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Shelf life and benefits of oregano and purple garlic as an alternative to zinc oxide.
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RESUMEN

El destete es una de las etapas mds criticas en la produccion porcina, con frecuentes diarreas. Se ha utilizado
ampliamente el 6xido de Zinc (ZnO), hasta su prohibicién en Europa en 2022. Los compuestos bioactivos del
orégano y el ajo morado fueron investigados por sus propiedades medicinales, y podrian ser alternativas al ZnO
y a los antibidticos.
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Se compararon siete tratamientos dietéticos: un grupo control negativo (dieta basal), un grupo control
positivo con ZnO (2500 mg/kg de alimento), dos grupos con aceite esencial de orégano al 0.4% y al 1.2% res-
pectivamente, dos grupos con moltura de ajo morado al 0.4% y al 2% respectivamente, y un grupo con aceite
esencial de orégano al 1.2% combinado con moltura de ajo morado al 2%. Los tratamientos se realizaron tras el
destete a los 21 dias, durante 2 semanas en el pre- estdrter y durante 5 semanas en el estdrter. Al finalizar las 10
semanas, los lechones se pesaron y se realiz la necropsia para tomar muestras de yeyuno e ileon y evaluar su
morfometria. Hemos estudiado el impacto de la degradacion de los nutracéuticos durante su almacenamiento en
los silos, asi como su repercusion sobre la morfometria del yeyuno e ileon y su influencia en la ganancia media
diaria y el indice de conversion.

Al evaluar la degradacién de los compuestos bioactivos en los piensos, almacenados durante 5 semanas, se
identificé una pérdida del 30% tanto en el orégano como en el ajo morado. No obstante, no hubo diferencias
significativas en el rendimiento productivo y la morfometria intestinal entre el tratamiento con ZnO y el com-
binado de moltura de ajo morado al 2% y el aceite esencial de orégano al 1.2%. En conclusion, estas dosis son
una buena alternativa como promotores del crecimiento y para la prevencion de la diarrea post- destete.

Palabras clave: lechones, aceite de orégano, ajo morado, estabilidad, beneficios.

ABSTRACT

Weaning is one of the most critical stages in pig production, often giving rise to diarrhoea. ZnO has been
widely used, until its ban in Europe in 2022. The bioactive compounds of oregano and purple garlic are the
subject of study in this research for their medicinal properties and could be alternatives to ZnO and antibiotics.

Seven dietary treatments were compared: a negative control group (basal diet), a positive control group
with zinc oxide (2500 mg/kg of food), two groups with oregano essential oil at 0.4% and 1.2%. respectively,
two groups with ground purple garlic at 0.4% and 2% respectively, and one group with oregano essential oil at
1.2% combined with ground purple garlic at 2%. The treatments were carried out after weaning at 21 days, for
2 weeks in the pre-starter and for 5 weeks in the starter. At the end of 10 weeks, the piglets were weighed, and
necropsy was performed to take samples of the jejunum and ileum and evaluate their morphometry. We have
studied the impact of the degradation of nutraceuticals during their storage in silos, as well as its impact on the
morphometry of the jejunum and ileum and its influence on productive performance such as average daily gain
and conversion rate.

When evaluating the degradation of bioactive compounds in feed, stored for 5 weeks, it was concluded that
there was a 30% loss in both oregano and purple garlic. However, there were no significant differences in pro-
ductive performance and intestinal morphometry between the treatment with zinc oxide and the combination
of 2% ground purple garlic and 1.2% oregano essential oil. In conclusion, these doses are a good alternative as
growth promoters and for the prevention of post-weaning diarrhoea.

Key words: piglets, oregano oil, purple garlic, stability, benefits.

INTRODUCCION reducir la dependencia de los antimicrobianos

estdn adquiriendo cada vez mds importancia y

La resistencia a los antimicrobianos es un
importante problema de salud publica que debe
ser abordado en diversos frentes y por diferen-
tes agentes (EFSA 2024). Las estrategias de
alimentacién encaminadas a sustituir formacos
son una prioridad para optimizar la produccién
porcina (Luise et al., 2023) Las soluciones na-
turales para mejorar la salud de los animales y

los aceites esenciales podrian ser una solucién
(Hall et al., 2021)..

El 6xido de zinc se emplea para mejorar el
crecimiento y reducir las patologias digestivas
en los lechones destetados (Han & Thacker,
2010). El zinc modifica la microbiota intestinal
y tiene actividad antimicrobiana (Ortiz Sanjudn
et al., 2024). Pero implica inconvenientes, con-
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taminacién ambiental por la alta proporcién ex-
cretada en las heces, efectos toxicos sobre el
lechén por exposicién prolongada y cambios
en la poblacién bacteriana gastrointestinal. Por
todo ello, se ha prohibido su uso desde 2022 en
la Unién Europea (Rivera-Gomis et al., 2020).

El destete es una etapa critica porque el sis-
tema inmune esta inmaduro (Davis et al., 2006)
y los lechones se estresan por la separacion
temprana de la madre, los cambios de alimen-
tacién y de ambiente (Lalles et al., 2007). Estos
factores provocan disbiosis intestinal con pro-
liferacion de bacterias patdgenas e inflamacién
de las mucosas, que evolucionan hacia diarrea
(Schokker et al., 2015). Todo ello se traduce en
disminucion del rendimiento digestivo, malab-
sorcion de nutrientes, menor crecimiento y pér-
didas econdmicas (Serrano-Jara et al., 2023).

