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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la harina de semilla de mango
(Mangifera indica L.) en la microbiota intestinal en pollos Cobb 500 en un galpon
experimental ubicado en el distrito de Tucume — Lambayeque, Per(. Para tal estudio se
emplearon 336 pollos de la linea Cobb 500 alimentados con harina de semillas de mango
(HSM), distribuidos en cuatro grupos de 84 pollos cada uno: TO= 0% de HSM, T1=10%
HSM, T2=25% HSM, T3=50% HSM. Los pollos fueron sacrificados en los dias 7 (inicio),
23 (crecimiento) y 42 (engorde), y se separ0 los segmentos del intestino delgado (duodeno,
yeyuno, ileon), grueso (ciego y colon). Luego se procedié a la preparacion de medios de
cultivos como: Agar peptona para el aislamiento de Escherichia coli, Lactobacillus spp,
para su crecimiento Agar Triptona Bilis X-Glucoronida (TBX) Cromogenico y Agar Man
Rogosa y Sharpe (MRS) respectivamente, realizdndose el conteo de colonias en las placas
Petri; ademas pruebas bioquimicas (TSI, LIA, agar citrato de Simmons, caldo glucosado,
prueba indol) para su identificacion; encontrandose que la poblacion de Escherichia coli
disminuyé (p<0.01) en el grupo de pollos alimentados el 25% HSM en los dias 7; 23 y 42
evidenciando su efecto antimicrobiano en los segmentos intestinales; de igual manera el
mismo grupo se observé un aumento (p<0.01) de la poblacion de Lactobacillus spp.
observandosé que el aumento de la poblacion de Lactobacillus spp. tuvo un efecto

antagénico con respecto a la poblacion microbiana de Escherichia coli.

Palabras clave: Harina de semilla de mango, pollos Cobb 500, Escherichia coli, Lactobacillus spp.

vii



ABSTRACT
The objective of the present investigation was to evaluate the effect of mango flour
(Mangifera indica L.) on the intestinal microbiota in Cobb 500 chickens in an experimental
shed located in the district of Tucume - Lambayeque, Peru; from December 2018 to February
2019. The mango seeds were stored and dried without any treatment, and then subjected to
milling (hammer mill) and stored at room temperature. For this study, 336 chickens of the
Cobb 500 line were fed with mango seed flour (HSM), distributed in four groups of 84
chickens each: TO = 0% of HSM, T1 = 10% HSM, T2 = 25% HSM, T3 = 50% HSM. The
chickens were sacrificed on days 7 (Start), 23 (Growth) and 42 (Fattening) in the Veterinary
Physiology laboratory of the UNPRG, and separated the segments of the small intestine
(duodenum, jejunum, ileum), thick (Blind) and colon). Then we proceeded to the preparation
of culture media such as: Peptone agar for the isolation of Escherichia coli, Lactobacillus
spp, for growth Agar Trypton Bile X-Glucoronide (TBX) Chromogenic and Agar Man
Rogosa and Sharpe (MRS) respectively, the counting of colonies in Petri dishes; also
biochemical tests (TSI, LIA, Simmons citrate agar, glucosed broth, indole test) for
identification; finding that the population of Escherichia coli decreased (p <0.01) in the
group of chickens fed 25% HSM on days 7; 23 and 42 evidencing its antimicrobial effect in
the intestinal segments; In the same way, the same group observed an increase (p <0.01) in
the population of Lactobacillus spp. observing that the population increase of Lactobacillus

spp. had an antagonistic effect with respect to the microbial population of Escherichia coli.

Key words: Mango seed meal, Cobb 500 chickens, Escherichia coli, Lactobacillus spp.
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I. INTRODUCCION

La actividad de la industria avicola esta destinada principalmente a la produccion de
huevos y carne por lo que en los Gltimos tiempos, muchos paises en desarrollo han optado
por la produccion avicola intensiva donde el alimento es un factor de importancia que
constituye el mayor costo en el proceso productivo, representando entre el 65% al 70% de
los costos de produccion®. Asimismo, el alimento también se convierte en un elemento que
expone a las aves a una amplia variedad de factores a través del tracto gastrointestinal, por
lo que es trascendental mantener la salud intestinal que permita que se alcance un maximo

rendimiento con el minimo costo®@.,

Al decir de autores como Savory y Wagner and Thomas citado por Apajalahti J.®), la
microbiota intestinal es una parte integral del sistema digestivo de todos los animales,
permitiendo el catabolismo y facilitando la captacion de energia indispensable para su
metabolismo celular, entendiendo que las especies bacterianas difieren en relacion a sus
preferencias de sustratos y a sus necesidades para el crecimiento, donde la composicién
quimicay la estructura de la digesta determinan ampliamente la distribucién de la comunidad
microbiana en el tracto intestinal, siendo los cambios en la composicion de la dieta o en la
densidad de nutrientes determinantes sobre la poblacién microbiana intestinal lo que a su

vez influye en la habilidad de los animales para digerir y absorber nutrientes™>).



Investigaciones sefialan el efecto de los antibidticos promotores de crecimiento (APC) en
pollos, reportan mejoras significativas en los rendimientos productivos®. A pesar de los
resultados, la Union Europea (UE) tomo la decision de prohibir su uso en alimentacién
animal a partir del 1 de enero de 2006, debido a la posibilidad de generacion de resistencias
a patogenos de los antibioticos y a las consecuencias negativas sobre la salud y el bienestar
animal y la seguridad alimentaria®; es por eso la bisqueda de alimentos de origen vegetal
con propiedades antibacterianas para el reemplazo de los antibioticos promotores de
crecimiento, siendo una alternativa la semilla de mango como sustituto, entendiéndose que
estudios acerca de su composicion quimica, reportan que es una fuente de carbohidratos
(58-80%), contiene cantidades moderadas de proteinas (6-13%) y grasa (6-16%). La proteina
de semilla de mango tiene un buen perfil de aminoacidos esenciales y su aceite es una buena
fuente de acidos esteérico (24-57%), oleico (34-56%) y linoleico.® Ademas su capacidad
antibacteriana de SM se le atribuye a compuestos fendlicos, como la galanginina, cuyo
mecanismo de accién inhibe el ADN girasa de células bacterianas, ademas de inhibir la
enzima topoisomerasa 1V®. Otros investigadores como Denny et al.,*® observaron
actividad frente a las beta lactamasas, estas actividades no pueden atribuirse a la presencia
de una sola molécula del fruto, sino a la accion de los compuestos de caracter fendlico que

ejercen efectos sinérgicos, formando un fitocomplejo activo en la inhibicion microbiana.

Ante lo expuesto y teniendo en consideracion que la semilla de mango, residuo organico por
las agroindustrias que no son aprovechados eficientemente, se pueden incluir en la dieta de

los animales debido a su valor nutricional y ademas de su poder antibacteriano®?.
En base a estos antecedentes la presente investigacion tiene como objetivos:

» Evaluar el efecto de harina de la semilla de mango (Mangifera indica L.) en la

microbiota intestinal de los pollos Cobb 500.



» Cuantificar la poblacion de Escherichia. coli, en el intestino delgado (porcion duodeno,
yeyuno e ileon) y grueso (porcién colon y ciego) en pollos Cobb 500 alimentados con
harina de la semilla de mango (Mangifera indica L.).

» Cuantificar la poblacidn de Lactobacillus spp, en el intestino delgado (porcion duodeno,
yeyuno e ileon) y grueso (porcién colon y ciego) en pollos Cobb 500 alimentados con

harina de la semilla de mango (Mangifera indica L.).



2.1.

Il. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES.

Ravindran and Sivakanesan? evaluaron el valor nutritivo de los granos de
semillas de mango crudo ( Mangifera indica L) el cual contenian taninos (56.5 g
kg "t de MS), glucosidos cianogénicos (64 mg kg- 1 de MS), oxalatos (42 mg kg
1 de MS) y actividad inhibidora de la tripsina ( 20 TIU g ** DM). Reduciendo sus
factores anti nutritivos mediante los tratamientos de remojo y ebullicion,
manifestando que la ebullicion fue mas efectiva.

Moreno®® evalué la composicion fisicoquimica de una harina integral
elaborada a partir de los cotiledones de Mangifera indica L. variedad bocado,
cosechados en el estado Carabobo —Venezuela, estos cotiledones obtenidos se
sometieron a secado parcial hasta alcanzar una humedad de 8,00% vy
posteriormente fueron molidos. Evaluados mediante las normas A.O.A.C. (1980)
encontraron: humedad (9,61%), grasa bruta (3, 12%), fibra (2 ,68%), cenizas
(2,64%), ELN (65 ,61%), proteina (6. 9%), calcio (0, 14%), fésforo (0,090/0) y
taninos (7,75%). El bajo valor de fibra permite la utilizacion de la harina integral

para consumo animal.



Diarra et al.,**) investigaron el valor de la harina de mango hervida usando 225
pollos de engorde Anak-2000 de un dia a 63 dias de edad, empleando dietas (iniciador
y finalizador) que contenian 0, 25, 50, 75 y 100% de harina de mango hervida (100°C
durante 30 min) como sustituto del maiz en las dietas 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente.
Obteniendo una reduccién significativa (87,26%) de tanino por ebullicion.
Mostrando que el crecimiento del pollo (ganancia diaria y relacion de conversion
alimenticia) se redujo cuando la inclusion excedio el 50% durante la fase de
finalizacién; manifestando la depresion del crecimiento se observo solo por encima
del 75% de reemplazo del maiz. Los autores recomiendan que la harina de mango
hervida puede reemplazar al 50% de maiz en la dieta de pollos de engorde y hasta el

75% en las dietas de finalizacion.

Amao et al.,®) examind el reemplazo del grano de mango tratado con calor seco
a diferentes niveles (0, 10, 20 y 30%) en la dieta de 120 aves de pollos las aves fueron
asignadas a cuatro tratamientos y replicado 3 veces con 10 aves cada uno, fueron
alimentados ad libitum. La proteina total y la aloimina fueron significativamente
altas (p <0.05) en aves alimentadas con 10% de grano de mango tratado
térmicamente; la urea fue significativamente alta en aves alimentadas con 10 y 20%
de semillas de mango tratadas térmicamente. La alanina transaminasa (ALT) también
muestra una gran diferencia significativa (p <0.05) en aves alimentadas con un 30%
de semillas de mango tratadas térmicamente, pero todos los valores se encuentran
dentro del rango normal para pollos de engorde. Este estudio revela que el grano de
mango tratado con calor seco puede usarse en la dieta de pollos de engorde hasta en

un 30% de reemplazo de maiz sin ningln efecto adverso.

2.2. BASE TEORICA.

2.2.1 Microbiota del tracto gastrointestinal en aves

La microbiota intestinal es parte importante del tracto gastrointestinal
(TGI) debido a que contribuye al bienestar del huésped animal en una
variedad de aspectos, tanto en la nutricibn como la resistencia a

enfermedades 9,



En Europa las exigencias de las politicas han permitido realizar
investigaciones a buscar alternativas a los antibiéticos promotores de
crecimiento (APC), desde un punto de vista mas integral buscando la
“salud intestinal”; dependiendo del equilibrio de tres factores principales:

dieta, mucosa (huésped) y microbiota 7 (figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica del ecosistema intestinal

N
Mucosa= Capa de moco,

Epitelio y tejido linfoide
asociado al intestino.

J
- - \
Dieta=Macronutrientes,

micronutrientes, aditivios,
factores antinutricionales.

J
- - - \
Microbiota= Bacterias

comensales, transitorias
(incluidas patogenas)

Fuente: Modificado de Conway(*"

A medida que el huésped crece, la microbiota del TGI se vuelve muy
diversa hasta que alcanza un estado relativamente estable pero
dinamico®); ya que el TGI es un sistema complejo, constituido por el
alimento ingerido, sus constituyentes y contaminantes; la poblacion
microbiana residente y transitoria, los nutrientes endégenos y secreciones
y los 6rganos accesorios como: higado, vesicula biliar y pancreas®. El
componente mas importante del TGI es la poblacion de
microorganismos, la cual representa entre el 1y 2% del peso corporal 9.

En el TGl de los animales y el hombre, formado bacterias
aproximadamente mas de 10** UFC en total®®21.22); conviviendo con
levaduras, archeas, protozoos, hongos y bacteriéfagos®®. La microbiota
intestinal tiene una relacién de simbiosis con el animal que habita,

regulando multitud de procesos como la eficiencia de absorcion de



nutrientes, el tiempo de residencia en el TGI del bolo alimenticio, la
utilizacion de nutrientes, la maduracion intestinal o la modulacion del
sistema inmune®*2), asi como también crea una barrera defensiva frente
a patogenos®®?":28)_ De acuerdo con Lunedo et al.,®® existen dos lugares
importantes donde habitan las bacterias intestinales con funciones
diferenciadas: la mucosa y los contenidos del lumen. Las primeras tienen
una clara influencia sobre la estructura funcionalidad de la mucosa; y las
segundas intervienen en la digestion de nutrientes e hidroélisis de
compuestos y proporcionan nutrientes para la comunidad bacteriana
propia y para el animal que la hospeda.

