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RESUMEN

Martinez Martinez Gustavo. Respuesta a la adicibn de probidticos sobre los

parametros productivos y la pigmentacion de la piel del pollo de engorda in vivo.

(Bajo la direccion de: Dr. Benjamin Fuente Martinez y MC. Xochitl Hernandez

Velasco).
Con el objeto de determinar la respuesta en los parametros productivos,
absorcién y depésito del pigmento amarillo en la piel del pollo de engorda
hembras y machos al adicionar probidticos en su dieta, se utilizaron 400 pollos
de la estirpe Ross 308 de un dia de edad de ambos sexos. Las aves fueron
distribuidas en un disefio completamente al azar con un arreglo factorial de 4 x
2. El experimento consté de cuatro tratamientos: 1. testigo negativo (sin
probioticos); 2. Dieta 1 + L. acidophilus; 3. Dieta 1 + B. subtilis; 4. Dieta 1 + L.
farciminis. Siendo los tratamientos un factor y el otro el sexo macho o hembra
semanalmente se evalud la ganancia de peso, consumo de alimento y el indice
de conversién. A partir del dia 21 de edad de las aves se midi6 el
amarillamiento cutaneo (b*). Ademas se cuantific6 la concentracion de
xantofilas amarillas en plasma. Los resultados obtenidos en 49 dias de edad
para parametros productivos y pigmentacion de la piel mostraron un
comportamiento similar entre los tratamientos solo, con factor sexo siendo
mejor en machos; mientras que la concentracion de xantofilas en plasma fue
menor (P<0.05) en las aves del grupo testigo (17.2 pug/ml) con respecto a los
tratamientos 2 al 4 que recibieron los probitticos (19.4, 18.7, 20.1 pg/ml

respectivamente). La pigmentacion amarilla de la piel del pollo in vivo a 49 dias
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de edad mostrdé ser mayor en las hembras (20b*) con respecto a los machos

(18b*) (P<0.05).



INTRODUCCION

Debido a la necesidad de mejorar los parametros productivos, calidad nutricional y
comercial de la avicultura mexicana se adhieren a las dietas aditivos, entre ellos
estan los pigmentos, promotores de crecimiento, saborizantes, aglutinantes, etc.
La pigmentacion amarilla de la piel del pollo de engorda es un factor muy
importante para su comercializacion y venta en varias partes del mundo
incluyendo México. La relacion de la salud del pollo y de la frescura de la canal
con una mayor intensidad en el color amarillo de la piel constituye una ventaja
comercial’.

Debido a lo anterior, los productores adicionan pigmentantes a la dieta del pollo
para mejorar su presentacion fisica®3. Sin embargo para su eficiente deposicién,
se necesita que el pollo de engorda tenga un 6ptimo sistema gastrointestinal, para
lograr una absorcién del pigmento y este tenga mejor distribucion a lo largo de la
piel y demas 6rganos blancos.

Esto nos lleva a un problema que es mantener la salud intestinal de los pollos.
Existen aditivos promotores del crecimiento dirigidos a mantener esa funcion
bioldgica y contrarrestar a agentes patégenos que la afectan. Actualmente, debido
a las nuevas tendencias mundiales, de disminuir el uso de los antibiéticos como
promotores de crecimiento iniciadas en la Unién Europa a partir del afio 2006%, se
han propuesto a los probidticos como una alternativa al uso de los antibiéticos

para promover la salud intestinal y ganancia de peso en los animales.



A la fecha existen pocos reportes de la accion de los probiodticos afectando el
color de piel de pollo; sin embargo, Zhu et. al. (2009)°, reportan que la adicién
con Lactobacillus salivarius incrementa el color de la piel en la escala del
colorimetro Roche y los valores del amarillamiento en muslo (b*).

Cortés y Avila en el 2000 reportaron una tendencia a mejorar el amarillamiento en
la piel al adicionar Bacillus toyoi®.

Xu et al. (2006)’, mencionan que al adicionar Bacillus subtilis en la dieta de
gallinas de postura aumentd ligeramente el color de la yema de huevo (no
estadisticamente significativo).

Mikulski et al. (2012)® mencionan que el probiético Bacillus subtilis mejora la
calidad de huevo, entre ellos el color de la yema ademas de incrementar la
produccion de las gallinas.

Pelicano et al. (2003)° encontraron que mediante el uso de probiéticos mejoraron
la calidad de la carne en relacion al color (luminosidad), pH y aspecto general.
Con estos antecedentes, se plantedé el presente trabajo para ampliar los
conocimientos sobre los probidticos y su relacién con la pigmentacion de la piel

del pollo.

Indicadores Productivos

La avicultura mexicana ocupa el sexto lugar en produccién mundial de pollo de
engorda y dentro de la produccion pecuaria nacional representa mas del 60%,
donde el pollo de engorda abarca un 34.6%. De acuerdo con datos estimados, en

el 2012 se produjeron 2 957 922 de toneladas de carne de pollo, siendo los



principales estados productores: Veracruz y Querétaro con un 11% cada uno; la
Laguna y Aguascalientes con 10 % cada uno; Puebla con 7%, Jalisco y Yucatan
con 6% cada uno; Guanajuato, Estado de México, Chiapas y Sinaloa con un 5%
cada uno; Nuevo Leodn, Hidalgo y San Luis Potosi con 3% cada uno; y el estado
de Morelos con un 2%. Los empleos que genera la avicultura mexicana con datos
reportados hasta el 2013 son mas de 200 mil empleos directos y 960 mil
indirectos. El costo del alimento representa en promedio 68.3% del valor total de

costos en produccion®.

Pigmentacion

La explotacion de las aves se realiza en confinamiento, lo que motiva que estas
no tengan acceso libre a vegetales ricos en xantofilas, por lo cual las dietas
formuladas para aves de postura o pollos de engorda deben incluir ingredientes
proveedores de xantofilas, como maiz amarillo, gluten de maiz, harina de alfalfa,
chiles, pigmentos sintéticos y concentrados de xantofilas de flor de cempasuchil

(Tagetes erecta)®.

