su composicién quimica, que como se demostrd
en el capitulo anterior varia de especie a especie, ademas, del nivel de
implementacion y de la interaccion entre estos dos factores. En particular los AEs
de albahaca y tomillos a 600 ppm demostraron los mejores resultados productivos
y de digestibilidad. Posiblemente es necesario observar en el futuro la interaccion
de estos AEs en mezclas para mejorar su eficiencia y disminuir los niveles de
inclusion. Las mezclas sinérgicas de AEs han demostrado efectos favorables sobre
el desempefio productivo en dosis entre 20 y 200 ppm (Oviedo-Rondén et al.,
2005, Jang et al.,, 2007; Bozkurt, et al., 2009). Esto posiblemente se atribuya a
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interacciones entre los compuestos de los AEs, lo cual ha sido demostrado en
estudios In vitro (Gutierrez et al., 2008). También la combinaciéon con otros
productos activos como acidos organicos y un mejor sistema de vehiculizacion de
los AEs (Ej., microencapsulacion), mejorarian la viabilidad del producto a nivel del
tracto gastrointestinal y su eficiencia para el uso en pollos de engorde como
aditivos (Zhang et al., 2005)

4.6 CONCLUSIONES

Los AEs de albahaca 600 ppm, tomillo 600 ppm y romero 200 ppm mejoraron la
ganancia de peso corporal en un 4.1% con respecto a los controles (negativo y con
suplementacion de APC) a los 21 dias de edad.

Los AEs de albahaca 600 ppm, tomillo 600 ppm y romero 200 ppm aumentaron el
consumo de alimento en un 7.7%, 9.8% y 14.1% respectivamente con respecto a
los controles (negativo y con suplementaciéon de APC). Solo los AE de albahaca
600 ppm y romero 200 ppm, disminuyeron la conversién de alimento en un 5.1%.

El APC no presento diferencias comparado con el control sin suplementar en las
variables acumuladas de consumo de alimento, ganancia de peso corporal y
conversion de alimento. Sin embargo, se observaron diferencias significativas
sobre la digestibilidad de nutrientes, siendo el grupo control superior que el grupo
con APC

Fueron identificados efectos significativos sobre la EMA, EMAN, y la digestibilidad
de nutrientes (proteina cruda y extracto etéreo). Los AEs de albahaca y tomillo
mejoraron a nivel ileal la EMA, EMAnNn y la metabolicidad aproximadamente en un
5% con respecto al control negativo y en un 6% con respecto al APC.

La digestibilidad de la proteina ileal de los tratamientos con AEs de albahaca y
tomillos a 600 ppm obtuvieron una mejor digestibilidad proteica que los grupos
control y con APC. Con respecto a la digestibilidad del extracto etéreo los grupos
experimentales con AE de tomillo fueron superiores a los controles.

Una aproximacion mas acertada sobre la digestibilidad de nutrientes en pollos de
engorde, se puede obtener a través de muestras obtenidas del contenido ileal
debido a que se eliminan factores como las pérdidas enddgenas urinarias y la
fermentacion realizada en el colon de muestras recolectas en excretas.
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La inclusién de AEs en la dieta para mejorar el desempefio productivo depende del
tipo de AE empleado y de su nivel de inclusion lo cual esta estrictamente
correlacionado con la composicion quimica de los AE.

Investigaciones futuras sobre mezclas con los AEs evaluados (albahaca, tomillo y
romero), asi mismo como su medio de vehiculizacion, permitiran el uso de estos
aditivos en la nutricidn de pollos de engorde de una manera mas eficiente.

Los AEs en el estudio presente demostraron no producir efectos nocivos sobre el
desempefio productivo en pollos de engorde en las dosis apropiadas. Es necesario
evaluar los efectos de los AEs sobre la salud intestinal en poblaciones bacterianas
de la microflora intestinal mediante técnicas moleculares.
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EVALUACION BIOLOGICA Y ECONOMICA DE LA INCLUSION DE ACEITES
ESENCIALES EN DIETAS PARA POLLOS DE ENGORDE DURANTE UN
CICLO DE PRODUCCION

5.1 INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal (TGI) juega un papel vital en la digestion y absorcion de
nutrientes requeridos para las funciones de mantenimiento y el crecimiento. La
proliferaciéon de patdégenos resulta en respuestas inflamatorias, que causan
pérdidas productivas, un incremento de la mortalidad y decomisos en los productos
de origen aviar (Baurhoo et al., 2009). Por lo tanto uno de los mayores objetivos de
los sistemas actuales de alimentacion es mantener la salud gastrointestinal para
aumentar la productividad y producir productos de origen animal de alta calidad,
libres de patdégenos y residuos.

Los APC han sido utilizados en las dietas para aves para mantener la salud y una
produccion eficiente en las ultimas décadas. El efecto de los APC fue descubierto
en 1940, cuando se observé que animales suplementados con micelas de
Streptomyces aureofaciens conteniendo residuos de clortetraciclina mejoraban el
crecimiento. La Union de Cientificos Interesados (UCS, 2003) estiman que en los
Estados Unidos, cada afio se usan 11.4 millones de kilogramos de antibiéticos en
las dietas para animales. En la Union Europea (EU), la Federacion Europea de la
Salud Animal, report6 que en 1999, granjas para animales consumieron 4.7
millones de kilogramos o 35% de todos los antibidticos administrados en la EU
(European Commission Directorate General XXIV Directorate B, 1999). En
Colombia, como en otros paises de Latinoamérica no existen restricciones sobre el
uso de los APC y se estiman ventas de mas de 2 millones de ddlares trimestrales.
Dentro de los APC que mas se consumen en Colombia se encuentran la
enramicina, halquinol, colistina, bacitracina de zinc y de metileno disalicilato y
flavosfofolipol (Aprovet, 2008). El efecto neto del uso de los APC en la industria
aviar es estimada en un incremento del 3-5% el crecimiento y la conversion
alimenticia (Thomke y Elwinker, 1998). Sin embargo, con el desarrollo de
microorganismos resistentes a los antibidticos y algunos de ellos zoondticos,
ciertas medidas como la restriccion de todos o algunos APC en algunos paises
fueron tomando fuerza, comenzando con Suiza en el afio de 1986 (Dibner y
Richards, 2005). El Instituto de la Salud Animal de América (AHI, 1998) ha
estimado que sin el uso de los APCs, los Estados Unidos requeriran
adicionalmente 452 millones de pollos, 23 millones mas de vacas y 12 millones
mas de cerdos para alcanzar los niveles de produccion obtenidos en las practicas
actuales. En general, el reto para reemplazar los APC en los mercados es amplio y
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debe hacerse en el contexto de los mecanismos de accion de los APC que estan
relacionados con interacciones de la poblacién microbioldgica intestinal (Dibner y
Richards, 2005; Niewold, 2007).

La busqueda de nuevas alternativas que no produzcan residuos en carne o en
huevos o efectos secundarios, ademas de mantener los estandares de produccién,
ha sido objeto de mucha investigacion en los ultimos afos. Dentro de estas,
diferentes sustancias han sido referenciadas como los Promotores Naturales de
Crecimiento (PNC). Los PNC han sido sugeridos porque cubre en buena medida
las expectativas de los consumidores, ya que ellos usualmente no producen
resistencia a los microorganismos o residuos en los productos. Actualmente, hay
gran numero de PNC con un amplio potencial en el mercado e incluyen acidos
organicos, moduladores inmunes, probiéticos, prebidticos, enzimas vy fitogénicos,
los cuales han demostrado beneficios sobre la salud intestinal y la productividad
(Steiner, 2006). Dentro de los fitogénicos estan los aceites esenciales (AEs),
compuestos aromaticos reconocidos como seguros por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA).

En estudios previos han documentado los efectos positivos de los AEs, pero los
principales mecanismos por los cuales los AEs afectan el desempefno productivo
parecen ser desconocidos. Los efectos de los AEs estan influenciados por factores
intrinsicos y extrisicos que incluyen el ambiente, la dieta y el estatus nutricional del
animal (Jang et al., 2004). Windisch et al., (2008) sugerieron que los compuestos
fitogénicos principalmente los AEs pueden aumentar especificamente la actividad
de enzimas digestivas y la absorcion de nutrientes, lo cual puede mejorar el valor
biolégico de una dieta de baja densidad de nutrientes o aun de una de igual o
mejor calidad. Ellos también sugieren que los mismos productos usados en
similares pero no iguales condiciones, pueden influir de manera diferenciada sobre
las variables de evaluacion

En este contexto este estudio fue desarrollado en condiciones de piso con cama
reciclada y tiene como objetivo evaluar el efecto de la inclusion de AEs en dietas
para pollos de engorde sobre la integralidad del tracto digestivo, el desempefo
productivo en pie y el canal y los efectos econémicos derivados de esta inclusion.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Aves y condiciones ambientales

El estudio fue sujeto a evaluacion y aprobacion para su realizacion por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad
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Nacional de Colombia. El experimento se llevo a cabo en las instalaciones del
Centro de Investigaciones de CORPOICA Tibaitata, en Mosquera (Cund.) a 2547
msnm, con una temperatura promedio de 14 °C y una humedad relativa del 73%
(Garcia et al., 2007).

