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Resumen

El uso indiscriminado de antimicrobianos (antibiéticos, antifiungicos o antiviricos), utilizados de manera profilactica en el
pienso o de forma terapéutica en la industria avicola, ha generado la creciente preocupacion por la resistencia antimicro-
biana de muchos microorganismos poniendo en peligro la eficacia en la prevencion y el tratamiento de ciertas infecciones.
Por ello, varias industrias de produccién, incluyendo la industria avicola, estan optando por sustituir estos antimicrobianos
comerciales por agentes antimicrobianos naturales que provienen de plantas medicinales, evaluando los efectos de sus
extractos o metabolitos secundarios. Por ello el estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana (bactericida
y antimicoética) de una formulacién natural de anillo cimenol-acido citrico (ACAC) frente a maiz amarillo duro experimen-
talmente contaminado con Pseudomona sp, Clostridium sp, Escherichia coli, Salmonella sp, Fusarium sp, Rhizopus sp y
Aspergillus sp en concentraciones de 10®y 10 UFC/g. EIACAC fue comparado frente a dos formulaciones comerciales de
acidos organicos (A: acido férmico/acido propiénico, y B: acido propiénico al 90%), utilizando dos tiempos de tratamiento
por 24 horas y 7 dias. Los resultados muestran que ACAC tuvo un efecto antibacteriano mayor al 95 % (experimentos:
10% y 108 UFC/g), observando un mayor efecto del producto a los 7 dias de tratamiento frente a 24 h (experimento: 10°
UFC/g). También se ha observado que ACAC tuvo un efecto antimicoético mayor al 84 % (experimentos: 10° y 10% UFC/g).
El efecto antimicrobiano de ACAC mostré ser mejor frente a los acidos organicos comerciales Ay B. Por tanto, el presente
estudio ha demostrado que ACAC (tratamiento por 24 horas y 7 dias) tiene un buen efecto antibacteriano y antimicético
frente a los agentes patdégenos Pseudomonas sp., Escherichia coli, Clostridium perfringes, Salmonella sp., Rhizopus sp.,
Fusarium sp. y Aspergillus sp., que frecuentemente estan presentes en el maiz o pienso destinados a la alimentacion de
pollos broiler.
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Abstract

The indiscriminate use of antimicrobials (bactericidal, antifungals, or antivirals), used prophylactically in food or therapeu-
tically in the poultry industry, has caused growing concern about the antimicrobial resistance of many microorganisms, en-
dangering the effectiveness of prevention and the treatment of certain infections. Therefore, several production industries,
including the poultry industry, are choosing to replace these commercial antimicrobials with natural antimicrobial agents
that come from medicinal plants, evaluating the effects of their extracts or these secondary metabolites. Therefore, the
study aimed to evaluate the antimicrobial activity (bactericidal and antifungal) from a natural formulation of cimenol-cit-
ric acid ring (ACAC) against experimentally contaminated corn with Pseudomonas sp, Clostridium sp, Escherichia coli,
Salmonella sp, Fusarium sp, Rhizopus sp and Aspergillus sp at 10® and 10® CFU/g concentrations. ACAC was compared
against two commercial formulations of organic acids (A: formic acid/propionic acid, and B: 90% propionic acid), using two
treatment time for 24 and 7 days. The results show that ACAC had an antibacterial effect greater than 95% (experiments:
10°% and 10® CFU/g), with a greater effect of the product at 7 days of treatment rather than to 24 h (experiment: 108 CFU/g).
It has also been observed that ACAC had an antifungal effect greater than 84% (experiments: 10 and 106 CFU/g). The an-
timicrobial effect of ACAC was shown to be better against commercial organic acids A and B. Therefore, the present study
has shown that ACAC (treatment for 24 hours and 7 days) has a good antibacterial and antifungal effect against pathogens:
Pseudomonas sp., Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella sp., Rhizopus sp., Fusarium sp. and Aspergillus

sp., which are frequently present in corn or feed intended for feeding broilers chickens.

Keywords: Cimenol ring-citric acid; bactericidal; antifungals; feed maize.