Se ha observado que los primeros colonizadores a nivel microbiano
pertenecen por lo general a la familia Enterobacteriaceae seguidos de
cerca por bacterias del género Clostridium y Lactobacillus claramente
representativos G039,

La microflora del TGI estd constituida por una diversa poblacién
compuesta principalmente por bacterias. Estas poblaciones pueden ser
caracterizadas como patégenas y benéficas, sobresaliendo entre los
patdgenos el Clostridium perpringens, Salmonella spp y Escherichia
coli, los cuales estan involucrados en la induccion de la infeccion y
produccién de toxinas, reduciendo el comportamiento productivo del
pollo de engorde®?.  Los dos grupos invaden todos los sitios del
intestino delgado, aunque se sitian mas en la parte proximal que en la
distal. EI primer sitio de invasion son las tonsilas cecales y luego causan
una rapida inflamacién de la mucosa intestinal. En cuanto a E. Coli, la
colonizaciodn del intestino por esta bacteria, estd asociada a factores de
estrés, mal manejo de temperatura y ayuno, entre otros®. Por el
contrario, las poblaciones de bacterias benéficas estd representada
fundamentalmente por Lactobacillus y Bifidobacterias, y tiene un papel
en la nutricion, detoxificacion de ciertos compuestos, crecimiento y
proteccion contra bacterias patogenas, influyendo directamente en la
salud y bienestar del hospedero®?.
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Bacterias patdgenas en el TGI en aves

Collett®¥ describe tres mecanismos especificos que causan
la enfermedad en el TGI: primero, organismos
enterotoxigénicos como el Clostridium perfringens generan
compuestos téxicos como producto del catabolismo de
aminoacidos, entre los que se encuentran el amonio, fenoles,
indoles y aminas como histamina y cadaverina®, toxinas que
causan un recambio celular en el epitelio intestinal, explicando
su efecto sobre el grosor de la pared intestinal y la muerte
celular®), Segundo, organismos enteroinvasivos como la E.
coli, Salmonella y Listeria que invaden la barrera flora-
huésped, estimulando en las células epiteliales una endocitosis
e iniciando la liberacién de citoquinas que causan muerte
celular. Tercero, organismos enteropatdgenos que causan
lesiones, destruccion de las microvellosidades y destruccion de
la barrera bacteria - huésped o del citoesqueleto. De otra parte,
algunas bacterias en el TGI promueven una desconjugacién de
los &cidos biliares, con la consecuente reduccion de la
digestion de las grasas y bajas tasas de crecimiento de los
pollos. La mayor severidad se ha observado en el
Streptococcus faecium y Clostridium perfringens®’. En
particular, el Clostridium perfringens es el agente etiologico
de la enteritis necrética, que se manifiesta por un bajo consumo
de alimento, limitado crecimiento, diarrea y severa necrosis
del TGI. El incremento en la secrecion de mucina, unido a una
alta tasa de recambio celular, genera alta tasa de metabolismo
y sintesis de proteina, resultando en gasto que se estima entre
el 23-36% de la energia corporal consumida y de pérdidas
enddgenas de proteina®®),

La reduccion de las bacterias totales por efecto de los APC ya
sea sintéticos o naturales conducen a disminucion de la
actividad del sistema inmune intestinal, lo cual libera energia

para procesos metabolicos relacionados con el crecimiento®?,



En consecuencia, el uso de APC permite obtener mayor
disponibilidad de nutrientes, principalmente de energia y
aminoécidos®?),

. Escherichia coli en la avicultura

Dentro de los patdgenos bacterianos de mayor importancia se
encuentra Escherichia coli, bacilo Gram negativo®*?,
causante de la colibacilosis aviar y de cuantiosas pérdidas
econémicas a nivel mundial .

La colibacilosis es un sindrome complejo caracterizado por
lesiones multiorganicas, tales como aerosaculitis asociada a
pericarditis, perihepatitis y peritonitis, que resulta en alta
morbilidad y mortalidad“?. Este sindrome, causado por cepas
patogénicas de E. coli (APEC), puede presentarse tanto de
forma local como sistémica®?.

E. coli es la especie bacteriana predominante de la
microbiota normal aerobia y anaerobia facultativa del aparato
digestivo de la mayor parte de los animales y del hombre(546)
y por tanto, se elimina por las heces al exterior. E. coli esta
incluida en el género Escherichia dentro del Filum
Proteobacteria, Clase = Gammaproteobacteria,  Orden
Enterobacteriales, y Familia Enterobacteriaceae, cuyas
caracteristicas generales propuestas por Garrity et al.,“”) son
las siguientes:

e Bacilos Gram negativos, catalasa positivos y oxidasa
negativos.

e No formadores de esporos.

e Anaerobios facultativos, con un amplio rango de
temperatura de incubacion.

e Pueden ser inmdviles o moviles gracias a flagelos
peritricos.

e Presentan necesidades nutricionales muy bésicas y

sencillas.



Las principales categorias son E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli productora de shigatoxinas o verotoxinas (STEC/VTEC)
y dentro de éste enterohemorragica (EHEC) “9),

Los patotipos ETEC se caracterizan por producir fimbrias
adhesivas y enterotoxinas, las cuales se clasifican en
termoestables o termolabiles®®. ETEC es causante de las
diarreas del viajero en humano, ademas de provocar diarrea en
animales jovenes. No obstante, no se considera este patotipo
zoonotico debido a que las fimbrias de adhesion son
especificas para cada especie®?.

Los patotipos EPEC no producen toxinas, pero al adherirse
producen lesiones denominadas como “attaching effacing
lesions” que comprometen la integridad y apariencia del
intestino grueso, invadiendo luego las células epiteliales. Es
causa importante de diarrea, por consumo de comida y agua
contaminada®?.

Se desconoce aun el mecanismo patologico de EAEC“?),
aunque se ha asociado con diarrea cronica. In vitro se adhieren
a células, formando un patrén agregativo, y ciertas cepas
producen enterotoxinas termoestables®,

Los patotipos EIEC producen enfermedad de forma similar a
Shigella spp., ya que a diferencia de otros patotipos de E. coli
son capaces de invadir y formar colonias dentro de las células
epiteliales del colon®®. Produce una diarrea con presencia de
sangre y mucus, y se asocia a consumo de agua o alimentos
contaminados“.

El patotipo STEC (0 VTEC), se caracteriza por producir shiga
toxinas o verotoxinas, denominandose tambiéen STEC o
VTEC®®), Reciben esta denominacion ya que actlian como
toxinas para las células Vero in vitro, ademas de ser similares
a las toxinas producidas por Shigella dysenteriae®. Dentro de

este patotipo es importante destacar el rol patégeno del EHEC,
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el cual se caracteriza por provocar diarreas sanguinolentas en
sus hospedadores; y, en ciertas ocasiones, el sindrome urémico
hemolitico (HUS). Por otro lado, el patotipo EHEC posee un
sistema de adhesion similar al de EPEC. Tanto STEC como
EHEC provocan distintas patologias diarreogénicas, desde
diarreas sanguinolentas o no sanguinolentas, colitis

hemorragica o sindrome urémico hemolitico®?.

2.2.1.2. Bacterias benéficas en el TGI en aves

Las poblaciones de bacterias benéficas, estan relacionadas con
la produccidn de vitaminas, el estimulo del sistema inmune via
no patogénica y la inhibicion de bacterias patégenas®?. La
microflora benéfica esta representada fundamentalmente por
Lactobacillus y Bifidobacterias, y tiene un papel en la
nutricion, detoxificacion de ciertos compuestos, crecimiento y
proteccibn  contra  bacterias  patdgenas, influyendo
directamente en la salud y bienestar del hospedero®,

Ante esto el mantenimiento de la salud intestinal depende
entonces de una intima pero armoniosa relacion entre los
microorganismos®? y este balance afecta el comportamiento
del pollo de engorde®®. Dos vias se sugieren para estudiar esta
afectacion: la primera sugiere a la microbiota intestinal como
componente importante para el desarrollo de los mecanismos
de defensa de la mucosa intestinal® y la segunda que
reconoce al conocimiento de la microflora normal como
fundamental punto de partida para evaluar cambios en la
composicién y efectividad del uso de APC en pollos de
engorde®®®¥). En ambos casos, un mejor acercamiento al
monitoreo molecular de la microflora intestinal, abre amplias
posibilidades para manipular la microbiota, con beneficios

para la salud del huésped ©%).

11



A. Importancia del Lactobacillus spp

El género Lactobacillus es uno de los predominantes en el
ecosistema gastrointestinal de animales de granja®®. Esta
bacteria es un microorganismo reconocido como seguro y se
encuentra dentro de las especies mas comunes que se emplean
en las preparaciones probidticas, con capacidad inhibitoria
frente a una gran diversidad de patdgenos. Por ejemplo, L.
casei presenta un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
cepas de E. coli O157:H7 por medio de una combinacion de
sustancias de naturaleza peptidica, junto con una accion parcial
del peréxido de hidrogeno y de la acidez del medio®”. El
estudio de Roldan et al.®® puso de manifiesto la inhibicion de
este patdgeno a partir de cepas de L. casei aisladas de un
alimento céarnico fermentado. Vinderola y Reinheimer®®
también proponen el uso de cepas de BAL productoras de
sustancias antimicrobianas para prevenir la contaminacion de
diferentes matrices®?. Otras investigaciones demuestras que
las BAL pueden presentar actividad antagonica al enfrentarlas
a cepas patogenas como Salmonella enteritidis©62).
Lactobacillus spp pertenece a las bacterias acidos lacticas
(BAL) ubicadas en el grupo de las bacterias Gram positivas,
siendo la mayoria bacilos delgados Gram positivos que se
pueden presentar unidos en cadenas largas, muchos no
presentan movilidad, aungque existen algunos que presentan
flagelos peritricos, no son esporulados, y su reaccion a catalasa
y oxidasa es negativa V),

Presentan un metabolismo fermentativo produciendo acido
lactico como el producto final de la fermentacion de los
azlcares como; glucosa y lactosa por la via de Embden-Meyer
(glucdlisis) y en otras ocasiones producen ademas etanol,
acetato y CO2 por la via del acido-6- Fosfoglucénico.
Requieren para su desarrollo de factores de crecimiento:
vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases pdricas y

pirimidicas, por esta razon son tan abundante en la leche y sus
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derivados®%®, Se pueden clasificar segun el tipo de
fermentacion que realizan como homofermentativos vy
heterofermentativos. Muchos de estos microorganismos son
considerados como probidticos ya que cumplen con
caracteristicas como: ser habitante normal del tracto intestinal,
no ser patdgenos ni toxicos, deben sobrevivir al ambiente
acido del estomago v a las sales biliares del duodeno, ademas
de presentar una capacidad de adherencia a las células
epiteliales y deben adaptarse a la microbiota intestinal sin
desplazar a los microorganismos nativos, deben producir
sustancias antimicrobianas y mejorar las funciones inmunes.
Estas son las caracteristicas que debe presentar un probioticos,

y muchas de las BAL las cumplen ©4.

A.1l. Mecanismo de accidn contra bacterias patogenas
Existen muchos mecanismos por los cuales un
microorganismo puede presentar una interaccion negativa con
otros, competencia por espacio, nutrientes, una tasa de
crecimiento mayor o incluso una forma mas eficaz de captar
alimentos. Con respecto a las BAL su actividad antagonica o
antimicrobiana ha sido atribuida a la produccion vy
acumulacion de los productos de la fermentacion como éacido
lactico, dioxido de carbono, peroxido de hidrogeno. Ademas
otro factor al cual es atribuida esta caracteristica es la
produccion de bacteriocinas®®).

Las bacteriocinas son sustancias extracelulares diferentes a los
antibioticos, que son producidas de forma natural por algunas
especies bacterianas como Lactobacillus plantarum, estas
bacteriocinas exhiben una actividad inhibitoria frente a
diferentes especies alterantes o patogenas®). Se han obtenido
diferentes bacteriocinas producidas por BAL, y estas presentan
espectros de inhibiciébn  especificos por algunos
microorganismos, estas son usadas para inhibir el crecimiento

de bacterias indeseables especificas y para inhibir el
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crecimiento de microorganismos degradadores de alimentos y
patdgenos como Listeria entre otros®®),

Estos microorganismos resultan ser de una vital importancia
dada la utilidad a nivel industrial, asegurando la estabilidad de
los productos, manteniéndolos libres de contaminantes y
alteradores. En este estudio se busca aislar e identificar cepas
nativas a partir de productos lacteos artesanales que tengan las
anteriores caracteristicas y se puedan usar en una produccién

dando los valores agregados a los alimentos ya descritos.