El desarrollo en México en la década de 1960 de la tecnologia de la pigmentacion
del pollo de engorda y de la yema de huevo a partir de la extraccién de
carotenoides de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta) fue realizada por un
grupo de investigadores mexicanos que trabajaban para la fundacion Rockefeller
México comenzaron a buscar algunas alternativas para pigmentar los productos

avicolas, entre las que se encontraba el cempasuchil. Fue asi que se desarrollo la



tecnologia que trascendid las fronteras mexicanas e hizo su aparicion en
diferentes eventos académicos de Estados Unidos. La tecnologia de la
pigmentacion también llamé la atencién de los empresarios, mismos que afios
mas tarde desarrollaron esta tecnologia a nivel industrial**.

En consecuencia, el afadir carotenoides al alimento se ha convertido en una
practica comun en la industria de aves de corral para asegurar la cantidad
necesaria para la pigmentacion®?.

Las principales fuentes pigmentantes empleadas en México para el pollo de
engorda son los carotenoides de la flor de cempasuchil y los chiles del género
Capsicum; asi como los pigmentos sintéticos derivados de apoéster y
cantaxantina®***°,

Por lo tanto, el color de la piel de las aves se obtiene por pigmentos carotenoides

gue se afiaden a las dietas de los pollos de engorde y éste deposita en la piel y

grasa’.

Actualmente en muchos regiones y paises del mundo se prefiere un pollo bien
pigmentado, un ejemplo de estos serian Estados Unidos®, China>, Italia®’,
Brasil*® y México™.

El nivel requerido de xantofilas en la dieta para proveer una adecuada
pigmentacion puede variar ampliamente, dependiendo de la intensidad deseada
por el mercado particular.

En general en México, las preferencias en cuanto a la pigmentacion amarilla en la

piel del pollo, se clasifica de acuerdo a las siguientes regiones del pais:
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e Zona sureste: Mérida, Tabasco, Campeche. No se pigmenta.

¢ Noroeste: Sinaloa, Sonora. Pigmentaciones bajas que van desde los 36-38
puntos de amarillamiento en pollo procesado.

e Norte: Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledén, Tamaulipas. De bajas a nulas
pigmentaciones, que van de 0 a 36 puntos de amarillamiento (b*).

e Occidente y Bajio: Jalisco, Colima, Nayarit, Aguascalientes, Zacatecas,
San Luis Potosi, Guanajuato. Pigmentaciones medias que van de 42 a 44
puntos de amarillamiento (b*).

e Centro: Guanajuato, Querétaro, Estado de México, México D.F., Puebla,
Morelos. Pigmentaciones medias a altas, de 44 a 48 unidades de

amarillamiento (b*).

Clasificacion de pigmentos
En la naturaleza existen varios grupos de moléculas pigmentantes:
e Derivados de tetrapirroles, que consisten en clorofilas y pigmentos biliares
y hematicos.
e Carotenoides.

¢ Derivados benzopiranicos; antocianinas y flavinoides.

Los carotenoides son un grupo de mas de 500 pigmentos repartidas por todas las
plantas y el reino animal®®.
Los carotenoides son lipidos de naturaleza terpenoide, esto significa, que estan

formados por cadenas repetidas de la molécula de 5 carbonos denominadas

isopreno (Figura 1)*°.



Estos a su vez se clasifican en; carotenos y xantofilas. Los carotenos estan
formados exclusivamente por atomos de carbono e hidrégeno, mientras que las
xantofilas se consideran productos de la oxidacion de los carotenos, ya que
contienen atomos de oxigeno, por lo tanto también se consideran como
oxicarotenoides (Figura 2).

Los carotenoides, en particular los oxicarotenoides (también referidos como
xantofilas) luteina y zeaxantina, son los compuestos de interés en el extracto de

flor de cempasuchil en la pigmentacién de las aves de corral®

Tagetes erecta

La flor de cempasuchil pertenece a la clase Magnoliopsidae, la subclase
Dicotiledoneae, al orden Asterales, a la familia Asteraceae, al género Tagetes. La
cual es nativa del continente americano?*.

En México se ubica el area de mayor diversidad de especies del género Tagetes y
los estados en donde se puede encontrar son; Chiapas, Morelos, Estado de
México, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Durango, Jalisco,
Michoacéan, Guerrero y Yucatan?.

Como se mencioné antes una de las fuentes mas ampliamente utilizadas de
pigmentos amarillos es el extracto de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta), que

contienen méas de 2 000 ppm de carotenoides®.

Los carotenoides que se encuentran en la flor de cempasuchil son las xantofilas;
luteina y zeaxantina, siendo la luteina el mas abundante, ya que se encuentra

entre un 80-95% del contenido total®.



La proporcion luteina frente a zeaxantina en Tagetes erecta naturales es de
90:10, pero quimicamente algunos productos tratados Tagetes podria tener una
proporcion de hasta 40:60 y ademas podria proporcionar una tonalidad de color
mas naranja. Estos productos con mayores proporciones de zeaxantina, se
obtienen por reaccion de su oleorresina a una temperatura y presion controladas
con soluciones acuosas fuertemente alcalinas para isomerizar la luteina y
zeaxantina®.

La mayoria de los carotenoides naturales que son relevantes para pigmentacion
de las aves de corral se producen en forma libre, pero la luteina en los pétalos de
Tagetes se produce principalmente como diésteres de &cido palmitico y del &cido

miristico®?.