Los fitégenos son derivados botdnicos que
pueden emplearse como promotores del creci-
miento y estimulantes del sistema inmune (Dha-
ma et al., 2015, Zare et al., 2021). Los aceites
esenciales obtenidos de plantas son el mayor
grupo de aditivos fitdgenos para los piensos.
Las sustancias bioactivas mds usadas en este
tipo de estudios son el carvacrol, el eugenol, el
cinamaldehido, el timol y la capsaicina (Luise
et al., 2023). Estos compuestos voldtiles se han
usado histéricamente en la nutricién humana
y animal por su sabor, pero mds recientemen-
te por sus propiedades funcionales (Hall et al.,
2021).

El ajo (Allium sativum) se ha usado desde
la antigliedad por sus propiedades preventivas
y curativas (Santhosha et al., 2013, K. H. Wang
et al., 2009). La moltura de ajo morado (MAM)
contiene fitoquimicos con efectos sinérgicos
entre ellos, incluyendo: ajoenos (E-ajoeno,
Z-ajoeno), tiosulfinatos (alicina), vinilditii-
nas (2-vinil-(4H)-1,3-ditiina, 3-vinil-(4H)-1,2-
ditiina), sulfuros (dialilo disulfuro (DADS) y
trisulfuro de dialilo (DATS). La alicina (tiosul-
finato de alilo) es el compuesto mds activo. Los
compuestos fitoquimicos del ajo tienen diversos
beneficios, antiinflamatorios (Gu et al., 2013),

anticancerigenos, antioxidantes, antimicrobia-
nos y antifingicos (Davis, 2005).

El aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare L) estd registrado como aditivo para
piensos en la UE (Hofmann et al., 2022). Es
capaz de aumentar la altura de las vellosidades
(Zou et al., 2017), posee propiedades antiinfla-
matorias y antimicrobianas (Suntres et al., 2015)
y los compuestos fendlicos son antioxidantes
(Kulisic et al., 2004). El carvacrol y el timol
tienen actividad bactericida contra E. coli (Zou
et al., 2017, Tan et al., 2015). Ademads, mejora
el crecimiento en cerdos destetados, asi como
en otras especies como corderos y pollos de
engorde (Rivera-Gomis et al., 2020). El aceite
esencial de orégano (AEO) crea una barrera fi-
sica contra los microorganismos en el intestino,
al inducir mayor produccién de glico-conjuga-
dos, lo que mejora la resistencia a las enferme-
dades y el rendimiento del crecimiento (Niu et
al., 2024). Segtin Luise et al., (2023), la com-
binacién del carvacrol, timol y cinamaldehido
mantiene el balance antioxidante y reduce la
inflamacidn intestinal en cerdos tras el destete.

Tanto la alicina como el carvacrol son sus-
tancias voldtiles y, por tanto, inestables. La
inestabilidad da lugar a su degradacién por oxi-
dacién durante el almacenaje en los silos. Esta
oxidacion se ve afectada por la exposicién a
la humedad, al oxigeno y a la luz (Liu et al.,
2018). El oxigeno y el agua pueden ser respon-
sables de la oxidacion de la alicina, dando como
resultado disulfuros de dialilo y, por otro lado,
de la oxidacién de carvacrol que da lugar a la
timoquinona (Tessaro et al., 2022).

Dado que los componentes bioactivos del
ajo y el orégano son propensos a cambios de
concentracién en el pienso y no se ha investi-
gado previamente la estabilidad de estos aditi-
vos alimentarios resulta imprescindible llevar
a cabo este estudio sobre su comportamiento
tanto en el pienso pre- estdrter como en el estér-
ter una vez almacenados en silos. La finalidad
de este trabajo es evaluar la degradacién de los
componentes bioactivos del aceite esencial de
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orégano y de la moltura de ajo morado tras su
almacenamiento en silos y estudiar el efecto
de la concentracion final consumida por los le-
chones en la salud intestinal y los parametros
productivos en la fase de crfa.

MATERIAL Y METODOS
Animales, alojamiento y disefio experimental.

Los protocolos experimentales que se usa-
ron en el estudio fueron aprobados, con cédigo
de autorizacién 471/2018, gracias al Comité
Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de
la Universidad de Murcia. Ademas, se ha tenido
en cuenta la legislacion vigente en referencia al
bienestar animal en la UE para el manejo de los
animales (Ley 7/2023 del 28 de marzo).

Los lechones son cruce de Large White, Pie-
train y Landrace. El destete tuvo lugar a los 21
dias de edad y el sacrificio a las 10 semanas de
edad. Se alojaron en condiciones de granja co-
mercial en la empresa Dalland Hybrid Espafia
S.A ubicada en Fortuna (Regién de Murcia).

Se realizaron 7 tratamientos experimentales
en los lechones: una dieta basal de grupo con-

trol, sin ZnO ni ningtin tipo de aditivo experi-
mental; ZnO (2500 mg de Zn/kg de pienso);
AEO 04%; AEO 1.2%; MAM 0.4%; MAM
2%; AEO 1.2% + MAM 2% . Cabe mencionar
que el ZnO que se administr6 fue Zincotrax
(Andrés Pintaluba S.A., Tarragona, Espafia). La
moltura de ajo morado se obtuvo de Adibio S.L.
(Teruel, Espaiia). El aceite esencial de orégano
se adquiri6 de la empresa Esencias Martinez
Lozano S.A (Murcia, Espafia). Se presenté en
capsulas de 800 um, recubierto de una capa de
mono y diglicéridos de 4cidos grasos comesti-
bles y grasa de girasol hidrogenada. El encapsu-
lado se 1levé a cabo por la compaiiia Capselos
SL. (Huesca, Espaiia).