Las aves fueron alojadas durante 42 dias en corrales en piso con cama de viruta
reutilizada (de un ciclo completo previo de produccion), con condiciones
controladas de temperatura, luz y humedad. Se utilizaron 750 pollos de engorde,
machos, de 1 dia de edad, de la estirpe Ross. Las aves fueron divididas en 30
corrales de 1.5 x 2.0 m, para dar una densidad final de 10 aves/m?. Cada uno de
los corrales fue dotado de un sistema de calefaccién con criadora de gas, un
comedero y un bebedero. La temperatura inicial fue de 32°C y semanalmente se
fue reduciendo 2°C cada semana hasta alcanzar el promedio de la temperatura
ambiente. La iluminacién fue de 23 horas luz y una hora de oscuridad para la
primera semana y de 14 horas luz y 6 horas noche durante el resto del estudio. El
agua y el alimento en forma de harina fueron suministrados ad libitum

5.2.2 Disefio experimental

Los 750 pollos fueron divididos completamente al azar en 30 corrales individuales
de 25 aves cada uno, El disefo experimental consisti6 en cinco tratamientos
dietarios, cada uno con seis réplicas. A una dieta basal se le suplementaron tres
AEs que correspondieron a los AE de tomillo (Thymus vulgaris), albahaca (Ocimum
basilicum) y romero (Rosmarinus officinalis). Se utilizé un solo nivel de inclusién
para cada AE que se seleccioné de acuerdo con las experiencias de estudios
previos relacionados con la digestibilidad de nutrientes y desempeio productivo de
los pollos en la etapa de crecimiento. Los cinco tratamientos dietarios fueron: AE
de Ocimum basilicum 600 ppm; AE de Rosmarinus officinalis 200 ppm; AE de
Thymus vulgaris 600 ppm; Bacitracina de Zinc (APC) 50 ppm; Control negativo.

Las variables productivas ganancia de peso corporal, consumo de alimento y
conversion alimenticia, fueron medidas semanalmente hasta los 42 dias de edad.
El dia 25 se sacrificaron al azar tres pollos por tratamiento y se tomaron muestras
de duodeno, yeyuno e ileon para histomorfometria. El dia 22 y 43 se hicieron
mediciones del peso relativo de los o6rganos del tracto gastrointestinal.
Adicionalmente el dia 43 de edad se evalud el rendimiento en canal y de cada una
de las fracciones de la carne de pollo. Al final del experimento se determinaron los
costos productivos parciales de la suplementacion.
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5.2.3 Formulacion de las dietas experimentales

En la Tabla 5.1 se muestra la composicién de las dietas durante las diferentes
etapas de produccion basadas en un sistema de alimentacion por fases. Las
especificaciones nutricionales para la formulacion se tomaron de Rostagno (2005),
considerando cuatro fases de alimentacion: preiniciacién, 1-8 dia de edad (2950
kcal de EMA/kg, 23.40% de PC y 1.33% de lisina digestible) iniciacion, 9-21 dia de
edad (3000 kcal de EMA/kg, 21.0% de PC y 1.14% de lisina digestible),
crecimiento, 22-35 dia de edad (3100 kcal de EMA/kg, 19.4% de PC y 1.07% de
lisina digestible) y finalizacién 35-42 dia de edad (3150 kcal de EMA/kg, 17.9% de
PC y 0.86% de lisina digestible). Las dietas para todos los grupos experimentales
fueron iso-energéticas e iso-proteicas. La formulacion de las dietas se realizd
utilizando el programa User-Friendly Feed Formulation (UFFDA, Universidad de
Georgia, 1992). El alimento fue suministrado en forma de harina

5.2.4 Indicadores productivos

De acuerdo con los resultados de los parametros productivos de los pollos a los 42
dias de edad (peso, consumo total, conversion y mortalidad), se realizé una
evaluacion mediante indicadores productivos estandares por réplica y por
tratamiento. Los siguientes fueron los indicadores utilizados: factor de eficiencia
europea (FEE), porcentaje de eficiencia americana (%EA) e indice de
productividad (IP). La variable conversién de alimento para cada uno de estos
indicadores fue estimada a partir del consumo de alimento final (kg) sobre el peso
vivo final (kg).

El FEE se debe localizar por encima de 220 e indica el rendimiento de un sistema
de produccion involucrando varios parametros como: porcentaje de viabilidad, peso
vivo, edad y conversion de alimento; el céalculo para este indicador se realiza
mediante la siguiente férmula:

Viahitidad (%) & Pese wiue (K
FEE = Habiitdad (50) El

Edod (dles) x Conuersiin * 100

El porcentaje de eficiencia americana, el cual se reporta por encima del 100% se
calcula mediante la siguiente formula:
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% EA = Peso wivo (kgh ¥ 100
Conuergifn
Finalmente, el indice de productividad (IP) cuyos valores se reportan entre 50 y 75
se calcula asi:

Ip =52

T Conversiin

X 100

5.2.5 Morfometria del intestino delgado

Al dia 25 de edad de los pollos, tres aves seleccionadas al azar de cada
tratamiento fueron sacrificadas por dislocacién cervical, se les removi6 el tracto
gastrointestinal completo, intentando llevar a cabo la menor manipulacion del
mismo y se colectaron muestras de 2 cm de los diferentes segmentos del intestino
delgado. Los sitios de muestra fueron: 1) el apice del duodeno, 2) la mitad entre el
punto de entrada del ducto de la bilis y el diverticulo de Meckel (yeyuno) y 3) 10 cm
proximales de la unién del ileocecal (ileon). Las muestras se fijaron en una solucion
de formalina bufferada neutra por 72 horas. El procesamiento de las muestras se
realizé en el laboratorio de un técnico especialista certificado, tomando cortes de 1
mm para la deshidratacion de las muestras en alcohol, las cuales posteriormente
se incluyeron en bloques de parafina para hacer cortes transversales de 2um con
un micrétomo. Se prepararon laminas que se tifieron con una coloraciéon de
hematoxilina-eosina. La lectura de las laminas se llevo a cabo en el Laboratorio de
Morfofisiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, en un
microscopio optico marca Nico, tipo 124, acoplado a un analizador de imagenes
IMAGE ANALYSIS SYSTEM LECO® version 2002, a 40X. Se evaluaron minimo 10
vellosidades adyacentes, en posicién recta, a las cuales se les tomaron las
siguientes dimensiones: Altura de la vellosidad (desde el apice hasta la base de la
vellosidad), profundidad de la cripta (desde la base de la vellosidad hasta la lamina
basal) y la amplitud (a la mitad de la altura de la vellosidad). El area de la superficie
de la vellosidad fue calculado usando la siguiente férmula = (211) x (AV/2) x (LV) en
la cual AV = ancho de la vellosidad y LV = largo de la vellosidad (Solis de los
Santos et al., 2005).
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Tabla 5.1 Composicion de las dietas experimentales

Dieta Basal (%)

Materia Prima _ Pre- , o - Lo
iniciacion Iniciacion Crecimiento Finalizacion
(0-8 dias) (9-21 dias) (22-35 dias) (36-42 dias)
Maiz 49.52 50.54 55.00 59.23
Harina de arroz 8.00 8.00 8.00 10.00
Torta de Soya, 46 29.69 27.97 23.39 14.71
Soya Extruida 8.00 8.00 8.00 10.00
Harina de Pescado, 64 0.50 0.50 0.50 1.00
Aceite de Soya 0.64 1.47 2.07 1.70
Carbonato de Calcio 0.31 0.32 0.33 0.11
Fosfato tricalcico 1.86 1.73 1.59 112
Sal comin 0.31 0.21 0.22 0.35
Bicarbonato de Sodio 0.30 0.30 0.35 0.52
DL-Metionina 0.24 0.14 0.14 0.08
L-Lisina HCI 0.29 0.10 0.16 0.08
L-Treonina 0.13 0.03 0.05 0.00
Cloruro de Colina al 60% 0.07 0.10 0.10 0.07
Premezcla Mineral* 0.05 0.05 0.05 0.05
Premezcla Vitaminica** 0.05 0.05 0.05 0.05
Calculado
Energia Bruta (Mcal/kg) 4.00 4.05 4.15 4.20
Energia Metabolizable (Mcal/kg) 2.95 3.00 3.10 3.15
Proteina Cruda,% 23.40 21.00 19.40 17.86
Almidén,% 33.71 35.82 37.85 40.0
Extracto Etéreo, % 5.30 6.15 6.87 7.20
Lisina Total, % 1.33 1.14 1.07 0.86
BED (mEq/kg)*** 264.00 250.22 250.00 250.00
Fibra Cruda, % 3.03 2.99 2.93 2.95
Calcio % 0.93 0.88 0.82 0.76
Fésforo disponible, % 0.46 0.44 0.41 0.38
Relacion aminoacidos***
NE : NT 0.45 0.44 0.42 0.43
PE : PT 0.44 0.43 0.41 0.42

*Contenido por 500g- Cobre: 10000 mg, Hierro: 40000 mg; manganeso: 124000 mg; Selenio: 200 mg; Yodo: 2400 mg;
Zinc: 100000 mg.
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**Contenido por 500 g- Vitamina A: 10000000 UI; Vitamina Ds: 2000000 Ul; Vitamina E: 12000 Ul; Vitamina Ks: 3000 mg;
Vitamina B+: 1000 mg; Vitamina B2: 4500 mg; Vitamina Bs: 2000 mg; Vitamina B12: 12 mg; Niacina: 30000 mg; Acido
patonténico: 8000 mg; Biotina 50 mg; Acido félico: 500 mg; B.H.T. 25000 mg.