Procesamiento

Para su utilizaciébn en la industria avicola, el proceso de obtencién de los
carotenoides de Tagetes erecta incluye varios pasos. Primero, las flores son
prensadas, deshidratadas y molidas. Posteriormente se realiza una extraccion con
disolventes, la que genera una oleorresina compuesta en su mayoria de
carotenoides esterificados con un contenido de 70 a 120 mg g’ de xantofilas®.
Esta oleorresina es saponificada a través de una hidrdlisis alcalina para liberar a
las xantofilas, de las cuales de 80 a 90% es la luteina, 5% zeaxantina y de 5 a
15% son otros carotenoides, como violaxantina y criptoxantina®®. El pigmento de
la oleorresina puede ser purificado con aceite vegetal, salicicato de calcio y

gelatina, entre otros aditivos, lo que da como resultado un producto con



condiciones adecuadas para ser utilizado como aditivos pigmentante®. La
saponificacion generalmente se realiza durante la fabricacibn comercial para

aumentar el valor pigmentacion del extracto.

Metabolismo de los pigmentos

Para la absorcion y distribucion ya sea de forma libre o esterificada, la luteina se
absorbe en el torrente sanguineo. Una vez consumida, la luteina libre (no
esterificado) se transporta y almacenan en el higado o en los sitios tegumentarios
como luteina diesterificada®®.

Los carotenoides en la alimentacién son absorbidos en su forma libre, por lo que
los hydroxycarotenoides esterificados tienen que ser saponificados antes de que
sean absorbidos. Los carotenoides alimenticios se encuentran tanto en forma
trans (60 a 90%) y cis (10 a 30%). Hencken (1992)* los evalué in vitro, donde
encontré que el isbmero trans es un pigmento mas eficaz que el isébmero cis,
debido a la tonalidad mas roja y una mayor estabilidad.

Los carotenoides en la dieta son absorbidos en diferentes secciones del intestino,
mientras que la zeaxantina se absorbe principalmente en el ileon, la absorcién de
la lutefna tiene lugar en el duodeno y el yeyuno®.

De manera general una vez que se han liberado de la matriz del alimento, los
carotenoides son hidrolizados en el intestino delgado y se absorben (en forma
libre) via difusion pasiva a través de las membranas del intestino, que tiene la

caracteristica de ser insaturable y tiene un gradiente de concentracién positivo?’.
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Posterior a la absorcion, los carotenoides son depositados en el higado y
transportados por la sangre, rapidamente depositados en los tejidos de pollos de
engorda (adiposo subcutaneo la capa de piel del pecho y muslo), principalmente

como la forma esterificada®®.

Las aves sanas absorben los pigmentos de su dieta, que son transportados por la
sangre al tejido graso subcutaneo y piel, donde se almacenan. Este proceso se ve
afectado en las aves que sufren de enfermedades, especialmente las que afectan

el tracto digestivo, como las infestaciones parasitarias®®.

Factores que afectan la pigmentacion del pollo de engorda

Cuca et al. (2008)° enlistaron los principales factores que afectan la pigmentacion
de la piel de pollo de engorda:

1. La cantidad total de xantofilas administradas durante las 4 Ultimas
semanas, en el caso de pollo de engorda, ya que estas se absorben,
circulan en sangre y se depositan en los tejidos, de donde son facilmente
removidos, metabolizadas y excretadas en un periodo de 14 a 18 dias.

2. La digestibilidad de las xantofilas, depende de su estructura quimica y su
solubilidad. La saponificacién de la luteina esterificada, aunque la hace
mas inestable, aumenta los niveles sanguineos del 41 al 60% en pollo de
engorda. Por otra parte durante el proceso de deshidratacion y almacenaje
de la flor de cempasuchil, se puede producir una isomerizacion parcial de

la forma holo- trans a la forma cis. Esta Ultima tiene una eficacia
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pigmentante que equivale del 60 al 70% de la forma trans. Un analisis de
rutina no indica el grado de isomerizacion.

La gama de carotenoides permite alcanzar diversos matices de
pigmentacién. La luteina es un pigmento amarillo limén; el apoéster
(pigmento amarillo sintético), amarillo oro; la zeaxantina amarillo
anaranjado; y la cantaxantina, rojo. Al buscar un nivel de pigmentacion
debe considerarse los conceptos de saturacion y tono o matiz.

La afinidad del tejido a cada pigmento. Hay pigmentos que se depositan en
la yema, pero no en la piel ni grasa subcutanea. Otros tienen mayor
afinidad por grasa abdominal que por el pico y los tarsos.

El contenido energético de la dieta, el tipo de acidos grasos y la calidad de
ellos. Las grasas oxidadas o con alto grado de peréxidos, destruyen los
pigmentos.

La calidad de ingredientes. Un alto nivel de micotoxinas puede causar
fallas en la pigmentacion.

El manejo, procesamiento y almacenaje de los alimentos, el peletizado y
extrudizado destruyen grandes cantidades de microingredientes, incluso
pigmentos.

El estado de salud de las parvadas, aves enfermas, particularmente con
problemas crénicos respiratorios 0 coccidiosis, no utilizaran
adecuadamente los pigmentos. La absorcion y el transporte se afectan.

El proceso de sacrificio y escaldado pueden disminuir de manera

importante la coloracién de la piel.
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Métodos de evaluacion de pigmentacion en piel
En la practica se utilizan los siguientes métodos directos:

e Prueba de Rank, la cual consiste en la comparacion directa entre si de las
canales de pollo ordenandolas de mayor a menor pigmentacion. Teniendo
la desventaja de que solo sirve para la muestra valorada.

e Abanicos y escalas colorimétricas: se trata de apoyos visuales, los cuales
se presentan como abanicos o reglas con ciertos estandares o patrones de
color. Son usados principalmente para la evaluacion de yemas de huevo y
en pollos alimentados con pigmentos sintéticos.

e Fotocolorimetria de reflectancia: es la medicion de la reflexion de un haz de
luz descomponiéndose o en 3 dimensiones, luminosidad (L*),
enrojecimiento (a*), amarillamiento (b*). Permitiendo esto dar un valor
numeérico a cada variante en forma independiente de la apreciacion
humana. El equipo utilizado es el fotocolorimetro CR-300 o CR-400 de

Minolta.