INTRODUCCION

El sector avicola orientado a la produccién de aves y hue-
vos comerciales participa con el 20.6% del Valor Bruto
de la Produccién Agropecuaria (ave 17.3%; huevo de
gallina 3.3%) posiciondndose como la primera fuente
de proteina animal en el Perd, garantizando el abasteci-
miento de los principales alimentos de la actividad avi-
cola . No obstante, la industria avicola enfrenta grandes
retos debido al incremento de enfermedades infecciosas,
de ahi que existe un gran uso de antimicrobianos como
agentes terapéuticos y como promotores de crecimiento
para aumentar la productividad y la eficiencia en pollos
parrilleros 2. A pesar de la contribucién sustancial a la
industria avicola, los antimicrobianos estdn bajo vigilan-
cia debido a la alta incidencia de resistencia por su uso
inadecuado %; incluso restringiendo su uso preventivo *.

La industria avicola viene desarrollando soluciones alter-
nativas confiables y efectivas ante los antimicrobianos,
sin comprometer la productividad y el bienestar animal
% entre estas, el desarrollo de nuevas estrategias de re-
duccién o sustitucién los antimicrobianos por el uso de
extractos de plantas ¢, dcidos orgdnicos, probiéticos, pre-
bidticos 7, aceites esenciales y enzimas exdgenas ®.

Los extractos de plantas y sus componentes biol6gica-
mente activos (metabolitos secundarios) como terpenoi-
des, dcidos fendlicos, glucésidos, flavonoides y alcaloi-
des ? muestran un alto impacto en la industria avicola al
mejorar su rendimiento y productividad. Por ejemplo,
el té verde, la ortiga, el poleo, la milenrama y la alfalfa en
forma de semilla, polvo o extracto tienen un gran poten-
cial para mejorar la inmunidad, reducir el crecimiento
de microbios patdgenos y mejorar los recuentos viables
de bacterias del 4cido lctico '°. Los extractos de plantas
han mostrado; ademds, propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antioxidantes y antiparasitarias .
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Se reconoce que el uso de extractos de plantas o sus
compuestos fitogénicos como suplementos alimenticios
para aves de corral pueden tener un efecto positivo en la
salud y la productividad '*; por ejemplo, frente a enfer-
medades como la enteritis necrética causada por el Clos-
tridium perfringes 3. Estudios in vivo apoyan la propues-
ta del potencial antimicrobiano de aditivos fitogénicos
para alimento balanceado de aves, especialmente frente
a patdgenos intestinales '4. Los extractos de plantas y sus
metabolitos generalmente se consideran seguros y efecti-
vos contra ciertas bacterias y se utilizan ampliamente en
alimento balanceado como promotores de crecimiento
15, especialmente en paises de Asia, Africa y América del
Sur, y en los tltimos afios en paises desarrollados *¢.

Por otro lado, el anillo-cimenol (p-cimeno), también
conocido como p-cimol o p-isopropiltolueno, es un
compuesto aromdtico sustituido con alquilo que se en-
cuentra de forma natural en los aceites esenciales de va-
rias plantas aromadticas, incluidos los géneros Artemisia,
Protium, Origanum 'y Thymus, y se encuentra estrecha-
mente relacionado con la familia de los terpenos, es-
pecialmente los monoterpenos monociclicos. También
estd presente en varias plantas alimenticias como las
zanahorias, jugo de naranja, pomelo, mandarina, fram-
buesas y varias especias. Sobre sus propiedades farma-
coldgicas de los monoterpenos como el p-cimeno, que
incluye actividades antioxidantes, antiinflamatorias, an-
tiparasitarias, antidiabéticas, antivirales, antitumorales,
antibacterianas y antifiingicas. También se ha informa-
do que el anillo cimenol actda como agente analgési-
co, antinociceptivo, inmunomodulador, vasorelajante y
neuroprotector 7. Por lo descrito, el presente estudio
tiene por objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de
una formulacién natural en base a anillo cimenol (p-ci-
meno, componente principal) y dcido citrico en forma
liquida en maiz amarillo duro utilizado para la elabora-
cién de pienso, y que contaminado experimentalmente

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)



Efecto bactericida y fungicida de una formulacion de anillo cimenol-acido citrico sobre maiz para pienso experimentalmente...

con algunos patégenos (bacterias y hongos) causantes de
infecciones digestivas en pollos de engorde.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de Ejecucién

El presente estudio se desarroll6 en el Laboratorio de
Microbiologia de la Empresa ADIVET y en el Labo-
ratorio de Zootecnia y Produccién Animal de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, en Lima, Perd.