En cada uno de los 7 grupos se utilizaron
50 animales, 25 hembras y 25 machos, siendo
un total de 350. Al realizar 10 réplicas de cada
uno, el volumen total de animales en el estudio
productivo fue 3500 lechones. En cada grupo se
sacrificaron 2 animales, al ser replicados 10 ve-
ces, el total de animales en el estudio morfomé-
trico fue 140. Cada réplica tuvo una duracién
de 7 semanas, desde el destete hasta el final del
periodo de transicién (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de grupos, réplicas y animales.

Grupo Réplicas Animal/Réplica Animal/Grupo
Dieta basal 10 2 20
ZnO 10 2 20
AEO 04% 10 2 20
AEO 1.2% 10 2 20
MAM 0.4% 10 2 20
MAM 2% 10 2 20
AEO 1.2%+MAM 2% 10 2 20
Total 14 140

AEQO: aceite esencial de orégano; MAM: moltura de ajo morado.
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Los pardmetros productivos estudiados fue-
ron el consumo medio diario (CMD), la ganan-
cia media diaria (GMD), el peso corporal final
(PCF) y el indice de conversién (IC).

Composicion de los aditivos y del pienso

Durante 2 semanas, tras el destete, los le-
chones se alimentaron con pienso pre- estarter,
y hasta las 10 semanas de edad se les dio el
pienso estarter.

La dieta control propuesta satisface las ne-
cesidades energéticas y nutricionales de los le-
chones durante el destete. Los principales com-
puestos de AEO fueron carvacrol (70.32%) y
timol (4.10%). E1 MAM contiene 63% de ajo
morado, ademds de 4cido salicilico (E-551) y
dcido citrico como aditivos.

Analisis cuantitativo de los componentes bio-
activos en el pienso: estabilidad del almace-
naje

Se fabricaron dos lotes de pienso, uno pre-
estarter y otro estdrter, que fueron enriqueci-
dos con los aditivos a estudiar, justo antes de
incluirlos en la dieta de los animales. Duran-
te el almacenaje de los piensos en la granja
comercial, se recogian muestras al inicio y al
final de cada dieta experimental. Ambos lo-
tes se mantuvieron en los silos durante 15 dias
(pre- estérter) y 34 dias (estdrter), que respecti-
vamente hacen referencia a las muestras inicial
y final. Estas muestras se mantenian en bolsas
de vacio, almacenadas a -80°C hasta su analisis
por triplicado.

Extraccion de compuestos bioactivos del
pienso con moltura de ajo morado (MAM)

Tras sacar del silo las muestras iniciales a los
15 dias y finales a los 34 dias, se homogeneiza-
ron y se redujeron a particulas con un tamafio
inferior a 0.5 mm. Se aislaron los compuestos
bioactivos usando el método de extraccién so-

lido/liquido. Se afiadieron 2 mL de un agente
extractor compuesto por 70% de metanol, 10%
de agua, 10% de acetona y 10% de cloroformo,
enriquecido con 5 ppm de hesperidina como es-
tandar interno, a 250 mg de la muestra molida.
La mezcla se agité a 900 oscilaciones por mi-
nuto (Vibromédtico, Selecta, Espaiia), durante 30
minutos y se centrifugé otros 10 minutos a 1480
x g para separar el residuo sélido del extracto.

Analisis HPLC-ESI-MS/TOF de extractos de
pienso con MAM

La determinacién quimica de los extractos
de moltura de ajo morado se realiz6 mediante
cromatografia liquida (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EE.UU., serie 1200) y con
espectrometria de masas de alta resolucién
(LC-QTOF MS/MS), usando un sistema hibri-
do cuddruple de tiempo de detector de vuelo
(Agilent Technologies, modelo 6540) descrito
previamente (Molina-Calle et al., 2017).

Para la separacién cromatografica se utili-
z6 una columna C18 de fase inversa (Zorbax
Eclipse Plus C18, Santa Clara, CA, USA) de
Répida Resolucion HD 3.0 x 150 mm, 1.8 pum).
La fase movil constaba de agua (A) y aceto-
nitrilo (B), ambos acidificados al 0.1% (v/v)
con 4cido férmico. Los gradientes de elucion
fueron: 0 a 1 min, 4% (B); 1 a 6 min, aumento
de 4 a 40% (B); de 6 a 10 min, aumento de
40% a 100% de (B); y, para finalizar, durante
10-20 min para asegurar la elucién de todos
los componentes de la muestra, se mantuvo al
100% (B). El caudal fue de 0.25 ml/min y se
inyectaron 2 pl de muestra.

El andlisis de espectrometria de masas se
llevé a cabo usando una fuente de ionizacién
por electro pulverizacién, operando en modo
de ionizacién negativa. La deteccion se realizé
considerando un rango de masas de 60 a 1200
m/z, utilizando diferentes energias de colisién
(20 y 40 eV). Para la cuantificacion de alliin y
y-glutamil-S-alilcisteina, se aplicaron modelos
de regresion lineal usando técnicas de dilucién
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estandar en un rango de cuantificacién de 0.1 a
10 mg/ml.