***Donde: BED= Balance Electrolitico Dietario, NE:NT = Relacion de Nitrégeno Esencial a Nitrogeno total, calculado a
partir del la composicién de aminoacidos de las materias primas usadas y el porcentaje de Nitrégeno de cada aminoacido
esencial, PE:PT= Relacion proteina esencial a proteina total, calculada teniendo en cuenta el porcentaje de inclusion de

los amino&cidos esenciales sobre el porcentaje de proteina calculada.

5.2.6 Peso relativo de los 6rganos del tracto gastrointestinal (TGI)

Al dia 22 y 43 de edad se sacrificaron por dislocacion cervical 6 aves al azar por
tratamiento para proceder a hacer la diseccidén del area abdominal, la extraccion
completa del TGl y la medicion del peso realtivo de los érganos con respecto al
peso corporal. Los siguientes fueron los componentes que se pesaron
individualmente: proventriculo, molleja, intestino delgado (duodeno, identificado
desde unién de la molleja hasta el punto de entrada del ducto de la bilis, yeyuno
desde esta ultima zona hasta el diverticulo de Meckel e ileon, desde el diverticulo
de Meckel hasta la unién ileocecal), ciegos y coldén. Estos componentes fueron
lavados en su interior con solucion salina para la evacuaciéon de su contenido
intestinal. También se pesaron los érganos adyacentes del TGl como el higado y el
pancreas. Los componentes fueron pesados en una balanza electrénica (0.01 g de
exactitud). Adicionalmente se midi6 la longitud (cm) del duodeno, yeyuno e ileon
del intestino delgado.

5.2.7 Rendimiento de la canal

Al dia 43 de edad se sacrificaron 12 aves seleccionadas al azar por tratamiento.
Las aves una vez sacrificadas fueréon desangradas, desplumadas en un escalador
y se les retiro el cuello, las patas y el contenido intestinal. Se peso la canal y cada
uno de sus fracciones separadas que incluian: pechuga, rabadilla, costillar, pierna-
pernil y alas. Adicionalmente se extrajo y se peso la grasa abdominal.
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5.2.8 Analisis econdmico

Se evalu6 el efecto econdmico de la administracion de las diferentes
concentraciones de los tres AEs seleccionados a los 42 dias de edad en pollos de
engorde, basados en el calculo del costo del pollo por kilogramo (kg) en pie y el
ingreso neto parcial por ave (Marini, 1978)

Para calcular el valor de pollo en kg en pie (C) se utilizd la siguiente formula:
C=B/X+ C*(Yij)

Donde,

B: Precio del ave de un dia ($1.000)

X: Peso corporal del pollo a los 42 dias en kg

c: Precio de kg de alimento

Y: Conversion de alimento a los 42 dias de edad
i Tratamiento experimental

j: Réplica

El costo del alimento fue calculado de acuerdo con un precio base de $950, mas el
costo de inclusion de los AEs, el cual fue determinado teniendo en cuenta el costo
de produccion del cultivo para cada especie, el costo del procesamiento y el
rendimiento de extraccion del AE.

El Ingreso Neto Parcial (INP) se calculé de la siguiente forma:
INP = (P,*Y;) - (P
Donde,

P,. Precio por kg de pollo en pie ($2300)

Yi. Peso del pollo en kg a los 42 dias de edad

Px: Precio de kg de alimento

X;: Cantidad de alimento en kg consumido a los 42 dias de edad
n: Numero de pollos finales a los 42 dias por réplica

i: Tratamiento experimental

j- Réplica
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El Ingreso Parcial por Pollo en Canal (IPC) a los 42 dias de edad fué estimado
mediante la ecuacion:

IPC=INP + [Py (Yij * Xij)]/n

Donde,

INP: Ingreso neto parcial por pollo en pie a los 42 dias de edad
Py: Costo del pollo en canal por kg ($4000)

Y: Cantidad de pollo en kg a los 42 dias de edad

X: Rendimiento en canal, %

n: Numero de pollos finales/réplica

i Tratamiento experimental

j:  Reéplica

El Ingreso Parcial por Pollo Fraccionado en Canal (IPPF) por tratamiento fué
estimado mediante la ecuacion:

IPPF= [(Py2*Y2;j +Py3*Y3ij + Py4*Y4;+ Py5+Y5; +Py6*Y6;) - IPC]/n

Donde:

Py2: Precio de la pechuga, $5183

Y2: Cantidad de kg de pechuga a los 42 dias de edad
Py3: Precio de la pierna-pernil, $4467

Y3: Cantidad de kg de pierna-pernil a los 42 dias de edad
Py4: Precio de las alas, $3733

Y4: Cantidad de kg de alas a los 42 dias de edad
Py5: Precio de la costilla, $2100

Y5: Cantidad de kg de costilla a los 42 dias de edad
Py6: Precio de la rabadilla, $2150

Y6: Cantidad de kg de rabadilla a los 42 dias de edad
N: Numero de pollos finales/réplica

i Tratamiento experimental

j:  Réplica

Otro parametro utilizado en el sector avicola para medir la eficiencia econémica en
un ciclo productivo es el indice de Rentabilidad Ingalls-Ortiz (IOR). Este indice se
calculé dividiendo el ingreso bruto (kg de carne vendidos por el precio de venta)
entre el costo de alimento consumido y desperdiciado, adicionando un factor de
ajuste (FA) que estima los otros costos de la produccion. ElI IOR se calculd
mediante la siguiente férmula (Cuellar et al., 2007):
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IOR = Ingreso Total (IT)/Costos de Produccién (CP)

Los resultados del indice IOR se pueden interpretar de tres formas basicas:
1) Si el resultado es mayor a 1 se obtuvo utilidad contable.

2) Si el resultado es igual a 1 esta en un punto de equilibrio

3) Si el resultado es menor a 1 se perdié utilidad en el ciclo productivo.

Para el calculo del Ingreso Total (IT) se utilizé la siguiente férmula:
IT=KxPV

Donde,

K = kilos producidos y vendidos

PV = precio de venta

Para el calculo de los Costos de Produccion (CP) se utilizé la siguiente formula:
CP = (AC x PA) x FA

Donde,

AC= alimento consumido y desperdiciado (kg)

PA= precio del alimento

FA= factor de ajuste.

El factor de ajuste se obtiene dividiendo 100/porcentaje del costo del alimento, el
cual en la Industria Avicola Colombiana se estimo en un 72%

FA = 100/porcentaje historico del costo del alimento

5.2.9 Analisis estadistico

Para determinar el efecto de la suplementacién del AE sobre las diferentes
variables se realizé un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) en un disefo
completamente al azar. Se utilizé el procedimiento GLM del paquete estadistico
SAS ver. 9.0 (Statistic Analysis System, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Las diferencias para todos los parametros fueron evaluados de acuerdo con el
siguiente modelo estadistico:

Yi=p+A+ej

123



Donde:

Y= Valor observado para la variable
M = Promedio general

A, = Efecto i-ésimo tratamiento

ej = Error experimental

El cuadrado medio de la interaccion se tomo como termino del error para probar los
efectos principales cuando estos fueron significativos (P<0.05). Las diferencias de
los promedios de los tratamientos que mostraron efectos significativos fueron
analizadas por la prueba de comparacion de promedios de Diferencias Minimas
Significativas DMS (LSD). El nivel de significancia utilizado en el experimento fue
del 5%. Los valores se presentan como el promedio *+ el error estandar del
promedio (EE).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Parametros productivos

En general, los grupos experimentales con AEs o APC no presentaron efectos
significativos sobre parametros productivos como el peso corporal, la ganancia de
peso, el consumo de alimento y la mortalidad en pollos de engorde (Tabla 5.2). Sin
embargo algunas tendencias numéricas fueron observadas. Con respecto al peso
corporal final (dia 42) y la ganancia de peso total (1-42 d), el grupo con AE de
romero fue mayor que el grupo control negativo, aumentando este parametro en un
5% (P=0.17). La homogeneidad de los grupos experimentales con respecto al peso
corporal al dia 42 indicada por el coeficiente de variacion fue de menor a mayor
rango asi: el grupo con AE de albahaca (1.25), seguido por los grupos con los AE
de tomillo (2.46) y romero (2.66) y los grupos control negativo (3.18) y con APC
(3.72). El consumo de alimento en la etapa de finalizacién (22-42 d) fue mayor para
el grupo con APC en un 2.5% con respecto a los grupos suplementados con AEs
(P=0.19). EI grupo con mayor porcentaje de mortalidad fue en el grupo con APC
(6.41%) y con menor mortalidad fue el grupo con AE de tomillo (3.3%) (P=0.60). En
las figuras 5.1 y 5.2 se observa las curvas de crecimientos y las tasas de
crecimiento de los diferentes grupos experimentales las cuales fueron muy
similares en los diferentes tratamientos dietarios, sin presentar en el tiempo
diferencias estadisticas significativas (P>0.05).
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Con respecto a la conversién alimenticia se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la etapa de finalizacion (22-42d). Los grupos
suplementados con AEs de albahaca, romero y tomillo tuvieron una mejor
conversion alimenticia comparada con el grupo control negativo (1.87 vs. 1.97;
P<0.05). El grupo con APC no mostré diferencias con respecto a los grupos de
AEs con albahaca y romero (1.95 vs, 1.87, 1.88; respectivamente, P<0.05). La
conversion alimenticia final (1-42 dia) para los grupos suplementados con AEs fue
mejor comparada con los grupos control negativo y con APC (1.74 vs. 1.83, 1.80,
rspectivamente P<0.05).
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Tabla 5.2 Parametros productivos de pollos de engorde suplementados con AEs o un APC durante un periodo de 42 dias de edad