Agentes Patégenos

Los agentes patdgenos (bacterias y hongos) utilizados
en el estudio provinieron de casos clinicos de infec-
ciones digestivas aviares de granjas peruanas, y que
se encuentran almacenadas en el cepario bacteriano y
micolégico del Laboratorio Serolégico Lasser (Lima,
Pert1). Los microorganismos utilizados Pseudomonas sp,
Escherichia coli, Clostridium perfringes, Salmonella sp,
Rhizopus sp, Fusarium sp y Aspergillus sp. fueron reacti-
vados utilizando Agar Tripticasa de soya, Agar Sangre y
Agar Sabouraud.

Compuestos Quimicos y Naturales

Se utilizaron dos formulaciones comerciales de 4dcidos
orgdnicos de amplio uso en industria avicola, A: mezcla
de 4cido férmico y dcido propidnico y B: dcido propid-
nico 90%. Asi{ mismo, el anillo cimenol es un conser-
vante natural con poder antimicrobiano, y esta actividad
mejora al anadirse 4cido citrico. La formulacién de ani-
llo cimenol-dcido citrico (ACAC) fue obtenida gracias al
Laboratorio BIOVET (Barcelona, Espana).

Diseno Experimental

En cada ensayo se utilizé6 100 g de maiz amarillo duro
molido como sustrato, previamente esterilizado con ca-
lor himedo, y que fue contaminado con cada microor-
ganismo patégeno por triplicado a una concentracién
de 10° y 10° UFC/g, tanto para bacterias como para
hongos. El maiz amarillo duro utilizado fue el producto
importado para su empleo como alimento balanceado

de pollos broiler.

Los sustratos contaminados con bacterias u hongos fue-
ron tratados con ACAC, y con los dcidos orgdnicos A y
B en las concentraciones de 0.5, 2 y 1 L/tonelada (I/t),
respectivamente. Los tratamientos con ACAC y dcidos
orgdnicos se realizaron por 24 h y 7 dias.

Se realiz6 el recuento en placa de bacterias y hongos
(Pseudomonas sp, E. coli, Clostridium perfringes, Salmo-
nella sp, Rhizopus sp, Fusarium sp y Aspergillus sp) de
acuerdo con:

* SO 4833-2:2013, Microbiologia de la cadena ali-
mentaria. Método horizontal para el recuento de
microorganismos. Parte 2: Recuento de colonias a
30 °C mediante la técnica de siembra en superficie.

e ISO 16649-1: 2018, Microbiologia de la cadena
alimentaria - Método horizontal para el recuento de
Escherichia coli beta-glucuronidasa positiva - Parte
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1: Técnica de recuento de colonias a 44 °C utili-
zando membranas y 5-bromo-4-cloro-3-indolil be-
ta-D-glucurénido.

* ISO/DIS 15213-1: 2021, Microbiologia de la ca-
dena alimentaria - Método horizontal para la de-
teccién y enumeracion de Clostridium spp. - Parte
1: Enumeracién de Clostridium spp. por técnica de
conteo de colonias.

* SO 6579-1: 2017, Microbiologia de la cadena ali-
mentaria - Método horizontal para la deteccidn,
enumeracion y serotipificacién de Salmonella - Par-
te 1: Deteccién de Salmonella spp.

e ISO 21527-2: 2008, Microbiologia de alimentos y
alimentos para animales- Método horizontal para el
recuento de levaduras y mohos-Parte 2: Técnica de
recuento de colonias en productos con actividad de
agua menor o igual a 0,95.