Extraccion de compuestos bioactivos de
piensos con aceite esencial de orégano (AEQO)

Las muestras se homogeneizaron hasta al-
canzar un tamafio de <0.5 mm de particula y
se llevé a cabo un método de extraccién sélido/
liquido. En este caso, mediante sonicacién a
40°C, se extrajeron 40 mL de una mezcla de
solventes orgdnicos (hexano/acetato de etilo
60/40 v/v) con 1 g de alimento pulverizado,
durante 15 min, seguido de agitacién durante 30
min con un agitador magnético a la misma tem-
peratura y atmosfera inerte. Las mezclas resul-
tantes se centrifugaron durante 10 min a 2000
x g y los sobrenadantes se secaron a 40°C en
condiciones de vacio en un sistema evaporador
(Syncore Polyvap R-96) (Biichi, Flawil, Suiza).
Los residuos secos se volvieron a disolver en
metanol y se afladieron 2 ml. Los extractos se
mantuvieron en viales a -80°C hasta su corres-
pondiente andlisis.

Analisis HPLC de extractos de pienso de
AEO

Tanto el andlisis cualitativo como cuantita-
tivo de los componentes principales de AEO
(carvacrol y timol) se realiz6 con cromatografia
liquida de alta presion acoplada a un dispositivo
detector de matriz de diodos (HPLC-DAD 1200
series, Agilent, Waldbronn, Alemania). La se-
paracion cromatogréfica se llevo a cabo en una
columna Zorbax SB-C18 de fase inversa (4.6 x
250 mm, tamafio de poro de 5 pum, tecnologias
Agilent, EE.UU.) a temperatura ambiente. La
fase movil fue agua acidificada (4cido férmico
al 0.05%) (A) y acetonitrilo (B). El gradiente
utilizado fue: 0 min, 50% B; 5 min, 52% B; 10
min, 55% B; 13 min, 90% B; 15 min, 100% B
(mantenido hasta el minuto 22); 25 min, 50%
B, con un caudal de 1 ml/min. La longitud de

onda de deteccién se fijé en 210 nm. Antes de
la inyeccidn, las muestras se pasaron a través de
un filtro de 0.45 um (Milipore SAS, Molsheim,
Francia) y se inyectaron 20 pl. Para la cuanti-
ficacion de carvacrol y timol se calcularon mo-
delos de regresion lineal empleando técnicas de
dilucién estdndar. Los resultados se expresaron
en mg de compuesto fendlico/g de alimento.

Muestras de yeyuno e ileon para el estudio de
los parametros histolégicos

Las muestras de los lechones se tomaron
a las 10 semanas de edad. Todos los animales
sacrificados pesaron 20 + 1 kg. Se muestrearon
2 animales por grupo experimental en las 10
réplicas, siendo un total de 140 lechones (Tabla
1). Se recogieron 140 de yeyuno y 140 de ileon.

El procesamiento de las muestras se realizé
de acuerdo a Serrano-Jara et al., (2023). Se to-
maron 5 cm de yeyuno a 100 cm de la vdlvula
ileocecal y 5 cm de fleon a 10 cm de la vélvula
ileocecal. Se realiz6 un corte longitudinal en la
mitad de la muestra, obteniendo una porcién
tubular cerrada y una porcién abierta. Los teji-
dos se colocaron en formol al 10% y se envia-
ron al Departamento de Anatomia y Patologia
Comparada de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Murcia, donde se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 48 horas.

Las muestras se cortaron transversalmente
en segmentos y se colocaron en casetes de plds-
tico para reintroducirlos en formol al 10%. Tras
esto, los tejidos se cubrieron en parafina durante
12 horas y se dejaron enfriar para que solidifica-
ran. Del bloque de parafina se realizaron cortes
con el microtomo. Se obtuvieron muestras de
4 pym que se tifieron con hematoxilina-eosina
(HE). Posteriormente, con microscopio 6ptico
a 10 aumentos se realizé la evaluacién mor-
fométrica en 10 vellosidades de cada muestra.
La altura y el ancho de las vellosidades y la
profundidad de la cripta se midieron usando el
software SPOT Avanzado versién 4.0.5.
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Analisis estadistico

Los componentes analizados estadisti-
camente fueron carvacrol y timol en el AEO
y  y-glutamil-S-aliltio-cisteina,  y-glutam-
il-S-metilcisteina, y-glutamil-S-alilcisteina,
compuestos de azufre totales y aliina en el
MAM. Las variables estadisticas de la morfo-
metria intestinal comprenden la altura, el espe-
sor y la profundidad de las vellosidades.

El andlisis se realizé con el software IBM
SPSS Estadistico, versién 26.0. Se comprobaron
los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y
se presentaron como media + desviacion estan-
dar de la media (SD). La comparacién se reali-
76 usando la prueba ANOVA unidireccional, se-

guida de la prueba de comparaciones multiples
de Tukey. El valor de p < 0.05 se empleé como
indicador de significancia en todos los andlisis.

RESULTADOS
Parametros productivos

A pesar de que no se encontraron dife-
rencias significativas entre el consumo diario
medio (CMD) de alimento con los diferentes
tratamientos (p = 0.063), si se encontraron di-
ferencias significativas en el resto de los pa-
rdmetros productivos entre los grupos experi-
mentales: GMD (p<0.005), IC (p<0.001) y PCF
(p<0.005) (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de los pardmetros del crecimiento y consumo: GMD, IC, CMD y PCF median-
te andlisis estadistico (prueba ANOVA unidireccional) con el programa SPSS.