Tratamiento Dietario

Parametro Periodo Control Bacitracina 50 Albahaca Romero Tomillo SEM Probabilidad
ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm
Peso Corporal (g) 1d 46.1 +0.08 46.1 +0.05 46.2 +0.08 46.1 +0.05 46.1+0.03 0.14 0.64
21d 71904791 73651655  729.0+9.34 7496+ 1267 7255+ 11.37 29.26 0.44
424 23145+30.04 2371.2+36.06 237841211  2411.7+26.16  2380.7 +24.15 65.86 0.17
Ganancia de peso 1-21d 32.0+0.38 32.9+0.79 32.5 + 0.4 335+ 0.60 32.3 +0.54 1.39 0.44
(9/d) 22424 802+164 8224162 82.8 + 0.56 83.7 + 1.19 83.2 +0.96 3.10 0.34
1-42 d 56.1 + 1.01 57.6 +1.21 57.7 +0.50 58.6 + 0.90 57.75 +0.75 1.72 0.19
Consumo de 1-21d 473 £1.16 476 +1.33 46.7 +0.47 476 +0.62 47.0+0.98 237 0.95
alimento (g/d) 22-42 157.7£2.09  160.0 + 1.91 155.3 + 1.00 157.0 £ 2.01 154.3 + 1.44 4.26 0.19
1-42 d 1026+1.62  103.8+1.62 101.0 +0.74 102.3 + 1.31 100.7 + 1.21 2.86 0.34
;?m”;ﬁ;fél‘;” 1-21d 1.48 +0.03 1.45 +0.01 1.44 +0.01 1.42 +0.01 145+ 0.01 0.03 0.16
(consumo/ganancia) 22-42d 197 £0.042 1.95 £ 0.04 2 1.87+0.01°b¢ 1.88+0.02°b¢ 1.86 £ 0.02¢ 0.06 P<0.05
1-42d 1,83+ 0.02° 1,80+ 0.02° 1,75+ 0.01° 1,754 0.01" 1.74+0.01° 0.09 P <0.05
Mortalidad (%) 1-42d 4,68 +1.91 6.41 +2.62 5.9+ 240 4.7 £191 3.3+1.33 5.10 0.60

a¢ | as medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05); NS (No significativo) P > 0.05

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos
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Figura 5.1 Curva de crecimiento de pollos de engorde suplementados con AEs o con un APC hasta
los 42 dias de edad
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Figura 5.2 Tasa de crecimiento de pollos de engorde suplementados con AEs o con un APC hasta
los 42 dias de edad
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5.3.2 Indicadores productivos

En la Tabla 5.3 se resumen los resultados de los principales indicadores
productivos, valores que nos indican el grado de desempefio productivo de un lote
de produccion de pollos de engorde en un ciclo comercial. Estos indicadores son la
base de un proceso de benchmarking en donde los productores son bonificados si
estos superan los resultados esperados.

El FEE mostré que los grupos experimentales suplementados con AEs obtuvieron
mayores resultados que los comparados con el grupo control y con APC (P<0.05),
especialmente el grupo con AE de romero 200 ppm fue estadisticamente superior
al control (307 vs. 282). Los porcentajes de eficiencia americana obtenidos por los
grupos con AEs fueron superiores (> 133%) que el grupo control (124%) (P<0.05).
En el indice de productividad no presentd diferencias estadisticamente
significativas; sin embargo los grupos suplementados con AEs o con el APC
obtuvieron valores mayores de 70.

Tabla 5.3 Indicadores productivos de pollo de engorde suplementados con AEs o un APC
(Bacitracina) en un ciclo de produccion de 42 dias.

Bacitracina 50 Albahaca Romero Tomillo

Indicador Control SEM  Probabilidad

ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm

Factor de Eficiencia

2824+ 7155 2804+9320 30254667 307.3+7.362 3024+764 188 P <005
Europea

Porcentaje de | s s a

DoCOMAIe NS iang 124542750 1200£320% 133421010 1354179°  1341:2242 564  P<005
Indice de. 6704230 703+260 7484086  760+132  756+167 14 NS
Productividad

a-c Las medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05);
NS. (No significativo) P > 0.05
"Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos

5.3.3 Morfometria del intestino delgado

Las mediciones histomorfométricas llevadas a cabo en el intestino delgado por
segmentos se observan en la Tabla 5.4. Se encontraron diferencias significativas
tanto en duodeno como en yeyuno (P<0.05). En el duodeno la altura de la
vellosidad fue mayor en los tratamientos suplementados con AEs con respecto al
control (P<0.05), aumentando la altura de la vellosidad aproximadamente un 9%.
No se observaron diferencias significativas entre el APC y los AEs de tomillo y
romero. De manera similar, en el yeyuno los AEs obtuvieron alturas de
vellosidades y superficies del area de las vellosidades mayores que el grupo
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control (P<0.05). Siendo el tratamiento con AE de romero estadisticamente
superior a los grupos con APC y control (913 vs. 692, 613, respectivamente;
P<0.05): No hubo diferencias significativas entre los AEs de tomillo y albahaca vy el
grupo con APC. En la Figura 5.3 se observa el resumen de la altura de la
vellosidad (pm) para los diferentes segmentos del intestino delgado.
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*
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¥
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I T

1400
1200 —

1000 - @Duodeno
800 BYeyuno
600 — Qileon

400 —
200

D T T T T ]
Control  Bacitracina Albahaca  Tomillo Romero

Figura 5.3 Altura de las vellosidades (um) del intestino delgado de pollos suplementados con AEs o un APC
(Bacitracina) a los 25 dias de edad. Los valores corresponden a los promedios por grupos + EE. *Indica los
grupos suplementados que fueron estadisticamente superiores que el grupo control (P<0.05).
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Tabla 5.4 Evaluacién morfométrica de vellosidades del intestino delgado en pollos de engorde suplementados con AEs o un APC a los 25 dias de edad

suplementados con AEs o un APC (Bacitracina)'

Duodeno Yeyuno ileon
Tratamiento Altura de la Area de la Profundidad Alturadela  Areade la superficie Profundidad Altura de la Area de la Profundidad de
: superficie de la de la cripta, . . de la cripta, vellosidad, superficie de la -
vellosidad, pm . vellosidad, um  de la vellosidad, um ) la cripta, um
vellosidad, pm pm pm pm vellosidad, pm
Control 14210 £46.5¢ 614781.7 £ 23268  205.6 + 11.59 613.6+ 57.31¢ 246316.1+ 28145¢  162.3 £ 18.02 521.3+18.08 239487.2+12086  165.3 + 12.41
Bacitracina 1519.3+ 32.68 b 716571.7 + 7402 2026+ 164 692.3+ 56.72¢ 270566.1+ 14170 179.3+23.6 590.6 £22.99  224935.2 + 8287 152.6 +20.49
Albahaca 600 ppm 1660.6 + 48.962 816516.5 + 96200  242.3 + 19.65 816.6 £ 11.212 3374434 £9979%0 1853 +12.72 634.2£14.00 209544.1 + 14543 153.6 + 9.66
Tomillo 600 ppm 1558.0 + 71.03 3 7112142 £61084 2453+ 246 793.0+30.013  317490.0 + 172192 200.3 + 13.56 668.1 £18.55 238633.5 + 8305 156.0 £ 9.45
Romero 200 ppm 1628.3 £ 40.26 2 807624.7 £ 76050  229.0 £ 26.5 913.0 £ 44.592 368448.9+ 412922 183.3 £ 16.56 592.5+33.94 216559.2 + 14494 177.0+4.12
SEM 77.38 107793.6 25.96 87.46 43086.99 25.92 39.1 20572.25 38.4
Probabilidad P<0.05 NS NS P<0.05 P<0.05 NS NS NS NS

a<¢ | as medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05); NS (No significativo) P > 0.05

'Los valores corresponden a los promedios = error estandar de las medias de las tres réplicas por tratamiento
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5.3.4 Pesos relativos de los 6rganos de tracto gastrointestinal (TGI)

En las tablas 5.5 y 5.6 se resumen los resultados de los pesos de los segmentos
del TGI en valores absolutos y relativos de los 6rganos y la longitud del intestino
delgado a los 21. Las tablas 5.7 y 5.8 resumen estos resultados a los 42 dias de
edad. Los valores promedios de los 6rganos del TGl a los 22 dias de edad no
mostraron resultados significativos.