* Los resultados obtenidos se expresaron de acuerdo
a las unidades formadoras de colonias bacterianas
(UFC/g de Bacterias), las unidades formadoras de
colonias de hongos (UFC/g de Hongos) y como
porcentajes de reduccién (%).

Anilisis de Datos

Los datos obtenidos por luminometria se expresaron en
términos de la media + desviacién estdndar. La prueba
estadistica usada fue el andlisis de varianza de doble via
y la comparacién de promedios se realiz6 utilizando la
prueba de Tukey (p<0.05). Los resultados se analizaron
mediante el software GraphPad Prism 6.0.

RESULTADOS

El efecto antibacteriano de los tres productos bajo eva-
luacién queddé demostrado frente al grupo control en
muestras de maiz amarillo duro contaminado con Psex-
domonas sp a la concentracién de 10° UFC/g, sin haber
diferencias entre tiempos de exposicion (p<0.05). Asi-
mismo, el efecto antibacteriano fue mayor en ACAC
en comparacién con los otros dos dcidos comerciales
(p<0.05), tanto a las 24 h como a los 7 d de exposi-
cién (Tabla 1). Efectos similares fueron obtenidos con
la concentracién de 10° UFC/g de Pseudomonas sp, pero
en este caso se observé un mejor efecto a los 7 dias de
tratamiento con los tres productos en comparacién con

el tratamiento de 24 h (Tabla 2).

El efecto antibacteriano frente a Escherichia coli (10°
UFClg) fue significativamente efectivo en los tres gru-
pos tratados en comparacion con el grupo control, tanto
a las 24 h como a los 7 dias de exposicién (p<005), ob-
servandose una reduccién bacteriana de 99% El efecto
fue atin mayor para el tratamiento con ACAC durante
24 h (p<005). Por otro lado, no hubo diferencias signi-
ficativas entre los tiempos de exposicidn (Tabla 3). Estos
efectos fueron igualmente similares frente a la concen-
tracién de 10° UFClg de Escherichia coli, con la dife-
rencia de un mejor efecto a la exposicién a los 7 dias en

relacién a las 24 h (p<005) (Tabla 4).
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Tabla 1. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Pseudomonas sp (10° UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcentaje de Promedio. D.E Porcentaje de
(UFClg) ) reduccion (UFC/g) (UFClg) o reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 I1t) 21 2 99 17¢ 2 99
A (2.0 I1t) 68° 4 95 46° 4 97
B (1.0 It) 60° 3 96 38° 3 98
Control (+) 14432 31 0 15672 12 0

abe| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 2. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccién de Pseudomonas sp (10° UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFClg) reduccion (UFC/g) (UFClg) reducciéon (UFC/g)
ACAC (0.511t) 37200¢ 3,703 97 21600 1,453 98
A(2.011) 80100° 2,553 94 67767 569 95
B (1.0 I/t) 73100° 2,381 94 61033 1,450 96
Control (+) 12500002 40,000 0 138000072 36056 0

abe| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

Tabla 3. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Escherichia coli (10 UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcentaje de Promedio. D.E Porcentaje de
(UFC/g) = reduccion (UFC/g) (UFCl/g) : reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 I/t) 17¢ 4 99 12° 3 99
A(2.011t) 49° 5 97 17° 3 99
B (1.0 I/) 41° 4 98 14> 3 99
Control (+) 16702 40 0 18802 79 0

abe] etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 4. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Escherichia coli (10 UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcfe'ntaje de Promedio. D.E Porcg’ntaje de
(UFClg) reduccion (UFC/g) (UFClg) reduccién (UFC/g)
ACAC (0.5 I1t) 48500¢ 529 96 3977 91 100
A(2.01/t) 71533¢ 379 94 18933 252 99
B (1.0 It) 68233° 493 95 18533%* 569 99
Control (+) 12733332 60277 0 13733332 40415 0

abcd] etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

El efecto antibacteriano frente a Clostridium perfringes
(10° UFC/g) fue significativamente efectivo en los tres
grupos tratados en comparacién con el grupo control,
tanto a las 24 h como a los 7 dias de exposicién (p<005).
Sin embargo, sin diferencias significativas entre los com-
puestos bajo evaluacidn, con excepcidén de un mejor re-
sultado con ACAC frente al el dcido orgdnico A con
7 dias de exposicién (p<005). Por otro lado, no hubo
diferencias entre tiempos de exposicion (Tabla 5). En la
concentracién de 10° UFC/g de CL perfringes se obser-
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varon mejores resultados con el uso del ACAC a las 24
h de exposicién; asimismo, se observé un mejor efecto
a los 7 dias de tratamiento con ACAC frente a las 24
horas (Tabla 6).