Grupo R MR Medin  Medin  Medn  Medi

Dieta basal 10 50 500 0.27:be 2.20b 0.58 18.68®

ZnO 10 50 500 0.28% 1.77%® 0.49 19.14®

AEO 0.4% 10 30 300 0.24%* 2.16%¢ 0.51 17.35%®

AEO 1.2% 10 50 500 0.29¢ 1.84® 0.53 19.76°

MAM 0.4% 10 30 300 0.23¢ 2.58¢ 0.59 16.82¢

MAM 2% 10 50 500 0.28 191 0.54 19.32°

AEO 12% + MAM 2% 10 40 400 0.28 1.68° 0.47 19.79*
SEM 0.01 0.05 0.01 0.24

P-valor <0.005 <0.001 0.063 <0.005

Las letras (a, b, c) indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.05). Réplica R; Muestra/réplica
M/R; Muestra M; Ganancia media diaria GMD; indice de conversién IC; consumo medio diario CMD; peso corporal final

PCF,; error estandar de la media SEM
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Para el indice de conversion (SEM=0.05), el
grupo que obtuvo el valor mds bajo fue el AEO
1.2% + MAM 2% (1.68), mientras que los valo-
res mds altos corresponden con el grupo control
(220) y MAM 0.4% (2.58). Los grupos ZnO
(1.78), AEO 12% (1.84) y MAM 2% (1.91)
también mostraron diferencias significativas
con MAM 0.4%.

Los valores mds altos de ganancia media
diaria (SEM=0,01) corresponden al grupo que
recibio AEO 1.2% (0.28), mostrando diferen-
cias significativas respecto a los tratados con
AEO 0.4% (0.24) y MAM 04% (0.23).

Respecto al peso corporal final (SEM=0.24),
los grupos que obtuvieron los valores mds altos
fueron AEO 1.2% + MAM 2% (19.79), AEO

1.2% (19.76) y MAM 2% (19.32), superando
al ZnO (19.14).

Cuantificacion delos principales componentes
activos de AEO en pienso pre- estarter y
estarter.

En la tabla 3 se refleja la variacién en la
concentraciéon de carvacrol y timol en ambos
piensos, desde el inicio hasta el final del expe-
rimento.

Se detectd una disminucidn estadisticamen-
te significativa (p < 0.05) en la concentracién
de los dos componentes bioactivos (carvacrol
y timol). Tras los 34 dias de almacenamiento,
se cuantificé una pérdida aproximada del 30%

Tabla 3. Cuantificacién de los principales componentes activos del aceite esencial de orégano en

pienso pre- estdrter y estdrter.

Dias de Carvacrol Timol
% de AEO . . .
almacenamiento  (mg/kg de alimento) (mg/kg de alimento)
0 27532 +1899* 1473 +£098*
04%
15 24474 £2.07° 13.14 £0.14°
0 85631 £27.44 ¢ 46.67+1.23%
Pre- estarter 1.2%
15 72009 £1.95° 3932+ 1.36°
0 930.52 +30.81* 4944 £1.55¢
1.2% + MAM 2%
15 79433 £38.54°" 46.13+1.79°
0 21492 +6.35* 13.10+0.30*
04%
34 187.54 £3.84° 1144 +040°
0 84572 +33.5¢ 4634 +145%
Estérter 1.2%
34 583.38+9.74° 30.16 + 1.34°
0 917.89 +£42.23 ¢ 4474 £2.73 ¢
1.2% + MAM 2%
34 655.63 £11.23° 3292 +2.18°

Las letras (a, b) indican diferencias estadisticamente significativas entre los dias de almacenamiento en cada tipo de suple-
mentacion y su correspondiente alimento, en p < 0.05. Los valores son (n = 3 + desviacién estdndar)



AN. VET. (MURCIA) 38: 1-17 (2024). NUTRACEUTICOS ALTERNATIVOS AL OXIDO DE ZINC. TORRALBO MARTIN, A. ET AL 9

en el pienso estarter suplementado con un 1.2
% de AEO.

Analisis de los componentes bioactivos de
MAM en el pienso pre- estarter y estarter

En relacién con el andlisis de los compo-
nentes bioactivos del MAM en el pienso, el

andlisis cromatografico (HPLC-MS/MS) per-
mitié identificar un total de 9 componentes de
azufre, principalmente derivados de la cisteina.
Entre ellos, la aliina y la y-Glutamil-S-alilcis-
tefna destacan como los principales compues-
tos cuantificados ya que representan casi dos
tercios del contenido total de los compuestos
identificados de azufre (tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacién de los principales componentes activos de la moltura de ajo morado en el

pienso pre-estdrter y estarter.

y-Glutamil-S-

y-Glutamil-S-

y-Glutamil-S-

Compuestos de

Mg/kg D  Aliltio-cisteina metilcisteina Alilcisteina azufre total Aliin
MAM 0.4%

0 1872 +1.51¢ 18.82+1.33¢ 101.79£1.70 * 338.,72+£9.16¢ 5.13+1.06
Pre-estarter

15 1706+139* 17.12+1.10° 91.61 £4.03° 31407 £1142° 4.88+0.92

0 17,63 £2.54 2 1948 £ 1.47° 11382+ 1574* 34381 +798+* 5.57+0.63
Estarter

34 1224 +£1.84° 1324 £0.98" 8046 £3.88° 271.17£16.04°  4.67+0.64
MAM 2%

0 30492 +10.74* 193.14+5.83* 1309.30+27.74* 1913.27+30.52* 141.6+646*
Pre- estarter