Tabla 5.5 Pesos absolutos y relativos (g) de los érganos del TGl a los 22 dias de edad en pollos de
engorde suplementados en la dieta con AEs o0 un APC'

Tratamiento

Componente  Unidad Bacitracina50  Albahaca Romero Tomillo SEM  Probabilidad
Cantrol ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm

Sroventriculo g 494019  48+023 49+0.16 45+015  45+017 947 NS
g/100gPV 064002  0.6+0.02 0.6 +0.02 06+002  0.6+002  0.05 NS
Volleja g 189+084 180+127  177+088 1724032 182057 205 NS
g100gPV 24+009 224011 2.240.10 214008  23+007 022 NS
Estomago g 247+£101 2374232  235+118  226+115 236+133 226 NS
g/100gPV 3.0+008  28+0.13 2.8+0.10 274010  2.8+007 024 NS
Duodeno g 87+£038  82+1.25 8.6+0.35 924030 82019 154 NS
g/100gPV 114005  1.0+0.15 1.1+0.05 1.1+0.05 10+0.03  0.19 NS
Yeyuno g 153+069 150+093  145+108  150+089 147055 207 NS
g/100gPV 194008  1.9+0.11 1.8+0.12 19+0.13 18+0.04 024 NS
fleon g 1244030 122+064  119+058  122+050 11.1+038 1.1 NS
g/100gPV 164003  1.5+0.09 1.5+ 0.06 15+ 0.07 144006  0.16 NS
Intestino g 409+465 406+641  396+512  412+492 382+422 356 NS
Delgado  g100gPV  46+013  44+0.20 44+0.19 454023 424009 042 NS
Ciegos g 86a+036 39+0.37 37+0.26 38+014  43+019 068 NS
g/100gPV 064004  05+0.03 05+0.03 05+002  05+0.03  0.08 NS
Colén g 16+011  1.7+0.09 1.5+0.09 1.7+0.16 19+015  0.30 NS
g/100gPV  02+001  0.2+0.01 0.2 +0.01 024003  02+002 003 NS
Intestino g 70£108  64+1.24 6.0 +0.87 62+067  7.0+070 084 NS
grueso /100 gPV  0.8+005  0.7+0.03 0.7 +0.04 074003  08+005  0.09 NS
16l g 90.8+253 875+535 86204366 863+209 865+189 7.33 NS
g/100gPV  11.£023 1074036  107+040  106+038  10.7+0.20 0.80 NS
Higado g 230107 2514094  241+074  234+051 228+082 204 NS
g/100gPV 304013  3.1+0.12 3.0 +0.11 29+007  28+012 027 NS
DAncreas g 30012  3.0%0.12 2.9+0.29 28+020  24+023 049 NS
gM100gPV  04+002  04+0.02 0.4 +0.03 034003  03+002 005 NS
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1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos NS. (No significativo) P
>0.10

Tabla 5.6 Mediciones absolutas y relativas (cm) de los componentes del intestino delgado a los 22
dias de edad en pollos de engorde suplementados con AEs o un APC!

Tratamiento

Componente  Unidad Bacitracina50  Albahaca Romero Tomillo SEM  Probabilidad
Control ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm

Duodeno cm 243+042  245+092  243+126  257+049  245+050  1.92 NS
cm/100g PV 3.1+0.03 3.0 +0.17 3.0 +0.14 3.2+0.13 314012 031 NS

Yeyuno cm 632+119  617+076  603+152  615+233  630+244 473 NS
cm/100gPV 8.0 +0.19 76+0.17 7.6 +0.21 7.6 +0.24 79+051 071 NS

ileon cm 582+176 572079  56.0+188 5784209  57.8+162 413 NS
cm/100gPV 734027 7.1+0.17 7.0 +0.26 7.1+0.24 73+035  0.90 NS

Intestino cm 1612+£16.10 15871575 1564 +14.07 161.2+1502 161.6+1253 8.00 NS
Delgado o0 gpy 1844038  17.7+047 177+046  179+049  182+097  0.30 NS

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos
NS. (No significativo) P > 0.10

A los 42 dias de edad se hallaron resultados significados, tanto en el intestino
delgado como en el intestino grueso de los pollos de engorde suplementados con
AEs. El peso relativo y absoluto del duodeno en pollos suplementados con AE de
romero 200 ppm fue superior que el grupo control (0.7 vs. 0.5%; P<0.10). Con
respecto a los pesos relativos del yeyuno, los grupos con AEs de romero y
albahaca fueron superiores a los demas grupos experimentales (1.3, 1.2 vs. 1.0%;
P<0.05). Esto es confirmado por el peso relativo y absoluto del intestino delgado de
los grupos experimentales con los AEs de romero (3.0%) y albahaca (2.9%), los
cuales fueron superiores que los grupos con AE de tomillo (2.5%), control (2.5%) y
con APC (2.6%) (P<0.05). En cuanto a el peso relativo de los ciegos, el grupo
experimental con AE de romero fue superior comparado con el grupo control (0.5%
vs. 0.1%; P<0.05). El grupo con AE de tomillo presentd un peso relativo mayor del
colén con respecto a los demas grupos (0.2 vs. 0.1%; P<0.05). Por lo tanto el peso
relativo del intestino grueso (ciegos y colon) de los grupos experimentales con AEs
de romero a 200 ppm y tomillo a 600 ppm fué superior a los demas grupos
experimentales (0.6 vs. 0.5%; P<0.10). No se encontraron diferencias significativas
con respecto a los organos adyacentes del TGl como higado y pancreas, ni en la
longitud del intestino delgado.
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Tabla 5.7 Pesos absolutos y relativos (g) de los 6rganos del TGl a los 43 dias de edad en pollos de
engorde suplementados con AEs o un APC'

Tratamiento

Componente  Unidad control | Becitracina  Albahaca Romero Tomillo SEM  Probabilidad
50 ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm
Proventriculo g 96+068  9.8+0.89 9.3+048 8.6 + 0.41 85+014 139 NS
g100gPV  04+0.03  0.4+0.04 0.4 +0.02 0.3+0.02 04+001 006 NS
olleja g A14+246 4214208 384+272  372+149  384+125 501 NS
gM100gPV 174009  1.7+0.10 1.6 +0.09 1.5 +0.05 16+005  0.18 NS
Estomago g 51.0+2.89 51.0+265  47.7+297  458+176  468+127 578 NS
g100gPV 214010  21+0.13 2.0 +0.10 1.8 +0.06 20006 022 NS
buodeno g 12140830 147+1892 156+1.33% 167+0612 13.0+£096> 291 P<0.10
g/100gPV  0.5+0.03>  0.6+0.072 06+005%  07+0.032  0.6+0.042 022 P<0.10
Yeyuno g 243+146° 260+132 295+1982 322+1592 248+133b 371 P<0.05
g100gPV  1.0+0.07bc 09+006°c 124007 130062 1.0+0.06> 015 P<0.05
fleon g 238+229 238+206 2514052 248+106  223+074 364 NS
g/100gPV  1.0+0.11  0.9+0.08 1.0 +0.04 1.0 +0.06 09+004 047 NS
Intestino g 619+2.84c 645+3020c 7024297 73742222 60.1+155¢ 6.20 P<0.05
Delgado 01100 gPV 2540455 26+£043c  29+010%  30+0422  25+£009% 028  P<0.05
Ciegos g 85+067b 107+1112 91+055> 11.8+0582 06+0842> 188 P<0.05
g/100gPV  0.3+0.03° 04+005® 04+002® 05+0012  04+0042 007 P<0.10
Colén g 27+021% 2940220  26+016>  27+0.12>  31+0422 059 P<0.05
g/100gPV  0.1+001> 01+001> 01001  01+001°  02+0.022 012 P<0.05
Intestino g 11.2+£075b 136+128% 117+067> 145+0542 137+1.002 214 P <0.05
grueso g100gPV  04+003> 0540052 05+0032 06+0012  06+0.052 0.09 P<0.10
16 g 1734 +660 1820+662 1774+7.73 1798+572 167.5+331 062 NS
gM00gPV  71+027  7.2+0.34 72+0.23 7.1+0417 744020 060 NS
Higado g 58.1+173 535+161 544+673  60.0+240  56.3+204 837 NS
g100gPV 244004  2.2+0.09 25+0.08 2.2+0.29 23004 034 NS
PAncreas g 54+018  63+056 55+0.33 52+053 58+026 096 NS
g100gPV  02+001  0.3+0.03 0.2 +0.01 0.2+0.02 02+001 004 NS

a¢ L as medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05); NS: No significativo P > 0.10

1Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos
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Tabla 5.8 Mediciones absolutas y relativas (cm) de los componentes del intestino delgado a los 43
dias de edad en pollos de engorde suplementados en la dieta con AEs o un APC?