2.2.2. Composicién de la microbiota intestinal del ave.

La composicion de la microbiota dentro del tracto intestinal del pollo
no es estatica, presenta variaciones temporales relacionadas con la edad
del ave y la variacion espacial observada dentro de los diferentes
compartimentos del tracto intestinal®”. Estudios llevados a cabo hace
algunos afos mostraron que el TGI de las aves esta colonizado por cerca
de 640 especies bacterianas que pertenecen a 140 géneros diferentes®®),
En produccién animal, se utilizan muchas estrategias para manipular
grupos microbianos en el tracto intestinal con la esperanza de influir en
la digestion y la absorcion de nutrientes. Los enfoques mas comunes para
mejorar la microbiota intestinal incluyen: i) el uso de microbios
benéficos, conocidos como probidticos, ii) aditivos prebidticos cuya
funcién es alimentar a los miembros deseables de la microbiota, iii)
aditivos simbioticos que consiste en la combinacion de probidticos mas
prebioticos y iv) acidos organicos (butirico, propidnico y/o acético) cuya
funcién es acidificar intestinos para crear condiciones adecuadas para el
desarrollo de una microbiota benéfica y alimentar la mucosa intestinal
del huésped. Incluso los APC tienen que ver con la microbiota intestinal,
estos se usan para suprimir la abundancia de organismos indeseables®.

Las aves poseen una resistencia natural e inmunidad un tanto
limitadas contra la colonizacién e infeccion desarrollada especialmente
por microorganismos potencialmente patogenos(’®. Por lo general hay

bastante consenso en afirmar que el TGI de un pollo recien nacido es
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estéril y que la colonizacién empieza en cuanto el pollito tiene el primer
contacto con los microbios del medio ambiente que lo rodea. Por tanto,
hay que tener en cuenta dicha influencia, la dieta que se administre,
considerada el principal determinante del perfil microbiano® vy el
manejo y cuidado de las personas encargadas segin Van Der Wielen P,
et al.,™ Se ha observado que los primeros colonizadores a nivel
microbiano pertenecen por lo general a la familia Enterobacteriaceae
seguidos de cerca por bacterias del género Clostridium y Lactobacillus
claramente representativos®®3D, Las especies bacterianas tienen
referencias variables respecto al substrato y a los requerimientos en
cuanto a crecimiento se refiere. Se ha visto que la composicion quimica
del alimento digerido puede alterar la composicion de la comunidad
microbiana 2,

Estudios recientes confirman este hecho situando a los Firmicutes
como el filo predominante en las secuencias bacterianas de pollos con un
70%, Bacteroides supone el 12,3 % y el tercer grupo corresponde, a las
Proteobacterias con un 9,3%. El grupo de los Firmicutes, que esta
formado sobre todo por especies bacterianas de los géneros
Lactobacillus, Clostridium, Bacillus y Streptococcus, es el mas
abundante tanto en ileon como en ciego®. También es importante
destacar que cada region del intestino desarrolla su propio perfil
microbiano y dicha comunidad se vuelve mas compleja a medida que los

pollos van creciendo.

2.2.2.1.Microbiota del TGI en aves durante su vida productiva.

A. Fase pre-eclosion

La cascara de huevo evolucioné para ser una barrera contra
los microorganismos®. Sin embargo, la cuticula que protege
contra la cascara de huevo puede degradarse, lo que provoca que
los microorganismos penetren para llegar a las estructuras
internas del mismo("®. Esto puede ocurrir poco después de que

se coloca el huevo en el nido, en las jaulas o en la cinta
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transportadora, por lo tanto, la transmision vertical de
microorganismos también es posible desde la gallina hasta el
pollo, aunque de forma diferente a los mamiferos. Los
organismos patdgenos tales como Salmonella, Escherichia coli,
Mycoplasma y  Campylobacter  pueden  transmitirse
verticalmente”7®, Los estudios de Salmonella y Mycoplasma
han demostrado que las bacterias pueden estar presentes dentro
del ovario. Es plausible aceptar la hipotesis de que los
microorganismos beneficiosos también pueden transmitirse
verticalmente. La anatomia del tracto reproductivo de la gallina
sugiere que el embrion probablemente esté colonizado con
organismos que se depositan antes de la formacion de la cascara
de huevo. Los microorganismos podrian establecerse dentro del
intestino de los embriones durante el desarrollo, especialmente
cuando los embriones comienzan a ingerir el liquido amniotico.
Ademas, si hay microorganismos en la yema, podrian
internalizarse a medida que se introduce la yema al intestino en
el desarrollo embrionario. La exposicion embrionaria a las
bacterias no es necesariamente letal y, de hecho, el desafio de los
embriones de pollo se ha utilizado para detectar cepas patdgenas
de bacterias o virus®?. Se ha informado que se pueden encontrar
bacterias viables en los embriones, aunque el analisis molecular
ha revelado que una baja diversidad indica una microbiota
rudimentaria®®. La deteccion de especies relacionadas con
Clostridium, Propionibacterium y Lactobacillus indican que
estos organismos pueden transmitirse verticalmente de gallinas a
polluelos incluso en condiciones comerciales de aves de
corral ™,
Fase Inicial

Inmediatamente después de la eclosion, los polluelos tienen
contacto con los microbios en su entorno. La incubadora
comercial de huevos es una fuente de contaminacion microbiana
que permite a los pollos obtener microorganismos que pueden no

tener efectos necesariamente mutualistas €9,
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El consumo de agua y alimentos resulta en una rapida
adquisicion de microorganismos adicionales, de hecho, el
proceso de manejo, transporte y vacunacion contribuye a la
evolucion de la microbiota intestinal de las aves. En el momento
de la entrega a la granja avicola, la cria ya tiene una microbiota
estructurada®®. La organizacion de la microbiota intestinal
ocurre rapidamente y las especies presentes dentro del pollo
joven pueden estar presentes al final del periodo de crianza®?.
Es particularmente problemético, si el colonizador inicial
también tiene importancia para la inocuidad de los alimentos,
como Salmonella y Campylobacter. Muchos estudios han
demostrado que los patdgenos transmitidos por los alimentos
tienen mas éxito en colonizar pollos jovenes que estan expuestos
en la primera semana de eclosion cuando el ambiente intestinal
cambia rapidamente y la microbiota es menos diversa e
inestable®?),

En la granja, el uso de sistemas de cama profunda permite la
exposicion a una gran diversidad de microbios ambientales e
intestinales, lo que aumenta en gran medida el numero de
genotipos en el intestino del pollo. Durante este tiempo, la
microbiota del ciego en las aves jovenes es relativamente simple
y muy similar a la microbiota observada en el intestino delgado
@1 1o que indica que los compartimentos ambientales espaciales
aun no se han desarrollado en el intestino. A los 3 dias de vida,
la microbiota ileal del pollo contiene una gran proporcién de
bacterias ambientales®?, especialmente si las aves se crian en
camas profundas®®, mientras que, a los 7 dias de edad los
polluelos contienen una microbiota de la mucosa ileal dominada
principalmente por Lactobacillus, seguida de Lachnospiraceae
no clasificada y Enterococcus®®. Después de la segunda semana
de vida, el intestino delgado y el ciego desarrollan comunidades
claramente diferentes. Probablemente se pueda atribuir a la
maduracion de los entornos espaciales, incluidas las diferencias

en el pH, las condiciones de anaerobiosis (02, CO2 y H2), los
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surfactantes, la osmolaridad, los sustratos y los metabolitos
bacterianos (como los &cidos grasos de cadena corta) ¢,

La densidad bacteriana en el ileon de pollitos tipo broiler con
un dia de edad fue del orden de 108 UFC/g de contenido
intestinal, mientras que para el ciego el nUmero estd mas cerca
de 10% UFC/g. A partir del dia tres de edad estos nimeros
aumentaban a 10° y 10 UFC/g y asi se mantenian estables

durante los siguientes treinta dias de vida del pollo ©®.

. Fase de engorde
Muchos informes ahora revelan la composicion de la
comunidad microbiana del ileon de pollo durante el engorde. Por
ejemplo, Nakphichit et al.®% observaron que el organismo mas
abundante en el intestino delgado era Lactobacillus cuya
diversidad aument6 de 21 a 42 dias de edad. Lactobacillus
salivarius, L. johnsonii, L. reuteri, L. oris y L. crispatus se
detectaron a los 21 dias de edad, semanas después, se observaron
en abundancia secuencias relacionadas con L. gallinarum, L.
equi, L. salivarius, L. crispatus, L. aviaries, L. johnsonii y L.
reuteri. Estos estudios revelan que aunque Lactobacillus domina
el microbioma del intestino delgado, hay una sucesion de
especies y cepas que dependen de la edad de las aves. En
contraste, los estudios que utilizan técnicas de cultivo
tradicionales han descrito una comunidad de Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus, Escherichia coli, Eubacterium,
Propionibacterium y Clostridium®) que ilustran las limitaciones
de los métodos de placa tradicionales™. Lu et al.®? describieron
un aumento en la poblacién de Clostridium en el ileon de pollos
de engorde desde la fase de inicio hasta la fase de crecimiento
con una riqueza creciente al final del periodo de crianza®®).
La maduracidn de la microbiota intestinal posibilita generar un
ecosistema dinamico pero estable que representa una proteccion

contra organismos patogenos. Sin embargo, el uso de

18



antibioticos ha mostrado ser perjudicial en el desarrollo de la
microbiota intestinal (generando una involucion hacia etapas
mas inmaduras) e incluso cuando la microbiota ya esta
desarrollada se ha observado cambios severos en la composicion

de la misma{?,

2.2.2.2. Microbiota en aves, segun érganos del TGI

De acuerdo con Lu J et al,®Y, los grupos que predominan en la
comunidad bacteriana intestinal del pollo son los pertenecientes al
grupo de las Gram positivas alto GC (contenido de guanina y citosina)
y bajo GC (filos Actinobacterias y Firmicutes, respectivamente), filo
Proteobacterias y filo Bacteroides.

Wei S, Morrison M, Yu Z.0%), sitGia a los Firmicutes como el filo
predominante en las secuencias bacterianas de pollos con un 70%,
Bacteroides supone el 12,3% vy el tercer grupo corresponde a las
Proteobacterias con un 9,3%. El grupo de los Firmicutes, que esta
formado sobre todo por especies bacterianas de los géneros
Lactobacillus, clostridium, Bacillus y Streptococcus, es el mas
abundante tanto en el ileon como en el ciego.

A. Microbiota en el ileon de aves.

La microbiota dentro del intestino delgado es escasa en el
duodeno y més abundante en el yeyuno y el ileon. Las especies
del género Lactobacillus son las mas abundantes en este tramo
del intestino en un 68,5% del total, mientras que el 2,5% se
corresponde con la familia de las Proteobacteriaceae entre las
cuales se incluye Echerichia coli.

Por otra parte Dumonceaux et al.,® observé que
aproximadamente el 90% de la microbiota del intestino delgado
de pollos esta compuesta por Lactobacillus. Lu et al.,G?
determind que el 70% de las secuencias del ileon eran
Lactobacillus, y el resto estaba relacionado con Clostridiaceae
(11%), Streptococcus (6,5%) y Enterococcus (6,5%).
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Sin embargo, la microbiota del intestino delgado puede ser
bastante sensible a los cambios en la dieta. El intestino delgado
es la principal zona de digestion y absorcion de nutrientes y la
composicion de la microbiota podria contribuir positivamente a
los procesos digestivos®?.

Las especies del género Lactobacillus son las més abundantes
en este tramo del intestino, en un 68,5% del total, mientras que el
2,5% se corresponde con la familia de las Proteobacteriaceae
entre las cuales se incluye Escherichia coli. Otras secuencias
relacionadas con la familia Clostridiaceae representan el 9,7%
del total (figura 2). De los 7-21 dias de edad las especies de los
géneros  Lactobacillus,  Clostridium,  Streptococcus Yy
Enterococcus son las dominantes. Para el resto de edades se
aplica la generalidad de las especies dominantes del ileon®Y,
Recientemente se ha sabido que el ileon es una fuente de bacterias
nuevas, especialmente productoras de butirato. Dado que la
funcion de esta parte del intestino es la de absorber nutrientes,
parece ser que un numero considerable de estas bacterias
desconocidas pueden influir en la biodisponibilidad de los
nutrientes y en la tasa de absorcidn, mejorando de esta forma el

rendimiento productivo de los broilers®®),

20



Figura 2. Microbiota mas abundante en el tracto gastrointestinal (TGI).

= Lactobacillus = Proteobacteriaceae = Clostridiaceae Otros

Fuente: Stanley(®®

B. Microbiota en ciego de aves.

El ambiente cecal alberga predominantemente los Phylum
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria, la mayoria de los
cuales son anaerobios estrictos®. El 16S rRNA revela que la
mayoria estan relacionados con Clostridium leptum, Sporomusa

spp., Clostridium coccoides y entéricos®?.