15 27007+7.72% 17195+392% 1169.53 £35.14%> 169244 £1555> 1329+642*

0 311.12+7.26% 187.74 £4.63* 127535+3593°* 1896.86 £42.15* 146.5+845*
Estarter

34 21523+£551° 119.67+681° 84461+1.71° 131271 £54.85° 119.7+8.51°

MAM 2% + AEO 1.2%

0 296.49 +6.66 * 190.18 £2.60* 1279.78 +36.28* 187291 +£72.16* 136.75+4.14°
Pre- estarter

15 26430+4.18° 17008 £7.15° 112433 £32.75% 1637.55£26.70° 126.71 £825%

0 306.38 £10.73* 186.65+7.20* 127807 +£42.71* 1918.79+68.07* 141.35+8.06%
Estarter

34 21772+13.83°% 12433 +3.02° 85541x7.34°" 1382.76 £+96.07° 11653 £9.83°"

Las letras (a, b) indican diferencias estadisticamente significativas entre los dias de almacenamiento, dentro de cada nivel
de suplementacion y su correspondiente alimento, en p < 0.05; los valores son (n=3 + desviacién estdndar).
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El contenido total se refiere a la suma de
todos los compuestos de azufre, incluido el y-
L-glutamil-S-(2-carboxil-1-propil) cisteinilgli-
cina, sulfuro de aliletilo, S-1-propenil-L-cistei-
na, S-alilcisteina y S-propil-L-cisteina, que se
cuantificaron como equivalentes de y-glutamil-
S-alil-cisteina.

El perfil 6rgano-sulfurado del MAM en los
piensos se analiz6 al final de ambas etapas de
alimentacion (pre-estarter y estarter). En el caso
de la alimentacidn pre-estdrter, para las 3 dietas
enriquecidas, se observé una reduccién de la
concentracion que oscilé entre el 9 y el 13%

después de 15 dias de almacenamiento. Sin em-
bargo, al transcurrir 34 dias, se evidencié un
proceso de degradacién mas pronunciado, con
pérdidas que variaron entre el 30% y el 36% en
comparacién con la concentracién inicial.

Parametros de morfometria intestinal

En YEYUNO, no se encontraron diferen-
cias significativas entre los tratamientos para el
pardmetro de la altura de las vellosidades (p >
0.05) (Tabla 5).

En cambio, si se encontraron diferencias

Tabla 5. Pardmetros de morfometria intestinal (zm) de yeyuno e {leon para los diferentes grupos

experimentales (n=20).

Grupo AV EV PC AV : PC

Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Yeyuno Dieta basal 406.39 +57.16 160.11 = 17.33¢ 287.53 +46.84 1.46 040
ZnO 387.36 + 66.58 147.81 £12.78>  279.50 +44.42 143 +£0.37
AEO 04% 402.00 +53.79 15450 £ 16.16*  298.73 +56.33 140+0.33
AEO 1.2% 421.84+50.80  141.80+17.83*  282.07 +50.40 1.54+0.32
MAM 0.4% 380.02 + 58.56 162.15 + 14.06° 272.15 +46.57 146 +0.44
MAM 2% 414.84 +59.12 152.15+16.00  268.01 +34.08 1.58 £0.35
AEO 12% + MAM 2%  436.43 +49.18 130.86 + 11.88*  261.12 +35,.64 1.70 £0.25

p-valor >0.05 <0.05 >0.05 >0.05
fleon Dieta basal 366.96 + 65.93 154.81 £13.79® 29498 +43.48 128 +0.32
ZnO 405.78 + 62.01 155.60 + 11.15®  285.86 +51.56 147 +£0.35
AEO 04% 376.48 + 67.02 153.11 + 13.82° 288.86 +35.11 1.32+0.26
AEO 1.2% 395.61 +50.70 14549 + 18.39° 27041 +50.11 1.53+043
MAM 0.4% 369.33 +33.87 170.50 +22.19° 28243 +41.49 1.34+0.24
MAM 2% 387.17 £49.77 15631 £17.51*  266.84 + 31.68 148 +0.31
AEO 1.2% + MAM 2%  416.07 +31.08 140.43 + 11.45° 268.79 + 34.15 1.58 +0.28

p-valor >0.05 <0.05 >0.05 >0.05

Las letras (a, b, ¢) indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p < 0.05). AV: altura vellosidades;
EV: espesor de las vellosidades; PC: profundidad de las criptas; DE: desviacion estdndar. AEO: aceite esencial de orégano;

MAM: moltura de ajo morado.
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significativas en el espesor de las vellosidades
(p<0.05). Los valores mds altos corresponden
al MAM 0.4% (162.15 = 14.06 ym) y a la dieta
basal (160.11 + 17.33 ym), que mostraron dife-
rencias significativas con el AEO 1.2% (141.80
+ 1743 um) y la dosis combinada de AEO
1.2% y MAM 2% (130.86 + 11.88 um) que
obtuvieron los valores mas bajos.

En referencia a la profundidad de las criptas
y la relacion entre la altura de las vellosidades y
la profundidad de las criptas, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos
(p>0.05).

En ILEON, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para el para-
metro de la altura de las vellosidades (p>0.05).

Los resultados del espesor de las vellosi-
dades si presentaron diferencias significativas
(p<0.05). El valor méds alto correspondié a
MAM 04% (170 £ 22.19 um), el cual mos-
tr6 diferencias con la dosis combinada de AEO
1.2% y MAM 2% (14043 £ 11.45 ym), y AEO
1.2% (14549 = 18.39 ym) y AEO 0.4% (153.11
+ 13.82 um), pero no con el resto de los trata-
mientos.