No es exagerado decir que la pigmentacién del pollo es un reflejo de la salud de la
parvada, esto debido a la deposicién que se tiene respecto a la mayor cantidad de

pigmento absorbido a nivel intestinal.

Salud intestinal
El término “Salud Intestinal” se define como el funcionamiento 6ptimo del tracto

intestinal, el cual maximiza el desempefio productivo de las aves. Porgue el tracto
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intestinal es uno de los factores principales del desempefio y rentabilidad de las

aves, la integridad intestinal es fundamental para tener una produccién rentable®.

La pérdida de la integridad y como consecuencia la salud intestinal puede ejercer
un impacto negativo en muchas areas:
- Salud y bienestar de la parvada.
- Ganancia de peso
- Conversién Alimenticia
- Rendimiento en la canal
- Pigmentacién
- Seguridad alimenticia
- Impacto en planta de procesamiento
- Rentabilidad
El dafio intestinal aumenta el riesgo de infecciones y enfermedades que pueden
afectar a la pigmentacion®-32.
La Integridad intestinal 6ptima, desde el nacimiento hasta el final del ciclo
productivo, es esencial para obtener el maximo potencial genético de crecimiento
y utilizacién del alimento de las aves. Es por esto que es necesario estimular un
desarrollo temprano, integro y completo del aparato gastrointestinal.
La buena integridad intestinal es esencial para®:
e Ladigestion y absorcion optima de los nutrientes del alimento.

e Restringir el paso a los patdégenos entéricos.

14



e Permitir que el ave alcance su potencial genético maximo de crecimiento y
utilizacion del alimento.

e Obtener la mejor pigmentacion posible.

¢ Mantener una resistencia maxima al desgarramiento.

e Prevenir el desperdicio de nutrientes.

e Evitar el exceso de humedad en las excretas.

Los desoOrdenes intestinales usualmente causan un dafo de la mucosa intestinal y
el organismo reacciona a través de una renovacion acelerada de los tejidos
dafados. Este proceso es complejo y requiere de un gasto de energia adicional -
en otras palabras - las enfermedades intestinales se producen a expensas del

rendimiento de las aves.

Probidticos

Una alternativa ampliamente utilizada para promover la salud intestinal y por
consecuencia la absorcién de nutrientes es el uso de algunos aditivos (acidos
organicos, probidticos, prebidticos, enzimas, etc.), particularmente los probioticos
qgue afectan favorablemente el rendimiento y bienestar animal, especialmente a
través de la modulacion de la microbiota intestinal que favorece la salud del
animal. Aunque existen innumerables definiciones de probidticos, algunas de las

mas utilizadas son las siguientes:

e Microorganismos vivos que cuando son administrados en adecuadas

cantidades, confieren beneficios a la salud en el huésped*3.
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e Cultivos de microorganismos vivos (en su gran mayoria del género
Lactobacillus spp.) que colonizan el tubo digestivo de los animales que los
consumen, cuyo objetivo es mantener el equilibrio normal entre las

poblaciones de bacterias benéficas y peligrosas del tubo digestivo®.

e Suplementos alimentarios que contienen bactérias vivas y que promueven
efectos benéficos al hospedero, por favorecer el equilibrio de la microbiota

intestinal®,

Criterios generales para un probiético
Las caracteristicas que deben reunir los probiéticos para mostrar eficacia son*>.
e Tener actividad anitimicrobial
e Sobrevivencia en el tracto gastrointestinal (resistencia a los &cidos
gastricos y bilis)
e No deben causar toxicidad, ni patogenicidad.
e Adhesion al epitelio o mucosa.
e Competicion con la microbiota residente.
e Antagonismo hacia bacterias patdégenas.
e Modulacion de la respuesta inmune.

¢ Viabilidad en poblaciones altas.
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Factores a considerar para la eficacia de los probioticos

Timmerman et al. (2004)*® mencionaron que la actividad de los probiéticos puede
estar relacionada al género, especies y cepas. Un enfoque a la aplicacion de
probioticos podria ser el uso de mezclas pertenecientes a diferentes géneros y
especies.

Mientras que Sazawal et al. (2006)*” y Mountzouris et al. (2010)**mencionan
que la dosis, tiempo y duracion de la administracion de los probidticos podrian ser
un factor que afecte la eficacia de estos.

Hay varios factores que pueden interferir con la respuesta pollos en comparacion
con los probidticos, por ejemplo, la edad de proceso por lotes, el grado de desafio
a la salud, cantidad de microorganismo, agente anticoccidial, crianza en jaulas o

en el suelo, entre otros®.

Mecanismos de accion

Para explicar los efectos protectores de los probidticos en los organismos, se han
resumido cuatro mecanismos; antagonismo a través de la produccién de
sustancias antimicrobianas; competicion contra organismos patdégenos por la
adhesion a sitios o utilizacion de nutrientes; inmunomodulacion del hospedero e

35,40,41,42_ Pero también se

inhibicion de la produccion de toxinas bacterianas
atribuyen homeostasis en la microbiota intestinal, estabilizacion de la barrera

gastrointestinal y expresion de bacterocinas®®.
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Caracteristicas de las especies mas comunes
Entre los microorganismos mas utilizados como probidticos se encuentran
Aspergillus spp., Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp.,

Lactobacillus spp., y levaduras como Sacharomyces cerevisiae. %%

Lactobacillus. Este género es una amplia y heterogénea unidad taxondmica,
comprendiendo mas de 100 diferentes especies, pertenecientes al grupo de las
bacterias productoras de acido lactico. Muchas especies son constituyentes de las
mibrobiota normal de humanos y animales. El Lactobacillus acidophilus absorbe la
lactosa y la metaboliza formando &cido lactico. Los lactobacilos crecen bien en
medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6.4 a 4.5. La mayoria de las cepas
de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su crecimiento éptimo se
alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas. La mayor parte de los

lactobacilos son mesdéfilos (30 - 40°C), con un limite superior de 40°C*.