El grupo mas abundante es este tramo del intestino el
perteneciente a la familia Clostridiaceae, con aproximadamente
un 60%. Las bacterias pertenecientes al grupo de las
Actinobacterias ocuparian un 13,9% mientras que menos del 10%
se corresponde a bacterias Gram negativas y de ellas el 2,8% a la
familia Proteobacteriaceae y el 5,1% a la familia Bacteoidaceae.
A los 3 dias de edad de los pollos, las Proteobacterias se
encuentran en un porcentaje de 15% mientras que Lactobacillus
spp representan el 25% del total. Para el resto de edades, se aplica
la generalidad de las especies dominantes del ciego. Dentro de la
familia Clostridiaceae, los géneros Clostridium, Eubacterium, y
Ruminococcus domina la comunidad bacteriana del ciego del
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pollo adulto®V. Estudios recientemente desarrollados sugieren
que el nimero de Firmicutes en este tramo intestinal ascenderia a
un 78% del total, mientras que los Bacteroides ocuparian un
119%(7),

A pesar de todo lo indicado en lineas anteriores, hay que tener en
cuenta que un estudio de reconocido prestigio sugiere que el 10%
de las bacterias intestinales presentes en los pollos son especies
conocidas, mientras que 35% se desconocen pero podrian
relacionarse con un género conocido y el restante porcentaje
(55%) es completamente desconocido®®. Por otro lado, Van der
Wielen et al.,"" demostraron que la diversidad de la microbiota
intestinal aumenta con la edad, especialmente en los ciegos.
Dentro de un mismo grupo, diferentes individuos pueden
presentar comunidades microbianas muy diferentes, y animales
de la misma edad y raza pueden tener poblaciones microbianas

Unicas.

Tabla 1. Composicion de la microbiota en el ileon y ciego en

pollos

Microbiota Ciego lleon

Lactobacillus 8.00 70.00
Ruminococcus 16.48 0.44
Clostridiaceae 68.00 11.00
Proteobacteriaceae 2.80 2.50
Bacteroidaceae. 5.10 0.60
Streptococcus 1.70 13.20
Fusobacterium 14.00 0.90
Escherichia 1.29 0.35
Campilobacter 0.00 0.88

Fuente: Lu J, et al.®D
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2.2.3. Mango (Mangifera indica L.)

El mango (Mangifera indica) es un importante cultivo fruticola que se
cultiva en los tropicos principalmente por su pulpa. La semilla de mango,
que representa entre el 20 y el 60% de la fruta, tiene un uso limitado de
alimentos o industrial en la mayoria de los paises productores y, por lo
tanto, se desperdicia. EI grano contenido en la semilla (grano de semilla
de mango: MSK) es una buena fuente de carbohidratos (58-80%),
contiene cantidades moderadas de proteinas (6-13%) y grasa (6-16%). y
su aceite es una buena fuente de cidos esteérico y linoleico®.

2.2.3.1. Composicion de harina de semilla de mango
Hay un vasto cuerpo de informacion sobre la composicion
nutricional de harina de semillas de mango (MSK, siglas en
ingles), sin embargo, es dificil culto para dar valores
representativa de los componentes, ya que varian ampliamente;
sin embargo, es dificil dar valores representativos para los
constituyentes, ya que varian ampliamente (Tabla 2).

Tabla 2 Composicién proximal de harina de semilla de mango (HSM), maiz
y granos de sorgo (g / 100 g de MS).

Grano de
Constituyentes HSM Maiz Grano Sorgo
Materia seca 89-91.5 86 89
Proteina cruda 6 - 10. 8-09. 9.8-10
Fibra bruta 1.11-29 20-2.2 20-35
Extracto de éter 7.87-14.80 35-3.8 4.4
Extracto sin nitrogeno 67 — 82 -- --
Energia metabolizable (Kcal / kg) 3,275-3,454* 3,330-3,514 2,650 - 3,464
Referencia 1,2,3,4,5,6 3,7,8 7,8

* Valor para la semilla de mango hervido
1: Sandhu and Lim®®; 2: Fowomola®Y; 3: Diarra et al.,*4; 4: Odunsi®?; 5: Dakare et al.,®®;
6: Kittiphoom®4; 7: Jadhav and Siddiqui®®; 8: Damron(®®)

La harina de semilla de mango (HSM) es una buena fuente de
almidon (58-80%)©%9) y tiene un alto contenido de grasas que
se combinan para proporcionar un valor de energia metabolizable

(ME) comparable al del maiz**. Sin embargo, se informa que los
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carbohidratos contenidos en MSK son poco digeridos por las aves
de corral. Ravindran y Rajaguru®® informaron que solo el 52.5%
de los carbohidratos de HSM fueron metabolizados por las aves
de corral. El contenido de proteinas de HSM seco ( 6-13
%)(1492.9%) g5 comparable a la del maiz y tiene un buen perfil de
aminoacidos esenciales, especialmente en términos de lisina y

metionina®Y (Tabla 3).

Tabla 3. Perfil de aminoacidos esenciales de harina de semilla de

mango (HSM), maiz, granos de sorgo y harina de soya.

Aminoéacidos

. HSM Maiz Sorgo Harina de Soya
esenciales
Lisina 3.13-5.0 0.26 0.22 2,22
Metionina 1.04-2.2 0.17 0.17 0,53
Treonina 204 -4 0.29 0.31 1.41
Arginina 517-9.0 0.37 0.38 2,60
Valina 3.80-5.2 0.39 0.46 1.68
Histidina 2,31-27 0.23 0.23 0.96
Fenilalanina  4.46 - 4.60 0.39 0.49 1.83
Isoleucina 3,23 -4.60 0.28 0.37 1.61
Referencias 1,2,3 4 4 4

1: Fowomola®Y; 2: Jadhav and Siddiqui®®; 3: Kittiphoom®4; 4: NRC®?)

La comida de HSM es moderadamente rica en aceite (6-16%) ¥,
lo cual es una buena idea. fuente de &cidos esteérico (24-57%) y
oleico (34-56%) que se pueden fraccionar para producir oleina y
estearina®®,

2.2.3.2. Efectos del procesamiento sobre el contenido factores
antinutricionales (FAN) de harina de semilla de mango
(HSM).

Se han investigado los efectos de diferentes métodos de
procesamiento en la reduccion de FAN en HSM. El remojo y
la ebullicion se informé que significativamente reducir el
contenido de FAN de HSM. Una ventaja adicional de remojar

0 hervir se vio como un aumento en el contenido de energia
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2.2.3.3.

metabolizable (EM) del kernel®®%,  Ravindran y
Sivakanesan®? observaron un aumento en el EM de 7.9 MJ /
kg de MS en el grano crudo seco a 10.3 MJ / kg de DM en los
granos hervidos y remojados. EI aumento libre de nitrégeno.
El extracto (carbohidratos solubles) observado en los granos
procesados en comparacion con los granos crudos!49%)
probablemente se debi¢ a la descomposicion de las fracciones
de carbohidratos complejos. Recientemente, Amao Yy
Siyanbola® informaron un aumento en el contenido de ME
en el HSM tratado con calor seco en comparacion con el HSM
sin procesar.

El Boushy y Van Der Poel™® observaron que el remojo fue
mas eficiente en la eliminacion de taninos de HSM de
tratamiento de ebullicién, acido o alcali. En otro informe,
Ravindran y Sivakanesan*? encontraron ebullicion sea mas
eficiente en la eliminacion de taninos y acido fulminico (HCN)
en comparacion con el remojo. El tratamiento con &cido
seguido de un tratamiento alcalino eliminé todos los taninos y
gran parte de los glucésidos cianogénicos de MSK®%), Dakare
et al.,® informaron una reduccion significativa del tanino, el
HCN, la actividad inhibidora de la tripsina y el oxalato en
ebullicion en comparacién con la harina de semilla de mango
(HSM) mojado, mientras que la ebullicion en alcali fue la mas
eficiente en la reduccion del contenido de acido fitico. Los
autores observaron que la coccién después del remojo redujo

aun mas la concentracion de estos factores en el mango.

Alimentacion en pollos de engorde.

La alimentacion de HSM a pollos de engorde estd bien
documentada. Patil et al.,*% observaron que reemplazar el
14.1% de maiz dietético con HSM crudo no tuvo efectos
adversos en el crecimiento de pollos de engorde, pero el

reemplazo de 28.2% causo que el crecimiento se viera afectado
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adversamente. En corroboracion, Teguia®®® informé efectos
adversos sobre el aumento de peso y el consumo de alimento
de los pollos de engorde alimentados con un 20% de HSM
molido como reemplazo del maiz. Recientemente, Amao y
Siyanbola®  observaron el consumo de alimento
significativamente inferior, mayor peso corporal y mejor
conversion del alimento en pollos de engorde finalizacién
alimentaron 30% calor seco tratado HSM como un reemplazo
para el maiz en comparacion con el maiz alimentado grupo de
control.

Hay informes que muestran que las pérdidas de rendimiento
en aves alimentadas con HSM crudas por encima del 10% de
la dieta (como reemplazo del maiz) se redujeron con el
procesamiento4%),  Odunsi®?  observado  depresion
significativa del crecimiento no puede en pollos alimentados
mas de 10% en bruto HSM como un reemplazo para el maiz,
mientras que la sustitucion del 20% con empapado HSM no
tuvo efectos adversos sobre el crecimiento de pollos de
engorde. Del mismo modo, Joseph y Abolaji®® no observaron
reacciones adversas.

Los efectos de la alimentacion 10% en bruto o 20% de
semilla de mango hervida como un reemplazo para el maiz en
el rendimiento de pollos de engorde (consumo de alimento,
ganancia de peso y alimentar eficiencia). El sabor amargo de
HSM se ha atribuido principalmente a la presencia de
taninos®21%), Ravindran y Sivakanesan*? observaron mejoras
en el rendimiento de los pollos de engorde con HSM procesado
en paralelo con la reduccién de taninos, lo que indica que los
taninos son en gran parte responsables del pobre valor nutritivo
del HSM crudo.

Se ha informado el efecto de la edad en la capacidad de las
aves para tolerar la HSM en la dieta. Diarra y Usman(t%)
observaron que la sustitucién de maiz 20% con HSM prima en

pollos de engorde dietas fue significativo en el rendimiento
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2.2.34.

durante la fase de arranque que se compensa durante la fase
final; lo que sugiere que la capacidad de los pollos de engorde
para utilizar harina de semilla de Mango (HSM) aumenta con
la edad. Del mismo modo, Diarra et al.,**) informaron que la
sustitucion de 50 y 70% de maiz en la dieta con HSM hervido
en la fase de arranque y final de pollos de engorde fueron
significativamente  respectivamente en el costo de
alimentacion sin efectos adversos sobre el crecimiento y la

utilizacién del alimento.

Actividad antimicrobiana

Se estudiaron las caracteristicas de un nuevo compuesto
antimicrobiano en extracto de etanol de semilla de mango. El
analisis cualitativo de la harina de semilla de mango (HSM)
mostrd que los polifenoles son el componente principal de la
HSM®. El extracto de semilla de mango contiene gran
cantidad de polifenoles (79.5% mg/ 100 mg seco humedo) que
le da el poder antibacteriano mas efectivo contra las bacterias
grampositivas que las bacterias gramnegativas, aunque la
actividad antimicrobiana contra las bacterias del &cido lactico
es inefectiva; su actividad antimicrobiana contra cepas son las
siguientes: E. coli, Salmonella Enteritidis, Salmonella
Typhimurium, Klebsiella aerogenes, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocoliticia, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B.
lichenformis, B. pumilus, Clostridium botulinum,Cl.
Perfringens, Listeria monocytogenes®”,

Compuestos fenolicos, como la galanginina, cuyo mecanismo
de accion inhibe el ADN girasa de células bacterianas, ademas
de inhibir la enzima topoisomerasa IV®. Denny et al.,1%
observaron actividad frente a las beta lactamasas, estas
actividades no pueden atribuirse a la presencia de una sola

molécula del fruto, sino a la accién de los compuestos de
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caracter fenolico que ejercen efectos sinérgicos, formando un
fitocomplejo activo en la inhibicién microbiana.