En referencia a la profundidad de las criptas
y la relacion entre la altura de las vellosidades y
la profundidad de las criptas, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos
(p>0.05).

DISCUSION

La prohibicién en Europa en el afio 2022
del ZnO en la dieta de los lechones supone un
gran reto sanitario y productivo. Con la crecien-
te demanda del consumidor por alternativas a
los antimicrobianos seguras y sostenibles, los
nutracéuticos de plantas han sido objeto de eva-
luacién para optimizar la salud animal (Hall et
al., 2021). Sin embargo hasta la fecha, ningtin
producto estudiado puede calificarse como sus-
tituto real del ZnO (Serrano-Jara et al., 2023).

Las principales preocupaciones con respec-
to a los compuestos bioactivos del ajo morado

y el orégano son su procesado y su almacena-
miento, ya que estos factores condicionan su
eficacia (Martins et al., 2016). En este estudio,
se han evaluado el ajo morado y el orégano,
tanto solos como en combinacién, en compa-
racién con las dosis farmacoldgicas de ZnO.
Se han tomado de referencia valores de salud
intestinal, asi como pardmetros productivos.

Se realizaron ensayos de laboratorio don-
de examinamos la estabilidad del AEO encap-
sulado durante tres meses a temperatura am-
biente (25°C). Los resultados mostraron que
el carvacrol presentaba una alta estabilidad en
las microparticulas encapsuladas. Al final del
experimento, la concentraciéon varié de 73 +
4.24 a 70 + 2.26 mg de carvacrol/g de particula
encapsulada. Las pérdidas en los componentes
fenolicos de AEO se atribuyeron a las condicio-
nes ambientales, debido a las altas temperaturas
comunes en la regién mediterrdnea, a procesos
de oxidacién, junto con sus posibles interac-
ciones quimicas con otros componentes de la
matriz alimentaria (L. Wang et al., 2020).

La formacién de timo-hidroquinona y ven-
zo-quinonas puede ser el resultado de la oxida-
cién de los compuestos fendlicos (Giines et al.,
2006). Sin embargo, investigaciones posteriores
indicaron la estabilidad de las formas oxidativas
del carvacrol y el timol (Soliman et al., 2020).
Estos estudios demostraron que su degradacién
fue inducida por peréxido de hidrégeno, y en
condiciones de foto-degradacion térmica. Estos
resultados concuerdan con nuestros hallazgos,
porque el andlisis mediante HPLC tras el al-
macenamiento de los piensos no revel6 la pre-
sencia de estos productos de degradacién de las
quinonas.

En relacién con las interacciones quimicas
del carvacrol con otros componentes presentes
en las matrices de los piensos, otros autores
investigaron el impacto de la composicion de
los alimentos en la migracién del carvacrol. Se-
gun sus hallazgos, el contenido de grasa ejerce
efectos significativos sobre la absorcion de car-
vacrol en los productos, lo que reduce signifi-
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cativamente la actividad antimicrobiana de este
componente fendlico (L. Wang et al., 2020).

En cuanto al factor de la temperatura, otros
investigadores describieron una disminucién
aproximada del 61.84% de contenido de car-
vacrol en nano-cdpsulas/microesferas de poli-
caprolactona de AEO almacenadas a 40°C (Fraj
et al., 2019). Basandonos en los resultados ex-
puestos, podemos deducir que las pérdidas en
los compuestos fendlicos de AEO presentes en
ambos piensos estdn principalmente asociadas
con la temperatura media (21 +- 10°C) de la
region local (sudeste espafiol) durante el ensayo
experimental (de abril a diciembre del 2019),
asi como con posibles interacciones con algu-
nos componentes de las matrices de alimenta-
cion.

Varios autores han descrito la presencia de
compuestos 6rgano-sulfurados en el ajo. La ali-
cina es el compuesto bioactivo principal del ajo
y representa entorno al 70-80% del contenido
total de azufre orgdnico (Salehi et al., 2019).
Sin embargo, otros autores identificaron la ci-
cloaliina como componente principal érgano-
sulfurado (Moreno-Ortega et al., 2020). En con-
traste, otros investigadores hallaron en el ajo
entero un perfil distinto al descrito en la Tabla
3, que se trata del siguiente: 1% de aliina, junto
con (1)-S-metil-L-cisteina sulféxido (metiina)
y (1)-S-(trans-1-propenil)-L-cisteinasulféxido,
S-(2-carboxipropil) glutatiéon, y-glutamil-S-
alil-L-cisteina, y-glutamil-S-(trans-1-propenil)-
L-cisteina y y-glutamil-S-alilo-mercapto-L-
cisteina (Amagase et al., 2001). En nuestro
caso, dado que el ajo morado utilizado en este
estudio es un ecotipo autéctono de Allium sati-
vum (“Las Pedrofieras™), las disparidades en la
composicion cuantitativa se pueden atribuir a la
variabilidad intraespecifica entre los ecotipos de
esta especie (Martinez-Casas et al., 2017).

Como se ha mencionado previamente, la
falta de estabilidad quimica de estos extractos
organo-sulfurados es de particular importancia.
Estos compuestos activos son susceptibles a la
oxidacién, a la volatilizacién y a la degrada-

cion, cuando se exponen a condiciones ambien-
tales desfavorables, como las altas temperatu-
ras, la exposicién al oxigeno y a la luz (Tavares
et al., 2021).