Bifidobacterium. Su presencia en altas poblaciones esta asociada con la buena
salud del hospedero®.

Las bifidobacterias son bacterias anaerGbicas Gram positivas, que habitan
principalmente en el intestino delgado, habitantes normales del TGI tanto del
hombre, como de los animales. Son bacilos o cocos no maviles, anaerobios
estrictos, con formas que dependen de la especie a la que pertenezcan.
Bifidobacterium bifidum reside en el intestino grueso donde se procesan los

desechos para ser evacuados.
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Representan uno de los mayores grupos de bacterias intestinales y se utilizan

principalmente como flora probiética en productos lacteos*.

Bacillus subtilis. Este género es Gram positivo, aerébico, forman endosporas, son
bacterias que estan bien definidas y han demostrado recientemente gran promesa
como microorganismos de alimentacion directa debido a su inherente capacidad
para formar esporas. Se pueden encontrar en la flora intestinal normal de las
aves; Son capaces de germinar y esporular en el tracto gastrointestinal de los

pollos**°,

Saccharomyces cerevisiae. Las levaduras son también parte del sistema
microbiano residual de la microbiota intestinal. Saccharomyces cerevisiae esta
extendida en la naturaleza y se pueden encontrar en las plantas, frutas y suelo;
ademas se incluye en los alimentos y bebidas para su papel clave en los procesos

de fermentacién y en los alimentos para la salud®.

Beneficios de los probiéticos en la industria animal

Las aves de corral producidas comercialmente carecen del contacto natural entre
los pollos y las gallinas madres, lo que resulta en un retraso en el desarrollo de la
microbiota del intestino. En consecuencia, los pollitos de un dia que no establecen
microflora protectora inmediatamente después de la eclosion son susceptibles a la
colonizacion de patdégenos. Los probidticos pueden ser una posible estrategia

para el control de patégenos y asi mantener una microbiota intestinal saludable.
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La aplicacion de los probioticos en las aves de corral se asocia estrechamente
con el concepto de exclusion competitiva (EC). Desde las primeras aplicaciones
sobre los nuevos pollitos nacidos, varios experimentos con y sin definir cultivos
probioticos se han desarrollado con éxito y aplicado para controlar y reducir la
colonizacién por Salmonella®’.

Ademas, se ha demostrado experimentalmente que el tratamiento EC también
protege polluelos contra C. jejuni, Listeria monocytogenes, E. coli patdgenas,
Yersinia enterocolitica y C. perfrigens®>“,

A pesar de las dificultades de la aplicacion de los resultados obtenidos por
métodos in vitro a la situacion in vivo, en la industria avicola, la suplementacion
con probidticos, especialmente Lactobacillus, ha demostrado ser eficaz en el

aumento de peso, la mejora de la conversion alimenticia, y la disminucion de la

mortalidad en aves de produccién®®

El objetivo de los productos microbianos son: mejorar el rendimiento productivo,

los beneficios para el consumidor a través de una mejor calidad de los productos.
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JUSTIFICACION

Debido al corto tiempo de produccién en el tiempo de engorda y las innumerables
enfermedades en el tracto gastrointestinal que afectan la integridad intestinal y por
consecuencia la absorcion de nutrientes, entre ellos la capacidad para absorber
los pigmentos en la dieta, es importante tener en cuenta los métodos posibles a
ocupar en produccién para mantener un periodo de engorda Optimo, teniendo en
cuenta los parametros de produccién, la salud de la parvada e higiene de las

instalaciones, entre otras.

Actualmente la direccion que se esta tomando para el uso restrictivo de
antimicrobianos, obliga a buscar alternativas para sustituirlos que a su vez
favorezcan una mejor salud intestinal en las aves y un alimento de mayor calidad

para el consumo humano.
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HIPOTESIS

La administracién de probioticos en la dieta mejora los parametros productivos y

la pigmentacion de la piel en pollo de engorda
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OBJETIVOS

General

Determinar la respuesta de pollos de engorda hembras y machos en los
parametros productivos y depdsito del pigmento amarillo en la piel al adicionar

probidticos en su dieta.

Objetivos particulares

1. Evaluar la respuesta productiva (ganancia de peso, consumo de alimento e
indice de conversion) del pollo de engorda hembra y macho a la adicién de
probidticos.

2. Analizar el efecto de los probidticos en la absorcion intestinal de pigmento
en pollo de engorda macho y hembra mediante la determinacion de
xantofilas amarillas en plasma.

3. Medir la pigmentacién amarilla de la piel del pollo de engorda hembras y

machos in vivo al emplear probidticos en su dieta.
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MATERIAL Y METODOS

El experimento se realiz6 en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccion Avicola ubicado en la calle de Salvador Diaz Miron 89., Colonia
Zapotitlan, en México, D.F. Las pruebas de laboratorio se realizaron en el
Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves, localizado en Av. Universidad
3000, Col. UNAM, CU., Del. Coyoacan 04510, México DF.; ambos pertenecientes

a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Se utilizaron 400 pollos de la estirpe Ross 308 de un dia de edad, 200 machos y
200 hembras, provenientes de una incubadora comercial. Las aves fueron
alojadas en una caseta experimental de ambiente natural con piso de cemento y
cama de viruta de madera con un espesor de 10 cm. Durante los primeros 21 dias
de edad a las aves se les proporciond calor con criadoras infrarrojas de gas. Las
aves fueron distribuidas conforme a un disefio completamente al azar con un
arreglo factorial de 4 x 2, donde el primer factor fueron los diferentes tratamientos
(testigo, L. acidophilus, B.subtilis y L. farciminis) y el segundo factor fue el sexo
(hembras y machos) del ave. Cada tratamiento consté de cuatro réplicas con 25
aves cada una. Las aves recibieron un alimento con base en sorgo + pasta de
soya + harina de carne y hueso cubriendo las necesidades nutricionales
recomendados para la estirpe®® (Cuadros 1 y 2). Se formularon dietas de iniciador
(0 a 10 dias de edad), crecimiento (11 a 21 dias de edad) y finalizador (22 a 49

dias de edad) con el paquete computacional ALLIX? El agua y alimento se
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proporcionaron ad libutum y a partir del dia 21 de edad, se adicionaron a las
dietas 85 ppm de pigmento amarillo natural de Tagetes erecta.
El experimento consté de cuatro tratamientos que recibieron uno de tres

productos probioticos comerciales:

1.- Testigo negativo (sin probidéticos)

2.- Como 1 + Lactobacillus acidophilus, Pediococcus acidilacticii en agua de
bebida®

3.- Como 1 + Bacillus subtillis (1.5 kg/ ton) ™

+++

4.- Como 1 + Lactobacillus farciminis (0.6 kg/ton)

"FLORAMAX B-11. Cepas de bacterias Lactobacillus acidophilus, Pediococcus
acidilacticii leche descremada, Fructo-oligosacaridos y cepas inactivadas de
Saccharomyces cerevisiae. Se administra en el agua de bebida por un periodo de
6 a 12 horas los dias 1, 12, 25 y 35 de edad. 140g hasta para 20000 aves (dosis).
** CALSPORIN®. Bacillus subtillis C3102, concentraciéon 3 x 10*° UFC.

*** ALQUEERFEED. Lactobacillus farciminis (2.5 x 102 UFC), endo-1,3 (4) beta-

glucanasas (33000 U), endo 1, 4 beta-xilanasas (48000 U).

Semanalmente se evalud por tratamiento en todos los pollos la ganancia de peso
(g), consumo de alimento (g) y se calculd el indice de conversion (consumo de
alimento/ ganancia de peso) (kg/kg). A partir del dia 21 de edad de las aves, se
tomaron diez pollos por replica mediante un muestreo aleatorio simple sin

reemplazo para evaluar semanalmente el pigmento en la piel en la region aptérica
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lateral derecha denominada “vena de la grasa” con un colorimetro de marca
Minolta CR400°'. Ademé&s, semanalmente a dos aves por réplica, se les
extrajeron 2 ml de sangre por via intravenosa a través de la vena yugular para la
cuantificacion de xantofilas amarillas en plasma; la sangre fue conservada en
refrigeracion en tubos con anticoagulante EDTA al 10% para posteriormente ser
procesados mediante la técnica de Allen®.
Técnica de Allen:
e El plasma (.5ml) + acetona (4.5ml) fue centrifugado a 1 500 rpm por 10
minutos.
e Las densidades opticas fueron determinadas a 478 nm en un
espectofotémetro y los carotenoides medidos como mg/ml usando una

curva estandar de luteina.
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Analisis estadistico

A los resultados de las variables estudiadas se les realiz6 un analisis de varianza
(ANDEVA), conforme a un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
4 X 2 mediante el modelo:

Yik=H + ai+ B +(aB)j+e  donde: i=1,23y4;j=1,2;k=1,23y4

p= media general

a;= efecto del i-ésimo tratamiento (sin probidtico, L. acidophilus, B. subtilis, L.
farciminis)

Bj= efecto del j-ésimo nivel (sexo)

(aB)i= interaccion del i-ésimo tratamiento y el j-ésimo nivel

€k = error experimental

La diferencia entre las medias se compararon con la prueba multiple de Tukey

con una significancia de P<0.05.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos a los 49 dias de edad sobre los pardmetros productivos
se muestran en el Cuadro 3, donde no hubo efecto negativo o positivo (P>0.05)
en ninguno de los probidticos empleados en estas variables. Se observo que la
mayor ganancia de peso, consumo y mejor conversion alimenticia la presentaron
los machos (P<0.05). Los resultados para consumo de pigmento se pueden
observar en el Cuadro 4, donde no se encontrd diferencia (P>0.05) entre ninguno
de los tratamientos empleados, ni al sexo. La concentracion de xantofilas en
plasma mostrada en el Cuadro 5 fue menor para el control negativo y teniendo la
mayor concentracion de xantofilas en plasma el tratamiento 4 el cual contenia
Lactobacillus farcimis, de manera intermedia lo tuvieron el tratamiento 2y 3. En la
Figura 3 se muestran los valores de xantofilas en plasma a través del
experimento.

Para el amarillamiento en la piel (Cuadro 6), se encontr6 que la pigmentacion en

los pollos fue similar (Figura 4) entre tratamientos; sin embargo las hembras

pigmentaron mas que los machos (P<0.05).

28



DISCUSION

Los efectos de los probidticos en los pardmetros productivos concuerdan con Dos
Santos et al. (2004)* y De Faria et al. (2009)*® donde no encontraron diferencias
en la ganancia de peso o la conversion alimenticia entre aves tratadas con
probiéticos y aves no tratadas; ambos experimentos mezclaron probiéticos en
diferentes tratamientos (Enterococcus, bacterias lacticas, bacterias anaerobias, B.
subtillis Streptococcus faecium, Lactobacillus acidophilus e Saccharomyces

cerevisiae).

Pero el experimento difiere de Aguavil (2012)°* donde al ocupar probi6tico
elaborado con L. acidophillus y B. subtillis tuvo una diferencia significativa entre su
tratamiento 4 (1.5ml probidtico comercial/lL de agua) respecto a su grupo testigo
(sin probidtico) donde hubo diferencia de 123 g. Y también difiere de Contreras-
Castillo et al. (2008)> donde el desempefio productivo (conversién alimenticia,
consumo de alimento y ganancia de peso) fue similar en aquellos pollos

alimentados con probiéticos y su grupo control en todas las fases de crecimiento.

Los productos comerciales ocupados en el experimento tenian diferentes géneros
de probidticos, el tratamiento 2 maneja una mezcla de 3 géneros (L. acidophilus,
Pediococcus acidolactici y Sacharomyces cerevisiae) y los tratamientos 3 y 4 un
solo género (Bacillus subtillis y L.farciminis respectivamente).