Tratamiento

Componente Unidad Control Bacitracina  Albahaca Romero Tomillo SEM  Probabilidad
50 ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm

Duodens cm 316+082 314+086 309+206 308+176  315+157 3.79 NS
cm/100gPV  1.3+0.03  1.2+0.04 1.3 +0.06 1.2+0.08 134005 014 NS

Yeyuno cm 700+371 T747+214 7574343  776+246  802+151  6.90 NS
cm/100gPV  29+020  3.0+007  32+0.12 34+017 344004 033 NS

lleon cm 796+136 824+250 785+372  823+118  832+241 675 NS
cm/100gPV  33+014 334007  33+0.11 3.3+0.10 354006 027 NS

Intestino cm 181.1+4.96 1886+4.47 1851+877 1906+366 1948+503 15.06 NS
Delgado o100 gPV  75£035  7.5£0.14 7.7+0.27 7.7 +0.31 82+012 065 NS

"Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las seis réplicas por tratamientos

NS. (No significativo) P > 0.10

5.3.5 Rendimiento de la canal y de las fracciones
Al dia 43 de edad de sacrificio se obtuvo el rendimiento en canal para cada uno de
los grupos experimentales de acuerdo al peso vivo. Las fracciones analizadas
fueron pechuga, pierna-pernil, alas, costilla y rabilla las cuales no se les retiro la
piel y el hueso. La grasa abdominal también fue retirada de la canal y pesada por
separado. La tabla 5.9 resume los resultados en porcentajes de cada uno de los
segmentos. En general, el rendimiento en canal del grupo con AE de romero fue
estadisticamente superior a los grupos con AE de albahaca, control y bacitracina
(65.3% vs. 63.5%; P<0.05) y similar que el grupo con AE de tomillo (64.9%). En el
fraccionamiento, solo se observaron diferencias significativas con respecto al
porcentaje de rabadilla de la canal, el cual fue superior en el grupo con el AE de
romero (8.0%) con respecto a los grupos con AE de tomillo (7.6%), control (7.7%) y
con APC (7.4%) (P<0.05) y similar al grupo con AE de albahaca (7.8%).
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Tabla 5.9 Rendimiento en canal y sus fracciones al sacrificio de pollos de engorde suplementados
con AEs o un APC a los 43 dias de edad.

Tratamiento

Fraccion Control Bacitracina  Albahaca Romero Tomillo SEM  Probabilidad
70 ppm 600 ppm 200 ppm 600 ppm

Canal 634+041c 636047 637+020% 653+0.782 64.9+0.35% 1.67 P <0.05
Pechuga 274033 2334032  237+019 2354042 2354063 1.41 NS
Pierna-pernil 20.1+023  19.8+0.31 195+020 207038  20.7 +0.51 1.20 NS
Alas 7.6+0.15 7.6+0.11 7.5+ 0.11 79+018  7.8+0.14 0.50 NS

Rabadilla 77+015>  74+014> 7840132  80+0.412  7.6+0.13" 0.44 P <0.05
Costilla 5.3+ 0.29 5.6 +0.29 5.2+ 0.23 53+0.16  5.6+0.10 0.74 NS
Grasa abdominal (.8 +0.08 0.9+0.08 1.0 +0.09 1.0+£0.08  0.9+0.08 0.27 NS

¢ | as medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05); NS. (No significativo) P > 0.10

"Los valores corresponden a los promedios + error estandar de las medias de las doce réplicas por tratamientos

5.3.6 Analisis econdémico

Para determinar el costo de la utilizacion de AEs en dietas para pollo de engorde y
el beneficio o la utilidad econémica se utilizé el modelo econédmico disefiado por
Marini (1978) y el indice de rentabilidad Ingalls-Ortiz (IOR), los cuales se resumen
en la Tabla 5.10.

En el costo del pollo por kilogramo en pie, se observo que el tratamiento con AE de
albahaca ($3300), superé ampliamente el costo de producciéon con respecto a los
demas grupos experimentales (P<0.001). Este resultado se puede atribuir al costo
del AE el cual es alto debido a su bajo nivel de rendimiento de extracciéon (0.1%) y
su alto nivel de inclusién (600 ppm). Este grupo fue seguido con AE de tomillo
($2327), cuyo bajo rendimiento de extraccion (0.5%) y su nivel de inclusién (600
ppm) fueron relevantes para este parametro. Sin embargo, el grupo con AE de
romero tuvo un costo similar al grupo con APC ($1803 vs. $1757). El AE de romero
obtuvo el mayor rendimiento de extracciéon entre los AEs evaluados (0.8%),
ademas de un bajo nivel de inclusién dietario (200 ppm) y con resultados
productivos positivos. EI grupo con menor costo fue el control sin la inclusion de
ningun aditivo ($1676).

Con respecto al ingreso neto parcial, el grupo con AE de romero ($5364) fue
superior comparado con los grupos con AE de albahaca ($5140) y control ($5160)
y similar a los grupos con AE de tomillo ($5241) y bacitracina ($5270) (P<0.05). En
el ingreso parcial por pollo en canal (IPC) y el ingreso parcial por pollo fraccionado
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en canal (IPPF) el grupo con AE de romero fue superior a los grupos con AE de
albahaca, control y con APC y similar al grupo con AE de tomillo (P < 0.05). En el
IOR el grupo control obtuvo un valor mayor (1.10) con respecto a los grupos
restantes, indicando un mayor margen de utilidad comparado con los grupos con
AE de romero y APC que obtuvieron un valor similar (1.02 y 1.05). Los grupos con
AE de tomillo (0.79) y albahaca (0.56) obtuvieron valores inferiores a uno,
indicando una utilidad baja (P<0.001).

Tabla 5.10 indices econémicos en pollos de engorde a los 42 dias de edad suplementados con AEs
o un APC de acuerdo al modelo econdmico de Marini (1978) y el indice de rentabilidad Ingalls-Ortiz
(IOR)

Indicadort Control Bacitracina Aegboaggﬁ Eo%nggr?] &)%n;g?n SEM Probabilidad
CP 1675.9 + 23.29¢ 1757.6 £ 20.94¢ 3300.5+ 15532 18034 +£10.37¢  2327.1 £ 19.96° 45,53 P <0.001
INP 5160.4 + 67.62b 5270.8 + 81.462 5140.0 £23.95>  5364.1 £+58.032  5241.3+53.672>  147.1 P<0.05
IPC 11020.7 £ 143.64¢  11307.0 £ 173.08a¢  11197.4 £ 54.08bc  11661.7 + 126.262 11422.7 + 116.242>  315.50 P<0.05

IPPF 5643.9 +73.04¢ 5793.0+ 88.12bc 5857.1+27.16®  6066.7+65.302  5984.2 £60.63®>  161.6 P<0.05
IOR 1.10 £0.022 1.05+0.01b 0.56 +£0.01¢ 1.02+0.01b 0.79+0.01¢ 0.02 P <0.001

1CP: costo de produccién por kg de pollo; INP: ingreso neto parcial; IPC: ingreso parcial por pollo en canal; IPPF: ingreso parcial por
pollo fraccionado en canal IOR: indice de rentabilidad Ingalls-Ortiz. Los valores corresponden a los promedios * error estandar de las
medias de las seis réplicas por tratamiento.

a<¢ | as medias entre las filas difieren estadisticamente por medio del test de DMS (P < 0.05 o P < 0.001)

5.4 DISCUSION

La investigaciones previas han demostrado que los AEs, puros o en mezclas, son
capaces de producir efectos benéficos sobre el desempefio productivo y la salud
intestinal de pollos de engorde, los cuales son comparables con los APC, o con
otros aditivos alternativos como los acidos organicos, probidticos o prebidticos
(Zhang et al., 2005, Algicek et al., 2004). Los efectos promotores de los AEs han
sido atribuidos a diferentes mecanismos como un adecuado balance de la
microflora intestinal (Cross et al., 2007), aumento de la digestibilidad de nutrientes
(Malayoglu et al., 2010; Hernandez et al., 2004), cambios morfolégicos e
histoquimicos sobre el epitelio intestinal (Jamroz et al., 2006) y la estimulacion de
enzimas digestivas (Jang et al., 2007). Otros efectos benéficos secundarios de los
AEs son los antioxidantes tanto en carne (Botsoglou et al., 2002) como en huevos
(Florou-Paneri et al., 2005), los hipocolesterémicos (Ali et al., 2007; EI-Ghousein, et
al., 2009), y los anticcocidiales (Oviedo-Rondédn et al., 2006). Por lo tanto los AEs
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son uno de los aditivos naturales alternativos a los APC que producen varios
efectos tanto en la salud intestinal, como en el desempeno productivo de las aves.

Estos multiples efectos de los AEs pueden ser atribuidos a la complejidad de sus
moléculas o sustancias activas y la combinacion de las mismas. En este estudio
los tres AEs (romero, albahaca y tomillo) seleccionados de acuerdo con su
actividad antibacterial in vitro contra bacterias patdgenas y benéficas y efectos
agregados en la digestibilidad de nutrientes, demostraron mejorar la conversion
alimenticia en la etapa final de crecimiento (dia 22-42) y en el acumulado total (dia
1-42) en un ciclo comercial de pollos de engorde comparado con un grupo
suplementado con bacitracina, un APC actualmente utilizado ampliamente en la
nutricion para aves en la mayoria de los paises. Adicionalmente, los AEs
evaluados tuvieron efectos significativos o similares al APC sobre el rendimiento de
la canal, los cuales son comparable con estudios realizados con mezclas de AEs
(Jamroz y Kamel, 2002; Alcicek et al., 2004). Sin embargo, algunos estudios con
AEs no han demostrado efectos significativos sobre este parametro (Garcia et al.,
2007; Zhang et al., 2005, Mandal et al., 2000). Alcicek et al., 2004, encontraron
que un mezcla de AEs mejoraba la ganancia de peso corporal, el consumo de
alimento, la produccion en canal y el peso intestinal de pollos de engorde a los 42
dias de edad. Estudios con AE de tomillo demostraron efectos positivos sobre el
desempefio productivo, la produccién de canal y el tracto digestivo (Cross et al.,
2007; Fotea et al., 2008a, EI-Ghousein et al., 2009). Con respecto al AE de romero,
efectos significativos (Fotea et al., 2008b) y no significativos sobre el desempefio
productivo han sido reportados en la literatura (Basmacioglu, et al., 2004). Algunos
estudios con AE de romero no solo destacan los efectos positivos sobre la
ganancia de peso corporal, sino su actividad antioxidante sobre la canal
(Spernakova et al., 2007). Ghazalah y Ali (2008), suplementaron pollos con tres
niveles de hojas de romero (0.5, 1 y 2.0%) y observaron que los pollos
suplementados al 0.5% exhibieron mayores ganancias de peso corporal vy
conversion de alimento en comparacion con el grupo control, ademas obtuvieron
incrementos en la proteina plasmatica total, albumina, globulina, anticuerpos contra
glébulos rojos de oveja y hormonas tiroideas (T3 y T4) vy disminuciones en las
concentraciones plasmaticas de glucosa, lipidos totales y colesterol. En ese
estudio niveles mayores de 0.5% de hojas de romero afectaron desfavorablemente
los parametros productivos. Ningun reporte ha demostrado efectos del AE de
albahaca sobe el desempefio productivo en aves, aun cuando se ha demostrado
un efecto favorable sobre la oxidacion lipidica en la carne de pollo junto con el AE
del romero (Lopez-Bote et al., 1998). Por lo tanto, este seria el primer ensayo en
reportar al AE de albahaca como una alternativa para reemplazar los APC.