Cabia esperar que hubiera pérdidas en el
perfil de 6rgano-sulfurados. Los sulféxidos de
S-alqu(en)ilcisteina son uno de los grupos prin-
cipales de componentes que aumentan sus con-
centraciones, debido a la degradacién del ajo.
Estos componentes surgen como resultado de
la conversién de los dipéptidos correspondien-
tes de c-glutamil en sulf6xidos (Hornickova et
al., 2010). Sin embargo, el propdsito principal
de este trabajo no fue investigar el proceso de
degradacién, sino garantizar que, al finalizar el
ensayo de experimentacion, los animales reci-
bieran una concentracién adecuada de compo-
nentes bioactivos para mejorar su salud intes-
tinal. Dado que este estudio se realiz en una
granja comercial que utiliza aditivos vegetales,
era de especial relevancia estudiar la degrada-
cion de sus componentes activos y sus efectos.

El aceite esencial vegetal recubierto suple-
mentado en la dieta tiene un mejor efecto de
promocién sobre el crecimiento, los indices sé-
ricos y la flora bacteriana fecal que el aceite
esencial vegetal sin recubrir (Niu et al., 2024).
Esto puede deberse a que las microcdpsulas de
AEO utilizan principalmente un proceso de re-
cubrimiento de grasa para mejorar la estabilidad
oxidativa, la estabilidad térmica y la actividad
bioldgica de los nutrientes.

En relacion con los pardmetros productivos,
las dosis altas de AEO (1.2%), MAM (2%) y su
combinacién, mostraron niveles equivalentes o
mejores que el ZnO en términos de GMD, IC y
PCF. Lechones alimentados con dosis menores
de AEO (04%) y MAM (0.4%) también me-
joran el rendimiento del crecimiento (GMD y
PCF) (Rivera-Gomis et al., 2020).

Respecto a la morfometria de las vellosida-
des en este estudio, los resultados mas favora-
bles se obtuvieron con las dosis mds altas de
MAM y AEO y su combinacién, en algunos
casos hasta con valores superiores al grupo de
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ZnO. El grupo que recibié la combinacién de
AEO y MAM present6 en yeyuno e ileon ve-
llosidades mads estrechas y largas, y criptas me-
nos profundas. Esto, al tratarse de una mayor
superficie, se traduce en una mejor absorcién
de nutrientes (Fonseca-Garcia et al., 2017, He
et al., 2017). Se ha observado que dosis altas
de AEO y MAM, cuando se combinan, tienen
efectos positivos en la estructura e inmunidad
intestinal (Tatara et al. 2008). No obstante, se
ha demostrado que dosis mds bajas al 0.4% tie-
nen un impacto mas beneficioso sobre el estrés
oxidativo (Rivera-Gomis et al., 2020).

El efecto del AEO no se limita solo al teji-
do intestinal. La administracién oral demues-
tra influencia en la composicién de la sangre y
las células importantes para el sistema inmune,
como las células T (Hofmann et al., 2022). En
este estudio, se emple6 AEO durante toda la
vida productiva de los cerdos. La calidad de la
carne y la canal en general no se vieron afec-
tados por la suplementacién, indicando que la
administracion dietética durante el periodo de
cebo no ejerce efectos directos valorables en los
pardmetros de la carne de cerdo.

Otro enfoque interesante se basa en el em-
pleo de AEO en la alimentacién de las madres.
Las raciones maternas durante la dltima etapa
de gestacion y la lactancia pueden conducir a
mejoras en la salud y el rendimiento de la pro-
genie, con una menor incidencia de mortalidad
y una menor necesidad de medicacién (Hall et
al., 2021).

Es importante destacar que si bien la com-
binacién de MAM y AEO mostré resultados
favorables, no se observo accién sinérgica (Se-
rrano-Jara et al., 2023). Sin embargo, el aceite
esencial natural parece ser mds efectivo com-
parado con los componentes aislados, debido
a los efectos de sinergia, aunque el mecanismo
de accién no ha sido descrito (Hofmann et al.,
2022).

Ademads de la comparacion entre los nutra-
céuticos y el ZnO, también cabe mencionar que
el ZnO afecta al microbiota. La diversidad de

microbiota denominada como beta mostré una
dispersion mayor y los indices de diversidad
alfa fueron menores, en comparacién con los
demads tratamientos. Especialmente en situacio-
nes estresantes, como es el destete, un aumento
de los indices de diversidad alfa se ha asociado
con una microbiota mds estable y madura (Lui-
se et al., 2023).

Sin embargo, uno de los mecanismos be-
neficiosos por los cuales el timol o el carva-
crol inhiben la proliferacién de patdgenos estd
relacionado con sus efectos en las membranas
citoplasmadticas y el metabolismo energético, ya
que pueden inhibir la actividad de la histidina
descarboxilasa y unirse a proteinas (Luise et
al., 2023).

CONCLUSIONES

Durante el almacenamiento de los piensos
suplementados en los silos, los componentes fe-
nélicos (30%) y alilicos (36%) sufren pérdidas
respecto a su concentracion inicial. No obstan-
te, la concentracién final permanece activa y es
responsable de los beneficios observados. Las
concentraciones de aceite esencial de orégano
al 1.2%, moltura de ajo morado al 2% y su
combinacién mostraron un efecto beneficioso
similar o, incluso superior, al ZnO sobre los pa-
rametros productivos. La morfometria intestinal
de los lechones alimentados con los nutracetiti-
cos fue similar al grupo tratado con ZnO. Estos
nutracéuticos representan una alternativa viable
como sustitutos al ZnO.
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