Como menciona Timmerman et al., los factores que pueden afectar la accion de

probiéticos son los géneros, especies, dosis, forma de aplicacién¢°,

29



Para el uso de probidticos comerciales, previamente tuvieron que pasar por
pruebas para ser posteriormente comercializados, ademas de que han sido
probados en diferentes ocasiones; Menconi et al. (2011)*° probé Floramax B-11
vs Salmonella Heidenberg en pollos neonatales donde redujo significativamente la
incidencia del patdgeno en las tonsilas cecales a las 24h y 72h pos tratamiento.
Torres-Rodriguez et al. (2007)°’ al administrar Floramax-B11 en pavos aumento la
ganancia diaria de peso y el mercado de BW. Fritts et al. (2000)*® al usar
Calsporin mejoraron la ganancia de peso y la conversion alimenticia en pollos de

los 21-42 dias de produccién.

Otro de los factores que influyen en la accion de los probioticos, se encuentran
entre ellos la higiene de las instalaciones, durante la realizacién del experimento
se manejé condiciones de limpieza en general, utilizdandose cama nueva de
aserrin por cada réplica de tratamiento, esto concordando con los resultados
presentados por Torres-Rodriguez et al. (2007)°” donde se encontré6 una mejor
respuesta a los probiéticos en pavos sometidos a pobres y medianas niveles de
productividad, que los que tenian mejor nivel ambiental, por lo tanto en mejores
condiciones de salud. En el experimento se manej6é una densidad de 7 aves/m?.
Pelicano et al. (2003)° ocuparon una densidad de 8 aves/m? en la cual no
encontré diferencia en el amarillamiento de la pechuga lo cual no hubo un desafio

para los probioticos.

El efecto en el rendimiento mostrado por los tratamientos con probioticos puede

ser una consecuencia del hecho de que las aves fueron criadas en un entorno con
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excelente condiciones profilacticas, y por lo tanto no han sido sometidos a

desafios.

La Figura 3, muestra el ascenso de los niveles de pigmento en plasma, hasta los
35 dias que es donde llega a un pico y después disminuye, esto coincide con los
datos reportados por Frade et al. (2012)* y Tepox (2012)® donde al analizar los
niveles de plasma muestran un patron similar; reportan que al administrar el
pigmento en la dieta llega a un nivel estable al dia 14 de consumo (dia 35 de
produccion), esto puede deberse a un comportamiento en el metabolismo del
pigmento a nivel sanguineo, actualmente no existe informacion al respecto; por su
parte los probidticos muestran una mayor concentracion que el testigo al dia 35;

esto sugiere un estado intestinal mejor que el tratamiento testigo.

La concentracion de xantofilas en el plasma con los probidticos es mayor que en
la dieta control, que concuerda con Zhu et al. (2009)° donde mencionan el
incremento de carotenoides en plasma debido a la adicién de probidticos en la
dieta. Zhu et al. reportan que al adicionar 0.5% de L. salivarius tuvo la mejor
concentracion de xantofilas en el plasma (4.82ug/ml) a los 42 dias de produccion.
Las concentraciones de este experimento fueron mayores con respecto a Zhu,
debido a que la cantidad de xantofilas que manejé en la dieta fueron de 12.2 a
13.4 ppm. Este efecto en la concentracion de xantofilas puede deberse a que los
probidticos confieren mayor salud intestinal, reduciendo la biocapa y mejorando la
absorcion de xantofilas. Sin embargo los niveles cayeron después de llegar a su

pico, lo cual sugiere que llega a un punto de saturacion a nivel intestinal.
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La mayor pigmentacién de las hembras concuerda con Sirri et al. (2010)** donde
encontraron una diferencia en la pigmentacion de la piel en la region de la
pechuga de la canal de pollo con respecto al sexo, las hembras pigmentaron 24.9
b vs 20.4 de los machos criados en condiciones comerciales y también concuerda
Mufioz et al. (2009)* los cuales reportan que las hembras pigmentan 1.77
unidades b* méas que los machos in vivo combinando diferentes niveles de
energia y xantofilas en la dieta; esto puede deberse a que las hembras depositan
mayor grasa corporal que los machos, en consecuencia se deposita mayor

cantidad de pigmento en ellas.

Los resultados similares en la pigmentacion de la piel del pollo in vivo en todos los
tratamientos, concuerdan con Contreras et al. (2008)>* donde los parametros de
luminosidad (L*) y amarillamiento (b*) no fueron influenciados con la

suplementacién de probioticos.

Cortés et al. (2000)** y Pelicano et al. (2003)** reportan una tendencia a mejorar

la pigmentacion de la piel del pollo con suplementacién con probidticos.
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CONCLUSIONES:
De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas, se
puede concluir:
e El empleo de los probidticos no afecté la respuesta productiva por sexo
(ganancia de peso, consumo de alimento y conversién alimentaria).
e Los machos consumieron mas pigmento que las hembras; sin embargo las
hembras pigmentaron 1.38b+ mas que los machos.
e El uso de probiéticos no mejor6 la concentracion de pigmento en plasma.
e El uso de probidticos no tuvo efecto en la pigmentacion de la piel del pollo

de engorda.
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CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1.Composicion de las dietas experimentales empleadas (kg).

Ingrediente Iniciador Crecimiento’ Finalizador'
Sorgo 517.219 569.731 649.873
Pasta de soya 370.859 310.769 228.870
Harina carne y hueso 63.027 55.992 55.117
Aceite vegetal 27.818 43.803 43.895
Carbonato de calcio 5.836 5.486 7.409
DL-metionina 4.081 3.578 2.603
L-lisina HCI 3.167 2.780 2.353
Sal 2.847 2.974 3.009
L-treonina 1.696 1.437 0.581
Cloruro de colina 60% 1.000 1.000 1.000
Premezcla de vitaminas® 1.000 1.000 1.000
Coccidiostato? 0.500 0.500 0.500
Premezcla de minerales® 0.500 0.500 0.500
Antioxidante® 0.150 0.150 0.150
Pigmento amarillo® 0.000 0.000 2.840
Total 1000.000  1000.000 1000.000

*30 g de xantofilas amarillas por kg. Vepinsa S.A de C.V.