El efecto antibacteriano frente a 10° UFC/gy 10 UFC/g
de Salmonella sp fue similar al observado con la conta-
minacién con frente a Clostridium perfringes en dichas
concentraciones (Tablas 7 y 8). Por otro lado, el tiempo
de exposicion solo mostré diferencias significativas para

el 4cido orgdnico A (Tabla 7).

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)
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Tabla 5. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Clostridium perfringes (10° UFC/g) en maiz, por

tratamientos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFClg) reduccion (UFC/g) (UFCl/g) reducciéon (UFC/g)
ACAC (0.511t) 30 8 98 19¢ 3 99
A(2.011) 38 4 97 350 5 97
B (1.0 I/t) 41 2 97 27°¢ 4 98
Control (+) 1270 56 0 13232 35 0

abe| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Clostridium perfringes (108 UFC/g) en maiz, por

tratamientos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFC/g) reduccion (UFC/g) (UFCl/g) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 54967¢ 611 95 14167 503 99
A (2.0 1) 75667° 513 93 17967°* 416 99
B (1.0 I/t) 69267° 1012 94 15700 265 99
Control (+) 11433332 45092 0 12566672 56862 0

abed] etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

Tabla 7. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Salmonella sp (10® UFC/g) en maiz, por tratamien-

tos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcentaje de Promedio. D.E Porcentaje de
(UFClg) E. reduccién (UFClg) (UFC/g) E reduccién (UFClg)
ACAC (0.5 11t) 15¢ 4 99 8° 3 100
A(2.011) 42° 4 97 140* 3 99
B (1.0 I/t) 340 5 98 12° 3 99
Control (+) 15302 62 0 17502 56 0

abc| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

Tabla 8. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Salmonella sp (10® UFC/g) en maiz, por tratamien-

tos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFC/g) reduccion (UFC/g) (UFCl/g) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 I/t) 41533¢ 404 96 986°* 13 100
A (2.0 1) 61133¢ 709 94 14067 208 99
B (1.0 It) 57867° 1537 95 13567 252 99
Control (+) 10546672 33,247 0 12333332 37859 0

abed] etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

Los compuestos quimicos y naturales frente a Rhizopus
sp, tanto en la concentracién de 10° como de 10° UF-
Clg mostraron similar respuesta, siendo mds afectivo el
ACAC que los dos 4dcidos orgdnicos, y estos tres con el
grupo control (p<0.05) (Tablas 9 y 10); asimismo, el
tiempo de exposicién de 7 dias fue mds efectivo que solo
con 24 h frente a la concentracién de 10° UFC/g de
Rhizopus sp (Tabla 10).

El efecto antimicético frente a Fusarium sp (10> UFC/g)
fue significativamente mds efectivo con la aplicacién de

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)

ACAC, seguido del 4cido comercial B y del 4cido co-
mercial A (p<0.05); asimismo, para ACAC se encontré
una mayor efectividad con la exposicién de 7 dias en
comparacién a las 24 h (p<0.05) (Tabla 11). En el caso
de la concentracién de 10° UFC/g de Fusarium sp, no
hibo diferencias en la respuesta a los dos dcidos orgéni-
cos, pero su repuesta fue significativamente menor que
con la aplicacién de ACAC (p<0.05); por otro lado, en
este caso no hubo diferencias significativas entre tiem-
pos de exposicién (Tabla 12).
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El efecto antimicético de ACAC y del 4cido orgdnico B
frente a Aspergillus sp (10° UFC/g) fue igualmente efec-
tivo frente al control, tanto a las 24 h como a los 7 dias
de exposicién, y superior al afecto del dcido comercial
A (p<0.05) (Tabla 13). Ese mismo resultado se observé
frente a 10° UFClg de Aspergillus sp a las 24 h de expo-
sicién (p<0.05); sin embargo, el efecto de ACAC fue

superior a los dos dcidos comerciales (p<0.05) a los 7

dias de exposicién (Tabla 14). En ningtin caso se encon-
traron diferencias significativas en respuestas por efecto
del tipo de exposicion.