Los espectros antimicrobianos de la HSM y otras fuentes de
polifenoles, catequinas crudas en el té verde y teaflavinas
crudas en el té marron, se muestran en la Tabla 4. Las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de las catequinas
crudas y las teaflavinas crudas son mas bajas contra las
bacterias  grampositivas que contra las  bacterias
gramnegativas. El espectro antimicrobiano de la HSM tiene la
misma tendencia. Sin embargo, hay algunas diferencias en los
espectros antimicrobianos entre el HSM y las catequinas. Las
CMI de HSM contra Campylobacter jejuni y Yersinia
enterocolitica son de 100 y 50 ppm, mientras que los de las
catequinas crudas y las ceras de té son superiores a 1000 ppm.
La diferencia sugiere que las estructuras moleculares de los
polifenoles, como componentes activos en el HSM, difieren de

las del té verde o marron®®,

Tabla 4. Comparacién de la actividad antimicrobiana (MIC) de la

HSM vy los polifenoles

Tension del indicador HSM : Teaflavinas
Catequinas
(ppm) . crudas del
crudas del té 162 (ppm)
verde?, (ppm) PP
Escherichia coli > 1000 > 1000 > 1000
Salmonella sp. 2500 > 1000 > 1000
Aeromonas sp. > 1000 > 400 300 + 700
Campylobacter jejuni 100 > 1000 > 1000
Vibrio sp. 500 200 +£500 300 £ 400
Yersina Enterocolitica 50 > 1000 > 1000
Stabylococcus aureus 50 = 1000 450 500
Bacillius sp. 500 600 500
Clostridium sp. <50 400 200

Fuente: Hara e Ishigami®%)

- Las CMI se determinaron en agar nutricional. Las catequinas crudas se obtuvieron
mediante extracto de acetato de etilo del té verde. ®- Las tomas de té crudas se
obtuvieron mediante extracto de metilisobutilcetona a partir de té marrén.
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2.2.4. Polifenoles como antimicrobianos

Dentro de los polifenoles estan los flavonoides presentes en las células
de la fotosintesis y se encuentran comdnmente en frutas, vegetales,
nueces, semillas, tallos, flores, té, vino, propoleo y miel. Durante siglos,
las preparaciones que contienen estos compuestos como los principales
constituyentes fisioldgicamente activos se han utilizado para tratar
enfermedades humanas. Se caracterizan por poseer al menos un anillo
bencénico y uno o varios grupos hidroxilos®. Segtn Cheynier et al., 1%
los polifenoles se clasifican fundamentalmente en compuestos no
flavonoides, entre los que se encuentra el acido galico y flavonoides,
entre los que podemos mencionar a la catequina. Los ultimos se
diferencian en que tienen un esqueleto C6-C3-C6.
La importancia de estos compuestos se debe a su estrecha relacion con
las caracteristicas sensoriales de los alimentos tales como el color,
astringencia, amargor y aromas*!?. Asimismo, se ha observado que
cumplen un rol biologico en la proteccion y mantencion de las diferentes
especies de plantas®'?. Diversos estudios, sefialan que estos compuestos
poseen un amplio nimero de efectos en la salud, entre los que se
mencionan las actividades antioxidante, antialergénica, anticancerigena,
antiinflamatoria y antimicrobiana®*>!), La actividad antimicrobiana de
los polifenoles consiste en inhibir el crecimiento de algunas bacterias con
incidencia sobre la salud, tales como Helicobacter pylori y Escherichia
CO“ (114,115)_
2.2.4.1. Efecto antimicrobiano
Los flavonoides se han aislado de muchas drogas vegetales
debido a que son productos naturales muy comunes. A sus
polifenoles se les ha atribuido una cantidad de acciones que van
desde actividades inhibidoras de enzimas (hidrolasas,
ciclooxigenasas, fosfatasa alcalina, cAMP fosfodiesterasas,
ATP-asas, liasas, hidroxilasas, transferasas, oxidorreductasas y
cinasas), hasta accion antiinflamatoria, anticancerigena,

antibacteriana y antiviral16),
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A.

Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos.

Estudios realizados por Mori., ") demostraron que el anillo B
de los flavonoides puede desempefiar un papel en la
intercalacion o el enlace de hidrogeno con el apilamiento de las
bases de acido nucleico y que esto puede explicar la accion
inhibitoria sobre la sintesis de ADN y ARN. Otros estudios
reportado por Plaper et al.,*'® informaron que la quercetina se
une a la subunidad GyrB de la girasa del ADN de E. coli e inhibe
la actividad ATPasa de la enzima. La union a la enzima se
demostrd aislando la girasa del ADN de E. coli y midiendo la
fluorescencia de la quercetina en presencia y ausencia de las
subunidades de la girasa, por lo tanto, la inhibicion de la
actividad de GyrB ATPasa por quercetina es la responsable de
la actividad antibacteriana.

Inhibicion de la funcion de la membrana citoplasmica.

Otro grupo, Ikigai y sus colegas, llevaron a cabo una
investigacion sobre el galato (-) -epigalocatequina, una catecina
fuertemente antibacteriana que se encuentra en el té verde. Las
catequinas actlan principalmente y dafian las membranas
bacterianas. No se sabia como se produjo este dafio, pero se
presentaron dos teorias. Primero, las catequinas pueden
perturbar las bicapas lipidicas al penetrarlas directamente e
interrumpir la funcion de barrera. Alternativamente, las
catequinas pueden causar la fusion de la membrana, un proceso
que provoca la fuga de materiales intramembranosos y la
agregacion. Curiosamente, el grupo también demostré que la
fuga inducida por el galato de epigalocatequina fue
significativamente menor cuando se prepararon membranas de
liposomas que contenian lipidos cargados negativamente. Por lo
tanto, se sugirio que la baja susceptibilidad a la catequina de las
bacterias Gram negativas puede atribuirse, al menos en parte, a
la presencia de lipopolisacaridos que acttian como barrera**®),
También se ha demostrado por Sato et al., que la metilcalcona

induce la fuga de sustancias absorbentes de 260 nm de S.
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mutans. Esta observacion generalmente indica una fuga de
material intracelular como un nucleétido, y los autores
sugirieron que 2,4,2 -trihidroxi-5. La metilcalcona ejerce su
efecto antibacteriano cambiando la permeabilidad de la

membrana celular y dafiando la funcion de la membrana®??,

Inhibicion del metabolismo energético.

Estiudio por parte de Haraguchi et al., demostraron la accién
antibacteriana Licochalcona A y C, estos flavonoides
demostraron actividad inhibitoria contra S. aureus vy
Micrococcus luteus pero no contra E. coli. El grupo planteé la
hipétesis de que los licocalcones podrian estar interfiriendo con
el metabolismo energético de manera similar a la inhibicion de
las vias respiratorias. Antibi6ticos, ya que se requiere energia
para la captacién activa de diversos metabolitos y para la
biosintesis de macromoléculas. Curiosamente, se encontrd que
los licocalcones inhiben fuertemente el consumo de oxigeno en
M. luteus y S. aureus pero no en E. coli, que se correlacion6 bien
con el espectro observado de actividad antibacteriana. El grupo
demostrd6 ademéas que los licocalcones A y C inhibian
eficazmente la NADH-citocromo ¢ reductasa , pero no la
citocromo ¢ oxidasa o la NADH-CoQ reductasa®®®
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

- Placas Petri

- Jeringas

- Tubos de ensayo

- Matraz

- Pipeta

- Probeta

- Mechero

- Estufa

- Horno

- Autoclave

- Gradilla

- Balanza

- Bisturi

- Agua destilada

- Ron de quemar

- Viales

- Asaenargolla no calibrada
- Algodén

- Estuche de diseccion
- Balanza

- Bolsas herméticas

- Mascarilla, guantes, redecilla
- Alcohol, yodo.

- Hilo (nylon).

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO
- 400 Pollos Broiler

3.1.2. MEDIOS DE CULTIVO
- Agar cromogénico TBX

- Agar MRS
- Agar Peptona



3.2. DISENO METODOLOGICO

3.2.1. UBICACION GEOGRAFICA

La investigacion se realizé en un galpdn en el distrito de TGcume, departamento

y provincia de Lambayeque, ubicada a 6°30'22" latitud sur y 79°51'26" latitud

oeste. La crianza de los pollos abarco desde el mes de diciembre del 2018 hasta

febrero 2019, con una temperatura de 29 - 31°C. La latitud sobre el nivel del

mar es de 46 m ®2: 85 % de humedad relativa; 41 mm de precipitacion. La

variacion en la precipitacion entre los meses mas secos y mas humedos es 25

mm. (122).

Figura 3. Mapa satelital del lugar de estudio: Tucume — Lambayeque.
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Fuente: Googlemaps(23)
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3.2.2. Adecuacion del galpon.

Se adecud un galpén 15 dias de anticipacion a la llegada de los pollos,
realizando actividades como fumigacion dejando secar por un dia y
posteriormente se rocio cal todo el piso dejandolo 15 dias. Luego se introdujo
cama a base de viruta de madera de 10 cm de profundidad, con su respectivo
comedero y bebedero y por ultimo cada uno de los tratamientos fueron

identificados.

Figura 4. Instalacion del galpén experimental

3.2.3. Procesamiento de semilla de mango

Se tomaron muestras de semillas de mango (Mangifera indica L.). Las semillas
de mango fueron adquiridas de empresas agroindustriales ubicada en
Lambayeque. Secado a temperatura ambiente por 20 dias tomando las
sugerencias que indican las investigaciones de Martinez, et al.*?? y Chiroque
et al.1?®; Juego se sometieron a una temperatura de 100°C (Figura 5 y 6) para

eliminar las sustancias antinutricionales que contiene la semilla de mango™®).
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Figura 5. Proceso de hervido en semillas de mango.

Se tomd en consideracion que las semillas de mango tuvieran el mismo tiempo
de almacenaje, sin tratamiento quimico, fisico o bioldgico y se secaron a

temperatura ambiente (Figura 6).

Las semillas de mango fueron sometidas a molinaje, empleando un molino de
martillo (Figura 7), logrando reducirlas a un tamafio de 1 mm y conservacion a

temperatura ambiente.
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Figura 7. Molienda de semilla de mango

3.2.4. Anélisis bromatolo6gico de harina de semilla de mango

3.2.5.

3.2.6.

La composicion bromatoldgica y el fraccionamiento de la fibra de harina
semillas de mango se realizaron en el Laboratorio acreditado de Analisis de
Fisico Quimico de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional Agraria la Molina, Perl, evaluando los siguientes
indicadores: Humedad, ceniza, grasa, proteina, fibra, carbohidratos totales
(Anexo 1).

Alimentacion

Se elabor6 dietas para los 4 tratamientos, las cuales fueron isoproteicas e
isoenergéticas para anular los efectos dietéticos en las variables de estudio. Las
dietas que se elaboraron fueron: Tratamiento control (TO: sin adicion de harina
de semilla de mango) y 3 grupos experimentales los cuales fueron; T1 (10% de
semilla de mango), T2 (25% de semilla de mango) y T3 (50% de semilla de
mango) para las tres fases de produccion: Inicio, Crecimiento y Acabado.
(Anexo 2,3y 4 respectivamente)

Necropsia
Las aves por cada fase productiva se sacrificaron utilizando la siguiente

técnica2o):
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a) Se humedecieron las plumas del ave con una solucion de agua méas un
antiparasitario externo para eliminar a piojos, pulgas y garrapatas.

b) Se dejo al ave en una superficie inclinada para que pierda gran parte
del agua que usaron para bafarla, durante 5 minutos.

c) Se realiz6 un piquete con la tijera en la piel por debajo de la punta de
la quilla del esterndn, a nivel de la linea media hasta llegar cerca al buche
y se debe cortar con mucho cuidado porque la piel tiene poca grasa en el
estrato subcutis y la pared de esta parte del es6fago estd muy cerca de la
piel; se termind el corte en el vértice del pico inferior.

d) El piquete que se hizo, se dirigio hacia atras por la linea media y luego
se divulsiond para separar la piel del abdomen. Al llegar el corte al nivel
de la mitad de la quilla se extendio a la derecha e izquierda por la parte
craneal de cada pierna, para separar la piel completamente.

e) Con los dedos indice y pulgar de cada mano se cogio cada muslo y se
hizo palanca para separar la cabeza de cada fémur de su respectiva fosa
acetabular del cinturdén pelviano.

f) Se expusieron los 6rganos que se ubican a lo largo del cuello: es6fago
anterior y buche, traquea, timo y las glandulas tiroides y paratiroides,
vasos sanguineos y nervios, hasta llegar al vértice del pico inferior.

g) Con latijera se cortaron los musculos de la pared abdominal, a la altura
de la punta de la quilla, lo contintan en direccion caudal por la linea
media, para separar los diferentes tejidos componentes. Posteriormente
se incididé en el peritoneo para exponer el tejido adiposo y los sacos
aéreos que cubren las visceras celémicas.

h) Se localizo las articulaciones costo condrales de ambos lados y se
cortaron, con los masculos aledafios: costo esternal, externo coronal, sub
coracoideo y la parte interna del sub escapular, evitando hacerlo mas
dorsal para no seccionar los pulmones.

i) Se Corto después la articulacion de los huesos coracoides, clavicula 'y
himero de ambos lados y se retird la mitad del torax con todos sus
huesos, musculos y articulaciones.

j) Se extrajo el higado y bazo para visualizar y poder trabajar con el

intestino.
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k) Se identificO y se separo las secciones del intestino delgado (duodeno,
yeyuno e ileon) y grueso (ciegos y colon)
I) Luego se procedid a diseccionar cada segmento de todo el intestino
delgado y grueso y se colocaron en bolsas herméticas debidamente
rotuladas.