! Vitaminas/kg: vitamina A 20,000,000 UI, vitamina D3 6,000,000 UI, vitamina E 75,000 UI, vitamina K3
menadiona 9g, 16mg, &cido ascorbico 200g. Excipiente chp 1000g

2 Coccidiostato: Iniciador y crecimiento: nicarbacina Finalizador: monensina sédica.

¥ Minerales/kg: Cantidad por kg: manganeso (120.0g), zinc (100.0g), hierro (120.0g), cobre (12.0g), yodo
(0.7g), selenio (0.4g), cobalto (0.2g), cbp. (1000g)

* Antioxidante: 1Q-AN

° FLORAFIL 93 POWDER (Vepinsa): 30g/kg (minimo) dde xantofilas totales.
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Cuadro 2. Analisis Calculado de las dietas experimentales.

Nutriente Iniciador ~ Crecimiento Finalizador
Proteina cruda % 24.0 22.0 19.0
Energia metabolizable kcal/kg 3000 3137 3200
Lisina % 1.54 1.34 1.09
Metionina +Cistina % 1.10 1.05 0.87
Treonina % 1.06 1.00 0.78
Valina % 1.22 1.12 0.96
Lisina digestible % 1.27 1.20 0.97
Metionina +Cistina digestible% 0.94 0.93 0.76
Treonina digestible % 0.83 0.85 0.65
Triptofano digestible % 0.58 0.23 0.19
Arginina digestible % 131 1.30 1.05
Calcio total % 1.00 0.80 0.85
Fosforo disponible % 0.50 0.43 0.42
Sodio % 0.16 0.16 0.16
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Cuadro 3. Parametros productivos alos 49 dias de edad de pollos
alimentados con probioticos

Tratamientos Hembras Machos promedio
Ganancia de peso (Q)
Testigo (-) 2276+31.6 2641+31.6 2458+22.3°
L.acidophilus 2287+31.6 2642+31.6 2465+22.3°
B. subtilis 2284+31.6 2586+31.6 2435422.3°
L.farciminis 2312431.6 2599+31.6 2456+22.3°
Promedio 2290+15.8" 2617+15.8°
Consumo de alimento (Q)
Testigo (-) 5436+57.7 5855+57.7 5645+40.8°
L.acidophilus 5354+57.7 5941+57.7 5648+40.8°
B. subtilis 5318+57.7 5809+57.7 5563+40.8°
L.farciminis 5381+57.7 5822157.7 5602+40.8°
Promedio 5372+28.8" 5857+28.8°
Conversion alimenticia (kg:kg)
Testigo (-) 1.955+0.01 1.851+0.01 1.903+0.01°
L.acidophilus 1.951+0.01 1.877+0.01 1.914+0.01°
B. subtilis 1.9384+0.01 1.874+0.01 1.906+0.01°
L.farciminis 1.943+0.01 1.861+0.01 1.902+0.01°
Promedio 1.947+0.009° 1.866+0.009"

Promedio * error estandar de la media
Literales diferentes en la misma linea o columna muestran diferencia estadistica

(P<0.05)
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Cuadro 4. Consumo de pigmento acumulado a los 49 dias de edad en pollos

alimentados con probioticos

Tratamientos Hembras Machos promedio
(mg) (mg)
Testigo (-) 378.3+4.91 415.9+4.91 397.1+3.47°
L.acidophilus 379.5+4.91 421.6x4.91 400.6+3.47°
B. subtilis 376.4+4.91 412.0+4.91 394.2+3.47°
L.farciminis 382.2+4.91 411.4+491 396.8+3.47°
Promedio 379.1+2.45° 415.2+2.45°

Promedio = error estdndar de la media

Literales diferentes en la misma linea o columna muestran diferencia estadistica

(P<0.05)

Cuadro 5. Xantofilas en plasma a los 49 dias de edad en pollos de engorda

alimentados con probidticos

Tratamientos Hembras Machos promedio
(Hg/ml) (Mg/ml)
Testigo (-) 17.2+1.06 17.4+1.02 17.34°
L.acidophilus 19.2+1.02 19.7+1.02 19.4+%
B. subtilis 19.311.02 18.1+1.06 18.7+%
L.farciminis 19.4+1.02 20.9+£1.02 20.1+°
Promedio 18.8+0.51° 19.0+0.51°

Promedio * error estdndar de la media

Literales diferentes en la misma linea o columna muestran diferencia estadistica

(P<0.05)

Cuadro 6. Amarillamiento de la piel a los 49 dias de edad en pollos
alimentados con probidticos

Tratamientos Hembras Machos promedio
(b*) (b*)
Testigo (-) 19.340.73 18.8+0.71 19.1+0.51°
L.acidophilus 20.7+0.71 19.9+0.71 20.3+0.50°
B. subtilis 20.3+0.71 17.610.71 18.9+0.50°
L.farciminis 20.6+0.73 19.2+0.71 19.9+0.51°
Promedio 20.2+0.36° 18.940.35"

Promedio * error estandar de la media

Literales diferentes en la misma linea o columna muestran diferencia estadistica

(P<0.05)
FIGURAS



Figura 2. Oxicarotenoides (Luteina)
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Figura 3. Xantofilas plasmaticas (ug/ml) de los 21 42 dias de edad en pollos de
engorda machos y hembras alimentados con 85 ppm de Tagetes erecta y
probidticos
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Figura 4. Amarillamiento cutaneo (b*) in vivo de los 21 a 49 dias de edad en
pollos de engorda alimentados con probidticos
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