137



En este estudio no se observaron efectos sobre la conversion final del APC, lo cual
ha sido asociado en algunos reportes a las condiciones ambientales. Aunque en
este estudio se uso una cama reciclada, las condiciones de higiene o densidad
fueron las 6ptimas. Se reporta que cuando los pollos son alojados bajo condiciones
de limpieza y una densidad moderada, no se observan respuestas aun positivas a
los APC (Gunal et al., 2006). Por lo tanto las condiciones ambientales pueden
influir en el efecto de un aditivo sobre la salud intestinal. Guban et al., (2006)
muestran que pollos mantenidos en piso tenian mas bajas concentraciones de
taurocolato (una sal biliar) comparado con pollos de engorde en baterias. Sin
embargo, la suplementacion con bacitracina aumento sus niveles, lo cual
posiblemente este asociado con la disminucion de poblaciones de Lactobacillus
salivarus, las cuales desconjugan sales biliares.

Efectos sobre el tracto digestivo en pollos de engorde fueron observados. A nivel
macroscopico el peso relativo del intestino delgado y del intestino grueso, fue
mayor en pollos suplementados con los AEs de tomillo, romero y albahaca a los 43
dias de edad. A nivel microscopico, mediciones realizadas en la mucosa intestinal
determinaron que la altura de las vellosidades en yeyuno e ileon fue mayor en
grupos con AEs comparado con el grupo control. Posiblemente en este estudio, el
peso relativo y la altura de la vellosidad estén correlacionados en el TGI. Al
respecto, Garcia et al. (2007) encontraron efectos positivos sobre la altura de la
vellosidad y la profundidad de la cripta en pollos suplementados con 200 ppm de
una mezcla de orégano, canela y pimienta. Agentes antimicrobianos son conocidos
por reducir la carga microbiana, lo cual a la vez disminuye la presencia de toxinas
que son asociadas con cambios en la morfologia intestinal, como el acortamiento
de la vellosidad y aumento en la profundidad de la cripta. Garcia et al. (2007)
encontraron efectos positivos sobre la altura de la vellosidad y la profundidad de la
cripta en pollos suplementados con 200 ppm de una mezcla de orégano, canela y
pimienta. Una cripta profunda indica un rapido intercambio de tejido y una
demanda alta para la renovacién del tejido epitelial, por lo tanto, se incrementan los
requerimientos nutricionales y se disminuye la eficiencia productiva del animal. En
resumen, una vellosidad corta y una cripta profunda, pueden conducir a una pobre
absorcidon de nutrientes, incremento de la secrecién en el tracto intestinal, diarrea,
disminucion de la resistencia contra enfermedades y bajo desempeno productivo
(Yason, et al., 1987; Xu et al., 2003). Este efecto positivo sobre la altura de la
vellosidad y la profundidad de la cripta también han sido observados en
tratamientos con promotores de crecimiento y manooligasacaridos, pero sin afectar
el numero de células caliciformes (Markovic et al., 2009). Es importante sefalar
que un estudio demostré6 que los fitonutrientes (carvacrol, cinamaldehido vy
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oleorresina de Capsicum) son fuertes moduladores del control transcripcional de
linfocitos intraepiteliales intestinales de pollo. Lo cual indica que algunos
fitocompuestos pueden influir sobre la inmunidad, metabolismo y fisiologia por
alteracion de la expresion de genes importantes asociados con la resistencia de
enfermedades del huésped contra patégenos (Kim et al., 2010).

Los APC son necesarios en algunos casos para evitar las pérdidas econdmicas
causadas por enfermedades como la enteritis necrética, la cual puede producir
mortalidades hasta del 30% (Dahiya et al., 2006). Sin embargo, un estudio llevado
a cabo en los Estados Unidos concluyé que los APC son asociados con pérdidas
econdmicas a los productores, ya que sus efectos sobre la produccién no cubren
los costos de su implementacion (Graham, et al., 2007). Para evaluar la viabilidad
del uso de los AEs seleccionados, se uso un modelo econdémico que incluyo
factores como los resultados productivos y los costos parciales. Aunque los AEs
seleccionados en este estudio demostraron mejorar parametros productivos como
el FEE y el porcentaje de EA, los altos costos de su inclusion son atribuidos al
rendimiento de extraccion (<0.5%) y los altos niveles de inclusion (600 ppm), lo
cual hace que parametros como el costo de produccion por kilogramo de peso vivo
o el indice de rentabilidad Ingalls-Ortiz (IOR), muestren un escenario
econdmicamente inviable para la inclusién de los AEs de tomillo y albahaca. Sin
embargo, se observaron efectos favorables sobre el INP, IPC y el IPPC, con la
inclusion de los AEs, lo cual es atribuido a los efectos positivos sobre la conversion
de alimento y el rendimiento en canal que compensan los costos de la inclusién de
los AEs. El AE de romero tuvo costos similares al APC e ingresos superiores a los
grupos control y con APC. Esto posiblemente se debid al rendimiento de extraccion
(0.8%), su bajo nivel de inclusion (200 ppm) y los efectos positivos sobre el
desempefio productivo. Estos resultados indicarian que el AE de romero seria la
alternativa natural, econémica y mas viable para reemplazar los APC y mantener
los estandares de produccidén competitivos.

El uso de aditivos alimenticios es usualmente sujeto a regulaciones restrictivas. Por
ejemplo, en la Union Europea un aditivo necesita demostrar la identidad y la
trazabilidad del producto, la eficacia sobre el efecto nutricional, la posible ausencia
de interacciones con otros aditivos y la seguridad para el animal (tolerancia), el
usuario (productor), el producto (residuos) y el medio ambiente (European
Commission, 2003). Los aditivos naturales estan sujetos a las mismas
evaluaciones. Los AEs en las dosis adecuadas han demostrado no producir
efectos desfavorables sobre el desempefio productivo en aves, ademas de tener
efectos antioxidantes sobre la produccion de carne y la aceptacion de la
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palatabilidad del producto. En este estudio posiblemente los efectos sobre el
desempefio productivo y el rendimiento en canal estén asociados a mecanismos
fisiologicos de los AEs sobre el TGI, como aumento en la longitud de la vellosidad y
el peso relativo del intestino delgado (yeyuno e ileon), lo que conlleva a una mejor
absorcion de nutrientes. Sin embargo, seria necesario evaluar la dinamica de la
microflora intestinal y el sistema inmune a nivel intestinal para tener una conclusién
mas clara de los efectos funcionales de los AEs. También es necesario evaluar los
AEs en condiciones actuales de desafio o de estrés como son altas densidades,
baja calidad del alimento, alta carga de patégenos, entre otras. El rendimiento de
extraccion, la composicién quimica y el nivel de inclusion influyen sobre el uso
econodmico y productivo de los AEs en la Nutricibn Animal. La elaboracion de
mezclas (Ej., Crina®) con los AEs, posiblemente favorezcan la eficiencia de los
AEs, debido a los efecto sinérgicos de los compuestos principales y sus
precursores. El uso de los aditivos naturales en Colombia empezara a tomar
fuerza, en la medida que aumenten las restricciones comerciales o las barreras
sanitarias y el mercado de productos naturales u organicos incremente su
demanda efectiva. Investigaciones futuras sobre estos productos son necesarias
para evaluar el desempeio de los mismos y encontrar alternativas a los
compuestos sintéticos y sin efectos secundarios o riesgos para la salud publica.

5.5. CONCLUSIONES

Los AEs de albahaca, romero y tomillo demostraron disminuir la conversién
alimenticia acumulada total (dia 42) en comparacion con los grupos control y con
APC. Este efecto se observo a partir de la etapa final de crecimiento (dia 22-42).
También mejoraron parametros productivos como el factor de eficiencia europea, el
porcentaje de eficiencia americana y el rendimiento en canal.

Los efectos de los AEs sobre el desempeno productivo posiblemente sean
atribuidos a cambios fisiolégicos y bioquimicos sobre el tracto gastrointestinal tales
como el aumento del area de la superficie de la vellosidad intestinal, el cual esta
asociado, a la disminucién de poblaciones patégenas y sus toxinas, produciendo
una mejor digestion y absorcion de nutrientes.