DISCUSION

En el presente estudio hemos demostrado que la for-
mulacién de anillo cimenol-dcido citrico (ACAC),
cuyo principio activo es el anillo cimenol, ha tenido un

Tabla 9. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Rhizopus sp (10® UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFCl/g) reduccion (UFC/g) (UFC/g) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 169¢ 4 87 194¢ 4 88
A (2.011) 201¢ 5 84 2400 5 85
B (1.0 I/t) 190° 4 85 224p 4 86
Control (+) 12532 31 0 15932 21 0

abed] etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 10. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Rhizopus sp (10 UFC/g) en maiz, por tratamien-

tos de24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcv_.e’ntaje de Promedio. D.E. Porcg'ntaje de
(UFCl/g) reduccion (UFC/g) (UFC/g) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 I/t) 202000¢ 2646 85 209000¢ 1732 86
A (2.0 I1t) 234000° 3000 82 251000°¢ 2000 83
B (1.0 I/t) 224000° 4359 83 238000°* 1732 84
Control (+) 1313333¢ 30551 0 14833332 45092 0

abed| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicién (24 hvs. 7 d

)

Tabla 11. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Fusarium sp. (10® UFC/g) en maiz, por tratamien-

tos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFCl/g) reduccion (UFC/g) (UFC/g) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 181¢ 3 87 172¢ 3 88
A (2.0 I1t) 217¢ 2 84 211° 4 85
B (1.0 Iit) 207° 2 85 1990 4 86
Control (+) 13772 12 0 1420° 26 0

bed| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)
* Diferencia significativa (p<0.05) entre tiempos de exposicion (24 h vs. 7 d)

Tabla 12. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Fusarium sp. (10 UFC/g) en maiz, por tratamien-

tos de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. D.E. Porcentaje de
(UFCl/g) reduccion (UFC/g) (UFClg) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 223000° 2000 85 221000° 3000 86
A (2.0 I1t) 256000° 3606 83 263000° 4583 83
B (1.0 I1t) 253000° 2000 83 253000° 6557 84
Control (+) 148333372 30551 0 1573333° 25166 0

abe| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 13. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Aspergillus sp. (10° UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcentaje de Promedio. (UF- D.E. Porcentaje de
(UFCl/g) reduccién (UFC/g) Clg) reducciéon (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 190¢ 8 87 181¢ 3 88
A(2.01) 220° 6 84 223° 5 85
B (1.0 1) 202° 7 86 19500 3 87
Control (+) 14102 26 0 14932 40 0

abc| etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 14. Efecto de ACAC y dos mezclas de acidos organicos sobre la reduccion de Aspergillus sp. (106 UFC/g) en maiz, por tratamientos

de 24 horas y 7 dias.

24 horas 7 dias
Producto Promedio. D.E. Porcg'ntaje de Promedio. (UF- D.E. Porc?'ntaje de
(UFC/g) reduccién (UFC/g) Clg) reduccion (UFC/g)
ACAC (0.5 11t) 218000° 3606 84 217333¢ 2309 86
A (2.0 11t) 233000° 6245 83 251000° 2646 83
B (1.0 I/t) 221667 3786 84 230667° 5132 85
Control (+) 13866677 25166 0 15133337 20817 0