Figura 8. Necropsia de los pollos Cobb 500 alimentados con diferentes niveles

de harina de semilla de mango (HSM)
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Figura 9. Separacion de los segmentos intestinales de los pollos Cobb 500

alimentados con diferentes niveles de harina de semilla de mango (HSM)

3.2.7. Analisis de las muestras.

+» Para el analisis de las muestras de los segmentos del tracto gastrointestinal
se procedio a la esterilizacion del material de vidrio en el horno a una

temperatura de 180°C por 60 minutos, 24 horas antes.
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Figura 10. Esterilizacion del material para la preparacion de los medios de cultivo
bacteriano

Fuente: Laboratorio de patologia clinica UNPRG.

3.2.7.1.Preparacién de medios de cultivo, segun lo establecido por lo
sugerido Guerray Agurto®?”)

» Preparacion del agua peptonada 0.1% para las diluciones:

Se pesd 0.1 gr de agar peptona y luego se colocd en 100 ml de agua

destilada, luego se homogenizé.

9 ml de agua 9 ml de agua 9mldeagua |___
F ‘l peptonada peptonada peptonada
=\ | 90 mlde agua & [ & i 1
= peptonada
, muestra
x,) — |

117 ml

10 03 ca =

10 10 104

Pollo #1: 5 segmentos: duodeno, yeyuno, ileon, ciegos y colon

Luego los segmentos del tracto gastrointestinal fueron pesados en una balanza
analitica (10 gr) para ser colocados en las primeras diluciones 10!
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Figura 11. Pesado de segmentos intestinales

Figura 12. Diluciones 10! ml de agua peptonada

% Luego se colocd 1 ml de la primera dilucion 10 " a la dilucion 102y de esta
se volvio a extraer 1 ml para colocar a la tercera dilucion 1073, y luego a la cuarta
dilucién 10

Figura 13. Extraccion de las diluciones en los tubos de ensayo.
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» Preparacion Agar cromogénico Triptona Bilis X-Glucoronida (TBX)
para Escherichia coli

Se disolvio 31.6 gr de agar TBX en 1 litro de agua destilada (deshionizada)
Célculos para el procedimiento:
1 muestra -------- > 6 placas
6 placas x 15 ml del agar TBX ya preparado
= 90 ml x muestra
20 pollos X 5 segmentos = 100 muestras
100 X 90 mI =9000 ml ----> 9 litros

Conclusion: Se prepar6 9 litros de agar TBX.
Luego se llevo a la autoclave a 15 Ibs de presion por 15 minutos a 121°C

Figura 14. Preparacion del agar TBX: Cromogénico

ey ]
, o
¥ o

» Preparacién del Agar Man Rogosa y Sharpe (MRS) para Lactobacillus spp
Se disolvio 62.5 gr de agar MRS en 1 litro de agua destilada (deshionizada)
Calculos para el procedimiento:

1 muestra ------- > 6 placas
6 placas x 15 ml del agar MRS ya preparado = 90 ml x muestra
20 pollos X 5 segmentos = 100 muestras
100 X 90 ml =9000 ml  -------- > 9 litros

Conclusion: Se prepar6 9 litros de agar MRS.
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Luego se llevo a la autoclave a 15 Ibs de presion por 15 minutos a 121°C

Figura 15. Preparacion del Agar MRS Lactobacillus

3.2.7.2. Siembra en masa segun lo establecido por Guerray Agurto@39 y se
hizo de la siguiente manera:

Se caracteriza porque durante la incubacion las colonias crecen en el

interior de la masa del agar 27

1.

Se depositd 1 ml de la muestra o de cada dilucién en placas estériles,
vacias.

Se agreg6 a cada placa 15 a 20 ml del medio de cultivo a emplear,
previamente fundido y mantenido a unos 74°C.

Se agité moviendo la placa tapada sobre la superficie de la mesa con
movimientos circulares y de vaivén (siempre sin levantar la placa de
la mesa). Con esto se consigue mezclar el indculo con el agar.

Se dejo solidificar el agar a temperatura ambiente (esperar al menos
media hora) y se llevan las placas a incubar (la temperatura y el tiempo
de incubacion elegidos varian segun el tipo de microorganismo).
Pasado el tiempo de incubacion las colonias habran crecido dentro

del agar (en la masa del agar).
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> Siembra de Escherichia coli

Luego:

De las diluciones en los tubos de ensayo, luego se colocd 1 ml de

cada mezcla con ayuda de la pipeta en las placas: Ejm: Segmento duodeno
del pollo #1, Este procedimiento se hara para cada segmento de cada pollo.

9 ml mezcla
del primer
tubo
‘ 10 2 Secolocal
ml de la
mezcla en
cada placa
3 ) ™ )
1ml 1mi 1ml
Repeticion Repeticion Repeticion
1 1 2

10 ml
9 ml mezcla del mezcla del
primer tubo primer tubo
107 10
{ ) T ) )
1ml 1ml 1ml
Repeticion Repeticion Repeticion
2 3 3

¢ Luego se colocd el agar TBX Cromogénico (técnica sembrado en masa) en las placas, se
homogenizo despacio y se dejo que tome una consistencia compacta, para luego colocarlas a la estufa

a 45°C por 24 horas.
Se coloco 15 ml de agar
Cromogenico TBX en cada
Aaar placa.
-2
10 10 2 103 10 10 10
{(~— ) ( ) ( - ) ) { ) )
Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 3 Repeticion 3
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
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» Siembra de Lactobacillus spp

De las diluciones en los tubos de ensayo, luego se colocé 1 ml de cada mezcla
con ayuda de la pipeta en las placas:

Ejm: Segmento duodeno del pollo #1

|
107

Se colocd 1 ml
de la mezcla en
cada placa

9 ml mezcla del
primer tubo

103

|
9 ml mezcla del
primer tubo

10

10 ml mezcla del
primer tubo

10~

10 ml mezcla del
primer tubo

.

ANVA

LI

1 ml

1 ml

Repeticion 1

Repeticion 1

Repeticién 2

Repeticién 2

Repeticién 3

Repeticién 3

Repeticion 4

Repeticion 4

Este procedimiento se hara para cada segmento de cada pollo.

44




7

< Luego se colocd el agar MRS (técnica de siembra en masa) en las placas, se

homogenizo despacio y se dejo que tome una consistencia compacta, para luego
colocarlas a la estufa a 37°C por 48 horas.

10 -2 (- --..;’\)} Repeticion 1
 Screae?
1mil
102 & Y Repeticion 1
L St 4
1ml
10 -3 (_'{;:f"'-_- i -‘_"\j'! RepetiCién 2
g
1 ml
103 P
L~ )| Repeticion 2
S
Se colocé 15 ml S—
de agar MRS en 1 ml
cada placa.

10 4 ‘:(f-/. ; : ) . Repeticion 3

Agar MRS

10 4 & Repeticion 3

10° ¢

Repeticion 4

105 (/- ~ )| Repeticion 4

1ml
Estos procedimientos se haran para cada uno de los segmentos de la porcién intestinal
del nimero de muestra de pollos a evaluar.
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Figura 16. Siembra de Escherichia coli y Lactobacillus spp

Figura 17. Incubacion de E. coli

LBl

3.2.7.3. Técnica de recuento de colonias.

Para realizacion del contaje, se puso la placa de Petri con la base hacia
arriba. EI numero de unidades formadoras de colonia o UFC/g de la
muestra original sera:

NUmero de UFC/g= Numero de colonias x factor de dilucion

Para registro del namero de colonias, se eligid la dilucion menor (esto
proporciona una precisién estadistica suficiente).
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» Para Escherichia coli:

Figura 18. Recuento de colonias de E. coli del contenido
intestinal de pollos Coob.500 en agar cromogénico TBX.

(B0 Colonias de Escherichia coli color azul a violeta.

Figura 19. Lectura de placas de E. coli
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» Para Lactobacillus spp

Las colonias presuntivas de Lactobacillus spp crecen de color blanquecinas y
presentan una apariencia mucoide 0 cremosa en este agar. Posteriormente

deben identificarse para realizar la cuantificacion de las colonias 27

Figura 20. Recuento de colonias del contenido intestinal de pollos
Coob.500 en agar Man Rogosa (M.R.S.)

(AB.C)Colonias de Lactobacillus color blanquecinas
con apariencia mucoide o cremosa

Lector de colonias

3.2.7.4. Prueba de identificacién de microorganismos.
» ldentificacion de Escherichia coli
TSI (Triple Sugar Iron)

Indicador: rojo de fenol

Acido (A): amarillo

Alcalino (K): rojo

No inoculado: naranja rojizo (pH: 7.4)

Lectura y resultados:

Lactosa+ ~, La bacteria a fermentado estos azucares, el medio acido
Sacarosa + —  Producido es suficiente para virar el color del medio a color
amarillo
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Glucosa+ — La bacteria a fermentado la glucosa, el medio &cido producido
en el fondo acidifica el medio en esa zona y se torna de color amarillo

Produccion de gas + — Durante el proceso de fermentacion se observan
burbujas o ruptura del agar.

Controles

Columna vertical (fondo)

Superficie inclinada (pico
flauta)

E. coli

A/A

Lactosa +

Sacarosa +

Glucosa +
Produccion de gas +

Amarillo/gas

Amarillo

Antes del sembrado

Figura 21. Lectura de E. coli en TSI

TSI: Lactosa + /Sacarosa +/
Glucosa +/ Produccion de gas +

LIA (Agar Lisina Hierro)

Indicador: purpura de bromocresol

Acido (A): color amarillo (pH: 5.2)

Alcalino (K): color purpura (pH: 6.8)

No inoculado: purpura intenso brillante (pH: 6.0)

Lectura y resultados:

Lisina + — descarboxilacion oxidativa de la lisina.
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Controles

Columna vertical

Superficie inclinada (pico

(fondo) flauta)
E. coli
K/A (no hay diseminacion
de la Lisina)
Negativo en la produccion Amarillo Purpura

de 4cido sulfhidrico.

Figura 22. Prueba de identificacion LIA (Lisina +)

Agar Citrato de Simmons

Indicador: azul de bromotimol pH: 6
Alcalino: color azul de Prusia intenso pH: 7.6
No hay crecimiento: color verde pH: 6.9

Lectura y resultados:

Citrato - —  No se observa crecimiento de la bacteria, ni cambio en el pH.

Color verde
Controles Columna vertical (fondo) Superficie inclinada (pico
flauta)
E. coli
Citrato - Verde Verde
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Figura 23. Citrato de Simmons: Citrato -

Caldo Glucosado

Lectura y resultados:

¢+ Prueba de Rojo de metileno (RM):

RM + — Se coloca 2 gotas de rojo de metileno y la reaccion se torna
rojizo

¢ Prueba de VVorges-Proskauer (\VP):

VP —  Mantiene su color.

Controles: E. coli Tubo
RM + Color rojizo
VP — Mantiene su color

Figura 24. Lectura de Caldo Glucosado

- y o \
Prueba del Indol (agua peptona y reactivo de Kovacs
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Reactivo de Kovacs: Esté disefiado para la demostracion de produccion de indol
por bacterias que poseen una triptofanasa (bacterias Gram (-), especialmente
Enterobacteriaceae (E.coli)

Técnica: Se incuba a 37°C durante 24 horas y tras la incubacion, afladimos unas
gotas de reactivo de Kovacs. Si se ha producido indol aparecerd un anillo de

color rojizo en la superficie del caldo de cultivo @27,

Indol + — se observa un anillo color rojizo en la parte superior

Controles: Tubo

E. coli

Indol + Formacion anillo rojizo en
la parte superior.

Figura 25. Prueba del Indol

INDOL +

Identificaciéon de Lactobacillus spp

Los lactobacilos son muy exigentes nutricionalmente, debido a que necesitan

factores de crecimiento 127

Preparacién para pruebas bioguimicas de lactobacillus:

Disolver 55 gr de caldo MRS para 1 litro de agua destilada.

Caldo MRS + Cloruro de sodio 2%

Disolver 2gr de cloruro de sodio en 100 ml de caldo MRS y luego vertir 8 ml en
cada tubo (20 tubos).

Caldo MRS + Cloruro de sodio 4%
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Disolver 4gr de cloruro de sodio en 100 ml de caldo MRS y luego verter 8 ml en
cada tubo (20 tubos).

e Caldo MRS + Glucosa 1% Disolver 1 gr de glucosa, lactosa,

e Caldo MRS + Lactosa 1% sacarosa, manitol, arabinosa en 100
e Caldo MRS + Sacarosa 1% — ml de caldo MRS cada aztcar y luego
e Caldo MRS + Manitol 1% verter 8 ml en cada tubo (20 tubos).

e Caldo MRS + Arabinosa 1% _|

Pruebas:

e Tubo con caldo MRS con NaCl 2%
e Tubo con caldo MRS con NaCl 4%

Resultados: Pruebas de tolerancia a la sal

e Tubo con caldo MRS con glucosa

e Tubo con caldo MRS con lactosa

e Tubo con caldo MRS con sacarosa
e Tubo con caldo MRS con manitol

e Tubo con caldo MRS con arabinosa

Figura 26. Identificacion de Lactobacillus spp

Antes del sembrado Después del sembrado

Resultado:
v , : .
D Glucosa + Se observo Turbidez en los medios, esto se debe
D Lactosa+ " aque lactobacillus spp tiene como caracteristica
D Saca_rosia + fermentar glucosa, lactosa, sacarosa, arabinosa,

Manitol + manitol.

v" Arabinosa +
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3.3. METODO ESTADISTICO

Los datos fueron sometidos a analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) de
acuerdo con un disefio experimental completamente al azar. La prueba de Duncan
(1995) se utilizd para la comparacion de medias, utilizando el programa SPSS version

22.0 paquete estadistico.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Escherichia coli

Tabla 5. Escherichia coli (10* UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de mango en el dia 7.

Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)

Tracto
Gastrointestinal
10 25 50

Duodeno 73.00+1.00° 58.40+2.30° 34.40+7.96° 46.20+4.02°
Yeyuno 73.20£1.92%  63.00+3.16° 35.40+6.88 50.00+6.56°
ileon 74.60+3.20° 62.80+6.87° 33.40+5.27% 49.20+5.59°
Ciegos 83.60+1.82%  61.40+2.70° 36.20+3.03¢ 49.20+5.93°
Colon 85.00+3.322  70.80+10.73° 42.20+4.66° 55.60+6.23°

abed Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

La tabla 5 muestra el efecto de la harina de semilla de mango (HSM) para evaluar su
poder antibacteriano contra de Escherichia coli en pollos Cobb 500 al séptimo dia,
observando una disminucion altamente significativa (p<0.01) de E. coli en los
segmentos intestinales del duodeno, yeyuno, ileon, ciego y colon de pollos alimentados
con el 25% HSM con respecto a los demas grupos experimentales (0%,10% y 50%
HSM); entendiéndose que en esta fase productiva (inicio) se encuentra el mayor
porcentaje de microbiota dentro de la cual se halla E. coli como lo sefiala concordando
con Pedroso et al., ™, debido a que la colonizacion en pollos jovenes se da a través de
la alimentacion siendo expuestos después de la primera semana contribuyendo de esta
forma la evolucion de la microbiota intestinal de las aves; que representan entre el 60 y
el 90% de la microbiota intestinal?®); siendo la E. Coli, una de las bacterias mas
importantes en la avicultura perteneciente al grupo de los Gram negativo®4?),
generando cuantiosas pérdidas econdmicas a nivel mundial®®: es por ello que en esta
investigacion al alimentarse los pollos con HSM al 25% se obtuvo la reduccién de
colonias de E. coli en todos los segmentos del intestino; debido a los polifenoles
componente principal de la HSM®, estudios ratifican que el extracto de semilla de
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mango contiene gran cantidad de polifenoles (79.5% mg / 100 mg seco himedo)
dandole el poder antibacteriano mas efectivo sin embargo contra las bacterias del acido
lactico es inefectiva®®. Los principales compuesto mas estudiados son la
galanginina® y catequinas ® siendo su mecanismo de accion inhibir el ADN girasa de
células bacterianas, ademas de inhibir la enzima topoisomerasa IV¥; estas actividades
mencionadas no pueden atribuirse a la presencia de una sola molécula del fruto, sino a
la accion conjunta compuestos fendlico que ejercen efectos sinérgicos, formando un

fitocomplejo activo en la inhibicion microbiana, concordando con Denny et al.,9

Tabla 6. Escherichia coli (10* UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de semilla de mango en el dia 23.

Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)

Tracto
Gastrointestinal 0 10 o5 50
Duodeno 73.20+1.922 57.60+2.07° 35.40+3.85¢ 48.80+2.77°
Yeyuno 73.80+1.48° 57.40+1.14° 35.20+3.119 50.00+2.92°
ileon 75.2042.17% 54.00+3.54°> 29.80+3.96% 45.40+3.65°
Ciegos 84.60+1.14° 61.00+3.16° 35.60+4.04% 51.20+3.96°
Colon 87.20+1.30° 66.00+3.16° 40.40+3.85¢ 56.40+2.70°

abcd Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

El desarrollo de la microbiota intestinal en aves se da a partir de la fase de crecimiento
provocando una biodiversidad en el ecosistema macrobidtico intestinal. Sin embargo, el
uso de antibiéticos ha mostrado ser perjudicial en el desarrollo de la microbiota
intestinal, desarrollando cambios severos en la composicion de la misma®?. Si bien es
cierto Segun Lu et al.,®Y la poblacién bacteriana més abundante en el intestino delgado
es el género Lactobacillus con 68,5% del total, mientras que el 2,5% se corresponde con
la familia de las Proteobacteriaceae (Echerichia coli); en comparacion con el intestino
grueso el grupo mas abundante le pertenece a la familia Clostridiaceae, en un 60% vy el
10% le corresponde a bacterias Gram negativas y de ellas el 2,8% a la familia
Proteobacteriaceae (Echerichia coli); en esta investigacion se redujo (p<0.01) la
cantidad Echerichia coli en los diferentes segmentos intestinales: Duodeno, yeyuno,
ileon, ciego y colon (Tabla 6) al incluir en la dieta de las aves el 25% HSM con respecto
a los demas grupos experimental (0, 10, y 50% HSM), demostrando que la semilla de

mango tiene poder antibacteriano gracias a sus compuestos fenolicos mencionados los
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cuales presenta actividades que van desde inhibidoras de enzimas (hidrolasas,
ATP-asas,

hidroxilasas, transferasas, oxidorreductasas y cinasas), hasta accion antiinflamatoria,

ciclooxigenasas, fosfatasa alcalina, cCAMP fosfodiesterasas, liasas,
anticancerigena, antibacteriana y antiviral*®), Como también es referido por estudios
realizados por Mori et al.,*" que el anillo B de los flavonoides desempefia un papel
en el enlace de hidrogeno con el apilamiento de las bases de &cido nucleico y que esto
puede explicar la accion inhibitoria sobre la sintesis de ADN y ARN bacterianos. Otras
investigaciones reportada por Plaper et al.,**® informaron que el componente fendlico
“Quercetina” se une a la subunidad GyrB de la girasa del ADN de E. coli inhibiendo la
actividad ATPasa de la enzima, siendo esta la responsable de la actividad antibacteriana.
Otro grupo de investigadores, Ikigai et al.,**?) llevaron a cabo una investigacion sobre
el efecto de los fenoles encontrando que el Galato de Epigalocatequina, actGan
principalmente y dafian las membranas bacterianas perturbando las bicapas lipidicas al
penetrarlas directamente e interrumpir la funcion de barrera, ademas causan un proceso

que provoca la fuga de materiales intramembranosos.

Tabla 7. Escherichia coli (10* UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de semilla de mango en el dia 42.

Tracto Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)
Gastrointestinal 0 10 o5 50
Duodeno 78.40+4.56%  39.00+2.74° 14.40+#3.519 29.20+2.95°
Yeyuno 79.00+1.58%  39.60+3.05° 17.20+1.92¢ 29.40+3.91°
ileon 82.40+3.91°  36.20+3.03" 12.40+1.52¢ 22.20+7.26°
Ciegos 87.20+1.92°  39.80+3.03" 15.80+2.86% 28.80+1.92°
Colon 88.60+4.16%  45.60+2.61° 20.40+4.16% 33.80+4.15°

abcd Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

Al término de la fase engorde (42 dias) se sigui6 evaluando el efecto antimicrobiano
de la harina de semilla de mango (HSM) (Tabla 7) observando la misma tendencia en
cuanto a la disminucién (p<0.01) de la poblacion de Escherichia coli en los diferentes
segmentos intestinales (duodeno, yeyuno, ileon, ciegos y colon) en pollos Cobb 500 al

incluir en la dieta 25% HSM, evidenciandose el poder antibacteriano en toda la fase
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productiva de los pollos Cobb 500, gracias al sinergismo de los compuestos fendlicos

presentes en la semilla de mangos antes mencionado.

4.2. Lactobacillus spp

Tabla 8. Lactobacillus spp (10° UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de semilla de mango en el dia 7.

Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)

Tracto
Gastrointestinal 0 10 o5 50
Duodeno 10.40+1.149  16.80+0.84° 21.40+1.14% 18.60+1.14°
Yeyuno 15.60+1.52¢  21.80+1.79° 27.20+0.84% 25.00+1.00°
lleon 20.00+1.00¢  26.40+1.14° 34.20+1.79% 30.60+1.14°
Ciegos 3.80+1.30¢ 10.00£1.00° 13.60+1.14% 11.60+1.14°
Colon 1.40+0.55¢ 4.40+1.14°  8.60+0.55% 6.20+0.84°

abcd Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

La evaluacion de Lactobacillus spp al séptimo dia de vida en pollos Cobb 500 alimentados
con diferentes niveles de harina de semilla de mango (HSM) (Tabla 8) se encontré que los
segmentos intestinales del duodeno, yeyuno, ileon, ciego y colon de pollos alimentados con
el 25% HSM tuvo una aumento altamente significativo en la poblacion de Lactobacillus spp
con respecto a los demas grupos experimentales (0, 10 y 50% HSM); esto se debe a que las
semillas de mango no es efectiva contra bacterias acido lacticas tal como lo reporto Kabuli
et al.,1% al evaluar el poder antibacteriano del extracto de semillas de mango.

Lactobacillus spp., es uno de los microrganismo que mas abunda en la microbiota intestinal
representando el 60 y 90% del total de la microbiota intestinal®?®: y es considerado en el
grupo de bacterias benéficas®?. Su aumento poblacional se debe al aporte de carbohidratos,
aminoacidos por parte de la semilla de mango que le proporcionan un alto aporte nutricional
que requieren para su crecimiento tal como lo indica Céastulo®® y Gomez®? que las bacterias
lacticas necesitan para su desarrollo y establecimiento en la microbiota intestinal, gran
cantidad de carbohidratos como fuente de energia, para la produccion de acidos grasos de
cadena corta (acético, propionico, butirico y lactico)??; este Gltimo producto lo obtiene de
la fermentacion de los azlcares como; glucosa y lactosa por la via glucélisis y en otras

ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO2 por la via del acido-6- Fosfogluconico, el
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acido butirico también producido por Lactobacillus spp estimula la proliferacion celular,
regula la apoptosis y contribuye a mantener la integridad de la pared intestinal tal como lo
sefiala Huda-Faujan et al.,*?: por lo que este tipo de bacterias juega un papel importante en
la absorcion de nutrientes, detoxificacion de ciertos compuestos, crecimiento y proteccion

contra bacterias patogenas®?,

Tabla 9. Lactobacillus spp (10° UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de semilla de mango en el dia 23.

Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)

Tracto
Gastrointestinal 0 10 o5 50
Duodeno 10.80+0.84¢ 17.60+1.14° 21.60+1.14® 19.60+1.14°
Yeyuno 16.20+1.309 23.60+1.14° 28.00+1.00*° 25.40+1.14°
ileon 20.80+1.309 27.80+1.30° 35.80+1.30® 31.60+1.51°
Ciegos 4.40+1.14%  11.00+1.00° 14.20+0.84%° 13.40+0.89"
Colon 1.60+0.55¢  4.40+1.52° 8.20+0.84%®  6.40+0.89°

abcd Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

En la tabla 9 ratificamos lo reportado por Cressman et al.,® que en la etapa productiva de
crecimiento, la microbiota en el ileon en aves estd dominada principalmente por
Lactobacillus spp, en esta investigacion el dia 23 los pollos Cobb 500 alimentado con el 25%
HSM, obtuvo la mayor poblacion (p<0.01) de Lactobacillus spp con respecto a los demas
grupos experimentales (Tabla 9), observando también que en el intestino delgado se encontrd
mayor cantidad de Lactobacillus spp; resultados que se ratifica a lo reportado por Nakphichit
et al.,® y Salanitro et al.,® que sefialan el Lactobacillus spp es el microorganismo mas
abundante en el intestino delgado cuya diversidad aumenté de 21 a 42 dias de edad, asi como
tambien Dumonceaux et al.,®” encontrando aproximadamente que el 90% de la microbiota
del intestino delgado de pollos estd compuesta por Lactobacillus spp.

En esta investigacion tambien se encontrd que en el intestino delgado tanto las porciones de
yeyuno e ileon fueron los que se encontraron mayor poblacion (p<0.01) de Lactobacillus
spp con respecto al duodeno, asegurando lo investigado por Lu et al.,®Y que el 70% de las
secuencias del ileon eran Lactobacillus spp.; resultado valioso debido a que el intestino
delgado es la principal zona de digestion y absorcion de nutrientes y la mayor poblacion
Lactobacillus spp. podria contribuir excepcionalmente a los procesos digestivos®?, tanto en
la biodisponibilidad y absorcion, mejorando de esta forma el rendimiento productivo de las

aves.
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Sin embargo en el intestino grueso conformado por el ciego y colon se observé una poblacion
reducida de Lactobacillus spp con respecto al intestino delgado (Tabla 13), esto ratifica a lo
reportado por Lu et al., @Y que el género Lactobacillus spp en el intestino grueso representan
el 25% del total. En esta investigacion el tracto del intestino grueso se observé que el grupo
con el 25% HSM tuvo un incremento (p<0.01) de la poblacion de Lactobacillus spp en los

segmentos tanto del ciego como el colon en comparacion con los demas grupos.