El efecto de los aditivos naturales o sintéticos, también estan relacionados con
factores ambientales bajo el control del productor, como la densidad de poblacion,
la calidad del alimento y el tipo de recursos alimenticios, el tipo de explotacion
entre otras.
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Los AEs de albahaca, tomillo y romero usados en las dosis apropiadas pueden
actuar como alternativas a los APCs, sin embargo, la viabilidad econémica de los
mismos depende de varios factores, como la produccién y la extracciéon del AE, el
nivel de inclusion y su combinacion con otros aditivos.

Los AEs ademas de los efectos favorables sobre el desempefio productivo,
producen efectos sobre la calidad de la carne (antioxidantes), inmunoestimulantes,
anticcodiales, entre otros. Es necesario evaluar si los AEs implementados en este
estudio producen estos efectos, como se reporta en estudios previos.

Ante la creciente demanda de la produccién de alimentos libres de residuos como
los antibidticos u organicos por parte del consumidor, los AEs pueden favorecer la
produccion de productos naturales con valores agregados favorables en la
produccion y economia al productor.

Estudios sobre el uso de mezcla de los AEs, asi mismo como su mecanismo de
inclusidon o vehiculizacién son necesarios para mejorar la eficiencia de uso y su
influencia en los costos de elaboracion de dietas.

Los efectos de los AEs sobre la microflora intestinal, el sistema inmunolégico y
posible expresiéon de genes (nutragendmica), ademas de su farmacocinética son
necesarios en el futuro para entender los mecanismos por los cuales los AEs
favorecen la salud y la produccion de pollos de engorde.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los aceites esenciales (AEs) son metabolitos volatiles secundarios de las
plantas, producidos para acciones de defensa contra agente externos
(bacterias, insectos, radiacion). Debido a su complejidad quimica
(monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropenoides entre otros) se les confiere
diferentes propiedades  quimicas (antibacterianas, antifungicas,
antioxidantes, insecticidas entre otras). La composicion de los AEs y la
proporcion de los compuestos depende de varios factores, entre ellos
geograficos, climaticos, fertilizacion, agua, estado productivo de la planta
entre otros. Para garantizar la composicion de los AEs de manera constante
es necesario determinar los factores principales que pueden alterar su
composicion y estandarizar condiciones de cultivo.

Los AEs obtenidos de plantas cultivas en condiciones de invernadero en los
Andes Colombianos, presentaron perfiles cromatograficos y actividades
antimicrobianas comparables con los reportados en otros paises. En esta
investigacion se observo que los AEs de orégano y tomillo, compuestos
principalmente por timol y carvacrol, no sélo tenian actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-negativas patdgenas, sino también sobre bacterias
Gram-positivas benéficas a bajas concentraciones, lo cual puede ser un
efecto indeseble debido a la importancia funcional de estas bacterias. EI AE
de albahaca fue mas activo contra bacterias patdgenas que bacterias
benéficas. Los AEs de romero y salvia fuerdn activos contra todas las
bacterias evaluadas pero en concentraciones mas altas. Por lo tanto,
dependiendo del tipo de AE y su composicion, la actividad antibacteriana
varia constantemente. Otros factores que también pueden influir sobre la
actividad antimicrobiana son la clase de microorganismo, su composicion
estructural y el método de evaluacién. Para evaluar el efecto de los AEs
sobre el perfil genotipico y fenotipico de la microflora intestinal son
necesarios estudios que emplen técnicas moleculares de precision.

La efecto de los AEs sobre el desempefio productivo y la digestibilidad de la
energia y nutrientes (proteina y grasa), depende de varias caracteristicas,
entre ellas esta el tipo de AE y su composicién, el nivel de inclusién, el
método de vehiculizacion, el tipo de dieta, las condiciones ambientales y de
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manejo de las aves y el estatus fisioldgico del individuo. En este estudio se
demostré que en condiciones en bateria hasta los 21 dias, los pollos
suplementados con AEs de tomillo a 600 ppm, albahaca a 600 ppm y
romero a 200 ppm, mejoraban la ganacia de peso, la conversion alimenticia
y la digestibilidad de nutrientes. Las inclusiones de 1000 ppm afectaron
desfavobarablemente el desempefio productivo, lo cual podria ser atribuido
a factores como alteraciones fisioldgicas del animal o téxicas de los AEs.
Evaluar la dosis de implementacion de los AEs es necesario para determinar
los niveles de seguridad de los AEs y los niveles que tengan efectos
positivos sobre el desempefio productivo de las aves.

El efecto de los AEs sobre el desempefo productivos (conversion,
mortalidad, indices productivos y rendimiento en canal) pueden ser atribuido
a varios factores. En este estudio se demostré6 que los AEs de tomillo,
albahaca y romero aumentaban la altura y el area de superficie de la
vellosidad de duodeno y yeyuno y el peso relativo del duodeno, yeyuno,
colon y recto. Esto podria indicar que los AEs favorece la absorcion de
nutrientes al disminuir cargas patdégenas y por lo tanto sus toxinas, las
cuales afectan negativamente la altura de la vellosidad y la profundidad de
la cripta. También es posible que como consecuencia se disminuyan
procesos inflamatorios a nivel intestinal. Otro factor que podria influir sobre
el mejor desempeno productivo del ave es la estimulacion de enzimas a
nivel duodenal, lo cual favoreceria la digestibilidad y absorcién de nutrientes.
Sin embargo, estudios sobre el sistema inmunolégico, microflora, enzimas e
incluso genes podrian sefialar un analisis mas detallado sobre el efecto
fisiologico de los AEs en el ave.

La viabilidad econémica de los aditivos naturales como los AEs, depende de
las siguientes variables: costo de produccién del cultivo y su rendimiento de
extraccion, dosis de implementacion, vehiculizacion de los AEs, efectos
sobre el desempefio de productivo como ganancia de peso, conversion,
mortalidad y rendimiento en canal, costos y calidad de la dieta y costos de
manejo y produccion. En este caso, los AEs de tomillo y albahaca debido a
su bajo rendimiento de extraccion y a su alto nivel de inclusion dietario, no
fueron econémicamente viables. Solo el AE de romero tuvo costos similares
a los de un APC como la bacitracina. Por lo tanto medidas que favorezcan la
eficiencia de los AEs como mezclas adecuadas y sistemas de vehiculizacién
(emulsificaciones o microencapsulamientos) son necesarias para la
viablidad econdmica de los AEs en la nutricion animal.
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Los APC han sido prohibidos en varios paises como aditivos en la nutricion
animal debido a la aparicion de cepas patdgenas humanas resistentes a los
antibidticos y al principio de prevencion del consumidor de la disminucion de
residuos de medicamentos en los productos de origen animal. Sin embargo,
esto afecta desfavorablemente el desempefio de la produccién aviar
comercial. Colombia debe estar cada vez esta mas encaminada a la
reduccion de residuos de medicamentos en los productos de origen animal y
la produccion de productos organicos. Debido a su gran biodiversidad de
especies vegetales y sus condiciones medio ambientales, tiene un gran
potencial en la investigacion de productos de origen natural. Los AEs
extraidos de plantas aromaticas podrian ser usados como aditivos en la
nutricion animal ya que favorecen el desempefo productivo, no producen
residuos y tiene propiedades antioxidantes en carne y huevos. Estudios mas
detallados de estos compuestos naturales y otros aditivos permitirian
conocer y favorecer el desarrollo de nuevas tecnologias en la nutricidon
animal, asimismo abrir oportunidades en nuevos mercados.
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RECOMENDACIONES

Para el desarrollo de estos experimentos en pollos, es indicado asegurar la calidad
del ave mediante andlisis de laboratorio que establezcan el grado de
contaminacién del pollo en el primer dia o establecer proveedores con exceletes
estandares de produccion. También controlar la calidad de las materias primas y su
origen e implemtar medidas de bioseguridad que no permitan la entrada de
agentes agresores secundarios que puedan alterar los resultados finales.
Asimismo, es necesario establecer condiciones de manejo homogéneas vy
favorables como calefaccion, luz y agua y contar con un buen equipo de
colaboracion y equipos adecuados.

Investigaciones futuras sobre los AEs son necesarias en varios aspectos: 1.
Estandarizacién de condiciones de cultivo, manejo, ambientales y extraccién para
la producciéon de AEs con composiciones constantes. 2. Efecto de los AEs sobre
diferentes aspectos bioquimicos y fisiologicos del ave como farmacocinética de los
AEs y sus compuestos, efectos de los AEs sobre la microflora intestinal,
estimulacion de enzimas, inmunologia celular y humoral, consideraciones
genéticas entre otros. 3. Uso de mezcla de los AEs o con otros compuestos para
favorecer su eficiencia y dosis de inclusion 4. Vehiculizacion de los AEs con
emulsificaciones o encapsulamientos, sin afectar la composicion de sus
compuestos activos en la dietas para aves 5. Efectos de los AEs (Ej.,
antioxidantes) sobre los productos de origen animal como carne y huevos.

También es necesario evaluar la efectividad de los AEs bajo condiciones de estrés
o de manejo similares a los de una produccion industrial, como altas densidades,
camas recicladas, reto con agentes patégenos, baja calidad de materias primas
entre otros, para evaluar su efectividad y viabilidad econdmica en un sistema de
produccion.
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