abed | etras distintas dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

efecto significativo en la reduccién de la carga bacteria-
na en maiz frente a Pseudomona sp., E. coli, C. perfringes
y Salmonela sp. (Tabla 1-8), lo que demuestra que su
uso puede ser una alternativa altamente confiable frente
a patdgenos que contaminan el pienso de los animales
y que pueden ocasionar enfermedad y que traerian con-
sigo grandes pérdidas a la industria avicola. Asi mismo,
otros compuestos naturales han demostrado ser eficien-
tes en la reduccién de bacterias patégenas en el alimento
de pollos, es el caso de los aceites esenciales (contenian
carvacrol) y los 4cidos orgdnicos (propidnico y caproico)
frente a Salmonella enteritidis inoculado experimental-
mente en alimentos para pollos, donde se observé un
efecto sinérgico altamente eficaz entre estos compuestos
que podrian ser capaces de prevenir la salmonelosis en
pollos 8. Otro estudio determiné el efecto de curcumi-
na, timol, cinamaldehido y carvacrol como potenciales
bactericidas en el alimento de pollos de engorde, encon-
trandose recuentos bacterianos de Escherichia coli signi-
ficativamente mds bajos el dia 21 en todos los grupos
que recibieron aditivos frente al grupo control *.

Asi mismo, los resultados han demostrado que en la ma-
yorfa de casos (Tabla 1-8) ACAC ha tenido un mayor
efecto antibacteriano que los dcidos orgdnicos A (dcido
férmico/propidnico) y B (dcido propidnico) utilizados
en este estudio. Pero a pesar de ello es conocido el efecto
antibacterial de los dcidos orgdnicos en el pienso para
animales %, es asi que diversos estudios han demostrado
que anadir 4cido fumdrico al pienso animal redujo la
carga bacteriana y mejord la eficiencia alimentaria > 22,
o que la inclusién a la dieta de dcido butirico tuvo efecto
antimicrobiano y una mejora en la ganancia de peso en
pollos de engorde **, de igual forma estos efectos tam-
bién se pudieron observar con el dcido lctico, citrico,
férmico, mdlico, sérbico y tartdrico . Sin embargo,
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los 4dcidos orgdnicos no son considerados compuestos
naturales o metabolitos secundarios de extractos de
plantas por su naturaleza carboxilica y su cardcter acido
débil %, en cambio ACAC cuyo principio activo es el
p-cimeno es un monoterpeno (metabolito secundario
de extracto de plantas) y que su naturaleza le confiere un
valor agregado cuando hablamos del uso de antimicro-
bianos naturales.

La contaminacién bacteriana del alimento utilizado en
la industria avicola no es la Ginica que causa estragos en
este tipo de produccién, también lo hace la contami-
nacién por hongos o sus metabolitos téxicos (micoto-
xinas). Por ejemplo, un estudio desarrollado por Yin
et al. ¥ observaron que la contaminacién del alimento
por aflatoxinas o los hongos que las producen (Asper-
gillus sp.) fueron controlados con el uso de carvacrol y
trans-cinamaldehido, reduciendo el crecimiento de A.
flavus y A. parasiticus y la produccién de aflatoxinas en
alimento para pollos en al menos un 60% en compara-
cién con los controles. En nuestro estudio el produc-
to natural ACAC ha demostrado una eficiencia mayor
en la reduccién de la carga micética de Aspergillus sp.
y los otros hongos estudiados (Rhizopus sp. y Fusarium
sp.) por encima del 80 % con respecto al control (Tabla
9-14), incluso en la mayoria de los ensayos ACAC ha
demostrado ser mds eficiente que los 4cidos orgdnicos
Ay B. Asi mismo, otros compuestos naturales como la
Curcuma longa, Pimenta dioica, Rosmarinus officinalis y
Syzygium aromaticum mostraron actividad antifingica
y anticonidiégena frente a Fusarium verticillioides, po-
siblemente debido al efecto del eugenol, el mayor me-
tabolito detectado en estos extractos 2. En otro estudio
se utilizd aceite esencial de orégano y el timol frente a
algunas especies de hongos involucrados en el deterioro
del maiz, y por estos compuestos frente a los hongos
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Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium sp., Fusa-
rium sp. y Mucor sp. .