Tabla 10. Lactobacillus spp (10° UFC/g) en pollos Cobb 500 alimentados con
diferentes niveles de harina de semilla de mango en el dia 42.

Tracto Niveles de Harina de Semilla de Mango (%)
Gastrointestinal 0 10 o5 50
Duodeno 12.00£1.00° 19.40+0.55°  23.00+1.00°  20.40+0.55°
Yeyuno 19.20+1.30% 28.40+0.55°  32.80+0.84®  29.80+0.84°
lleon 25.20+1.30¢ 33.40+0.55°  39.00+1.00®  36.00+1.00°
Ciegos 6.40+1.14¢ 11.60+0.55¢  15.40+0.89*  13.20+0.84°
Colon 1.60£0.55¢  6.40+0.55°  9.20+0.84*  7.60+0.55"

abed Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

A los 42 dias de edad los pollos se sacrificaron y se observo el mismo comportamiento con
respecto a los 21 dias, es decir hubo un incremento (p<0.01) en la poblacién de Lactobacillus
spp. en el intestino delgado con respecto al intestino grueso, y las porciones de ciego y colon
muestran un aumento (p<0.01) en el grupo de pollos alimentados con el 25% HSM (Tabla
10), resultado de mucha importancia ya que un incremento de bacterias benéficas como el
Lactobacillus spp. influye directamente en el comportamiento productivo y ademas inhibe

ciertos patdgenos oportunistas (E. coli), tal como lo sefialan los autores ya mencionados.
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Tabla 11. Lactobacillus spp (10° UFC/g) y Escherichia coli (10* UFC/g) en el intestino delgado
de pollos alimentados con diferentes niveles de harina de semilla de mango (HSM).

Niveles de harina de semilla de mango (%)

Dias
Mircoorganismos 0 10 25 50
_ Lactobacillus sp  15.33+4.22° 21.67+4.24° 27.60+5.55% 24.73+5.18%
Stete E. coli 79.93+3.797 61.40+4.76° 34.40+6.349 48.47+5.36°
Veintitrés Lactobacillus sp 15.93+4.37¢ 23.00+4.47° 28.47+6.10*° 25.53+5.21%
E. coli 73.87+2.23% 56.33+2.85" 33.47+4.32% 48.06+3.53°
Cuarentay Lactobacillus sp 18.80+5.69° 27.07+6.02% 31.60+6.87% 28.73+6.68?
dos E. coli 73.80+1.93% 38.27+3.13° 14.67+3.06% 26.93+5.82°

abed Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

Tabla 12. Lactobacillus spp (10° UFC/g) y Escherichia coli (10* UFC/g) en el intestino grueso
de pollos alimentados con diferentes niveles de harina de semilla de mango (HSM).

Niveles de harina de semilla de mango (%)

Dias Mircoorganismos
0 10 25 50

Siet Lactobacillus sp 2.60+1.58° 7.20+3.12° 11.10+2.77% 8.90+2.99%
iete

E. coli 87.90+3.14% 66.10+8.89° 39.20+4.879 52.40+6.65°
Veintitré Lactobacillus sp 3.00+1.70° 7.70+3.68° 11.20+3.26° 9.90+3.78%

eintitrés

E. coli 84.80+2.35% 63.50+3.98" 38.00+4.50% 53.80+4.21°

Lactobacillus sp 4.00+2.67¢ 9.00+2.79° 12.30+3.37% 10.40+3.03%
Cuarenta y dos _

E. coli 85.40+2.41% 42.70+4.06° 18.10+4.15% 31.30+4.03¢

abcd Medias con letras diferentes en las misma fila difieren a p<0.01.

Latabla 11 y figura 27 muestra que en el intestino delgado la disminucion (p<0.01) de E.

coli en el grupo de pollos alimentados con el 25% HSM con respecto a los demas grupos

experimental (0%, 10% y 50% HSM), sin embargo para las colonias de Lactobacillus spp

hubo un aumento (p<0.01); es decir a medida que aumenta Lactobacillus spp disminuye las

colonias de E. coli, por lo que es importante para la salud intestinal de las aves, tal como lo

sugiere los demas autores ya mencionados que respaldan nuestros resultados.
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Figura 27. Lactobacillus spp (10° UFC/g) y Escherichia coli (10* UFC/g) en el tracto
gastrointestinal (Intestino delgado y grueso) de pollos alimentados con diferentes niveles de
harina de semilla de mango (HSM).
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A= Intestino delgado, B= Intestino grueso
TO= 0% de harina de semilla de mango, T1=10% de harina de semilla de mango,
T2=25% de harina de mango, T3=50% de harina de mango

La harina de semilla de mango (HSM) se observé que tienen un efecto inhibitorio en la
poblacion de Escherichia coli pero no en la poblacion de Lactobaciilus spp, al relacionar
dichas poblaciones observamos un antagonismo entre estas dos bacterias, es decir que al
aumentar la poblaciéon de Lactobaciilus spp disminuye la de Escherichia coli como lo
muestra la figura 28. Los pollos al recibir el 25% HSM en su dieta logro una mayor poblacion
(p<0.01) de Lactobaciilus spp y una menor poblacion (p<0.01) de Escherichia coli (p<0.01),
debido a que las bacterias acido lacticas presentan actividad antagdnica secretando
sustancias como acido lactico, diéxido de carbono, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas,
esta Ultima es el que le da el poder antimicrobiano®®; investigaciones diversas respaldan lo
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encontrado, como por ejemplo Ruiz et al., ©® observd un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de cepas de E. coli 0157:H7, de igual manera Vasek et al.,®® encontré una
disminucion de la poblacion de microrganismos siendo las bacteriocinas mas estudiadas y la
responsable del poder antimicrobiano del Lactobacillus spp, la “Nisina” causante de la
eliminacion de microorganismos patégenos importantes para la avicultura®®®; ante ello

queda demostrado la eficacia de la inclusion del 25% HSM en la dieta de las aves.

Figura 28. Comportamiento de Lactobacillus spp (10° UFC/g) y Escherichia coli (10*
UFC/g) en el tracto gastrointestinal (intestino delgado y grueso) de pollos alimentados
con diferentes niveles de harina de semilla de mango (HSM).
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A= Intestino delgado, B= Intestino grueso, TO= 0% de harina de semilla de mango, T1=10% de
harina de semilla de mango, T2=25% de harina de mango, T3=50% de harina de mango
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V. CONCLUSIONES

e Los pollos alimentados con una dieta que incluyo el 25% de harina de semilla de
mango de, la poblacion de Escherichia coli disminuy6 significativamente en los
dias 7 (fase de inicio), 23 (crecimiento) y 42 (Fase de acabado).

e La poblacién de Lactobacillus spp. aumentd significativamente en el grupo de
pollos alimentados con una dieta que incluyo el 25% de harina de semilla de mango
en los dias 7(fase de inicio). 23 (crecimiento) y 42 (Fase de acabado), ejerciendo un

efecto antagdnico sobre Escherichia coli.
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VI. RECOMENDACIONES

Incluir en los sistemas de produccidn avicola de forma generalizada en sus dietas
de las aves la harina de semilla de mango al 25% para incrementar la poblacién de
Lactobacillus spp. y disminuir la de Escherichia coli, como medida de prevencién
de patdgenos.

Realizar mas investigaciones mejorando la palatabilidad en porcentajes mayores de

50% de HSM y estudios sobre el mérito econdémico.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 01. Analisis bromatoldgico de harina de semilla de mango.

Indicadores (g/100g9) XS

Humedad 8.66+0.12

Ceniza 2.14+0.04

Grasa 11.66+0.06

Proteina Bruta 5.63+0.19

Fibra 2.39+0.08

Carbohidratos totales 72.02+0.17
Energia (Kcal) 3331.43 +0.24

Anexo 2. Composicion, aporte y costo de la dieta en la fase de inicio de pollos Cobb

500.

Niveles de harina de semilla de mango (%)

Ingredientes

0 10 25 50
Harina de semilla de Mango 0.00 10.00 25.00 50
Harina de Maiz 58.13 47.68 31.25 3.00
Harina de soya 37.00 37.90 39.15 41.50
Aceite de soya 1.00 0.90 1.40 2.40
Fosfato di célcico 1.00 1.70 1.46 1.76
Carbonato de Calcio 1.55 1.00 0.9 0.5
Sal 0.10 0.10 0.1 0.1
Metionina 99% 0.21 0.22 0.24 0.24
Lisina 99% 0.01 0.001 0.001 0.001
Poultry Grow 250 1.00 0.50 0.7 0.5
Costo (S/. Kg) 1.73 1.52 1.36 1.11
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Aporte (%)

EM (Kcal/g) 3067.15 3047.02  3046.53  3035.44
Proteina Bruta (%) 23.00 23.05 23.01 23.01
Calcio (%) 0.99 0.98 0.90 0.86
Fosforo disponible (%) 0.39 0.47 0.40 0.40
Fibra Bruta (%) 2.46 2.50 2.54 2.59
Lisina 1.25 1.25 1.25 1.25
Metionina 0.59 0.58 0.58 0.54
Extracto Etéreo 3.91 3.90 3.95 4.30

Anexo3. Composicion, aporte y costo de la dieta en la fase de crecimiento de pollos Cobb
500.

Ingredientes Niveles de harina de semilla de mango (%)
0 10 25 50

Harina de semilla de Mango 0.00 10.00 25.00 50.00
Harina de Maiz 67.00 55.75 39.70 10.90
Harina de soya 29.05 30.00 31.20 33.85
Aceite de soya 0.00 0.40 0.80 2.00
Fosfato di célcico 0.67 0.67 0.60 0.72
Carbonato de Calcio 1.60 1.5 1.5 1.4
Sal 0.15 0.15 0.15 0.15
Metionina 99% 0.15 0.15 0.15 0.20
Lisina 99% 0.08 0.08 0.08 0.080
Poultry Grow 250 1.3 1.3 0.82 0.7
Costo (S/. Kg) 1.79 1.59 1.36 1.23
Aporte (%)
EM (Kcal/g) 3087.46 3084.99  3086.21  3084.03
Proteina Bruta (%) 20.05 20.02 20.00 20.08
Calcio (%) 0.90 0.87 0.87 0.91
Fosforo disponible (%) 0.35 0.32 0.28 0.25
Fibra Bruta (%) 2.40 2.43 2.47 2.52
Lisina 1.09 1.07 1.07 1.08
Metionina 0.49 0.47 0.45 0.46
Extracto Etéreo 3.10 3.58 3.88 4.04
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Anexo 4. Composicion, aporte y costo de la dieta en la fase de acabado de pollos Cobb

Ingredientes

Niveles de harina de semilla de mango (%)

0 10 25 50

Harina de semilla de Mango 0.00 10.00 25.00 50.00
Harina de Maiz 72.70 60.00 45.15 17.20
Harina de soya 23.95 25.40 26.10 28.65
Aceite de soya 1.12 0.00 0.00 1.00
Fosfato di calcico 0.40 0.95 0.60 0.70
Carbonato de Calcio 1.45 1.47 1.25 1.10
Sal 0.15 0.20 0.20 0.15
Metionina 99% 0.05 0.20 0.20 0.15
Lisina 99% 0.02 0.08 0.10 0.050
Poultry Grow 250 0.86 1.7 14 1.00
Costo (S/. Kg) 1.64 1.64 1.40 1.08
Aporte (%)

EM (Kcal/g) 3077.82 3085.58  3080.98  3083.15
Proteina Bruta (%) 18.00 18.20 18.05 18.14
Calcio (%) 0.75 0.92 0.76 0.77
Fosforo disponible (%) 0.31 0.36 0.29 0.25
Fibra Bruta (%) 2.35 2.37 2.43 2.49
Lisina 0.90 0.94 0.94 0.92
Metionina 0.36 0.50 0.47 0.39
Extracto Etéreo 4.31 4.45 4.52 5.21
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Anexo 5. Agares utilizados para el sembrado

Agar MRS para Lactobacillus spp Agar TBX para Escherichia coli

Anexo 6. Agua de peptona alcalina para las diluciones
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Anexo 7. Lactobacillus spp

Colonias de Lactobacillus spp en el contador de colonias

Anexo 8. Escherichia coli

Colonias de Escherichia coli, color azul violeta
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Anexo 9. Conteo de colonias de Lactobacillus spp

Anexo 10. Conteo de colonias de Escherichia coli
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Anexo 11. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Escherichia coli

Anexo 12. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Lactobacillus spp

Se observa turbidez en el medio
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