Otros estudios muestran el efecto de diferentes concen-
traciones de p-cimeno sobre el crecimiento de Candida
lusitaniae utilizando el ensayo de caldo de Sabouraud,
mostrando que este monoterpeno inhibfa completa-
mente el crecimiento de la levadura de forma dosis-de-
pendiente a partir de 1 mM durante al menos 21 dias
a 25 °C . Estos resultados son consistentes con otros
estudios donde se demuestra la eficacia del p-cimeno
en la inhibicién de Candida krusei , Candida albicans
y Candida tropicalis *'. Ademds, Kordali et al. 3> demos-
traron en su estudio p-cimeno produce la inhibicién del
crecimiento de hifas, lo que significaria que el p-cimeno
a 10 mg tiene actividad antiftingica sobre el crecimiento
micelial de 17 hongos patdgenos agricolas (Alrernaria
alternata, Alternaria solani, Botrytis sp., Fusarium acu-
minatum, Fusarium culmorum, Fusarium equiseti, Fusa-
riumnivale, Fusariumoxysporum, Fusarium sambucinum,
Fusarium semitectum, Fusarium solani, Monilinia sp.,
Pythium ultimum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia so-
lani, Sclerotinia minor y Verticillium dabliae), con un
didmetro de crecimiento micelial que oscila entre 14,6
mm y 65,8 mm. Asi mismo, Tian et al. ** observaron
que el p-cimeno inhibié efectivamente el crecimiento
de A. flavus de forma dosis-dependiente. Este mono-
terpeno bloqued completamente el crecimiento de A.
flavus a una concentracién de 80 mg/L pero no inhi-
bié significativamente la produccién de esporas, esto en
comparacién con el control; mientras que a 40 mg/L,
el crecimiento radial fingico se redujo en un 50 %. Sin
embargo, la inhibicién de la produccién de aflatoxina
B1 por A. flavus fue la mds contundente. Asi mismo,
p-cimeno a 80 mg/L redujo la produccién de aflatoxi-
na Bl y el crecimiento de hongos en un 100%, y a 40
mg/L, p-cimeno inhibié la produccién de ergosterol en
células fingicas en comparacién con el control.

Respecto a la actividad antimicrobiana del anillo cime-
nol, se ha observado en este estudio que ACAC tuvo la
capacidad para reducir el crecimiento antimicrobiano,
en algunos casos hasta el 100%, esto se deberia al com-
portamiento del anillo cimenol como un monoterpeno
3435 As{ mismo, dentro de sus mecanismos antimicro-
bianos especificos de ha observado que diversas proteinas
del metabolismo energético microbiano como la enolasa,
la piruvato quinasa, la aconitasa, la subunidad beta de
la succinil-CoA sintetasa y la subunidad beta de la ATP
sintasa fueron inducidas por el anillo ciemnol. La mi-
croscopia electronica mostré que las bacterias cultivadas
con p-cimeno exhibieron membranas externas e internas
difusas y un periplasma aumentado. Ademds, la forma-
cién de biopeliculas se redujo en las cepas expuestas al
anillo ciemnol. En general, se ha determinado que el
anillo cimenol activé una respuesta de estrés en la cepa
LB400 y redujo la formacién de biopeliculas 3¢.

CONCLUSIONES

* La formulacién ACAC mostré un efecto antibacte-
riano y antimicético efectivo frente a los patégenos
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Pseudomonas sp, Escherichia coli, Clostridium per-
[ringes, Salmonella sp, Rhizopus sp, Fusarium sp y
Aspergillus sp, tanto en tratamientos con tiempo o
de exposicién de 24 h como de 7 dias.

* EI ACAC natural fue, en general, a menor dosis fue
mis eficiente (en promedio 2 puntos porcentuales)
para el control de los patégenos mencionados que
los 4cidos orgdnicos A y B, incluso alcanzado valores
del 100 %, especialmente en agentes bacterianos.

* El presente estudio demostré que la formulacién
ACAC (producto natural), es una buena alternativa
frente a compuestos quimicos como los 4cidos orgi-
nicos, en la prevencién de la contaminacién micro-
biolégica de alimentos de uso animal.
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