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@Resumen:

Producto alimenticio para animales que comprende
Carvacrol, P-Cimenol Y Aliina, y procedimiento para
su obtencion.

La presente invencion se refiere a un producto
alimenticio para animales que comprende carvacrol,
p-cimenol y aliina. La presente invencién también se
refiere a un procedimiento para la obtencion del
producto alimenticio para animales que comprende
carvacrol, p-cimenol y aliina.
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DESCRIPCION

PRODUCTO ALIMENTICIO PARA ANIMALES QUE COMPRENDE CA RVACROL,
P-CIMENOL Y ALIINA, Y PROCEDIMIENTO PARA SU OBTENCI ON

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la alimentacion en animales. En particular, se
refiere a un producto alimenticio para animales que comprende carvacrol, p-cimenol y

aliina, y a su proceso de obtencion.

Antecedentes de la invencién

Es conocido que en la alimentacién de animales llegan al intestino elevadas cantidades de
proteinas no digeridas, las cuales al no estar digeridas no pueden ser absorbidas y, por
otro lado, son aprovechadas por bacterias patdégenas, como Clostridium, que si las
metabolizan. Esto provoca que aumenten las poblaciones de Clostridium, reduciendo la
poblacion de biota propia del intestino. Por consiguiente, el intestino funcionara de una

manera no correcta, e incluso en algunos casos pueden llegar a producirse diarreas.

La presente invencion proporciona un producto novedoso con un contenido en sus
principios activos que ayuda a mejorar el estado fisiologico de las células epiteliales del
intestino y por consiguiente, la digestion de alimentos. Los presentes inventores han
obtenido una serie de productos extraidos de extractos vegetales cuya combinacion

sorprendentemente se ha visto que es Optima para la salud intestinal de animales.

La asociacion de los tres principios activos de la presente invencién (carvacrol, p-cimenol
y aliina) permite obtener un producto final con gran capacidad de interaccion gendémica
para la regeneracion de los enterocitos, gran capacidad de normalizacion del estado
fisiolégico de las células inmunitarias del intestino a través de un mecanismo epigenético
por estimulo de los genes de IL-1, IL-12, I-18 y CXC-quimioquinas y, en ultimo término,
mejora sorprendentemente la productividad de las explotaciones ya que se mejora el indice
de conversion de los animales (relacion existente entre el peso ganado por el animal y el

alimento consumido) al mejorarse su bienestar digestivo.
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Adicionalmente, los presentes inventores han desarrollado un procedimiento para la
obtencion del producto de la presente invencion que permiten obtener un producto el polvo,
de facil conservacion y administracion, pero que a su vez contiene los contenidos

nutricionales de un producto fresco.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa el consumo de alimento (g) a diferentes intervalos de dias para los
lotes T1 a T4 segun el ejemplo 5.1.

La figura 2 representa la ganancia media diaria (g) a diferentes intervalos de dias para los
lotes T1 a T4 segun el ejemplo 5.1.

La figura 3 representa el indice de conversion (relacion existente entre el peso ganado por
el animal y el alimento consumido) a diferentes intervalos de dias para los lotes T1 a T4
segun el ejemplo 5.1.

La figura 4 representa lesiones segun el tipo de Eimeria en el dia 21 para los lotes T1 a T4
segun el ejemplo 5.1.

La figura 5 representa lesiones segun el tipo de Eimeria en el dia 35 para los lotes T1 a T4
segun el ejemplo 5.1.

La figura 6 representa la cuantificacion relativa de los genes transcritos por IL-1 para los
lotes A a D segun el ejemplo 5.4.

La figura 7 representa la cuantificacion relativa de los genes transcritos por IL-12 para los
lotes A a D segun el ejemplo 5.4.

La figura 8 representa la cuantificacion relativa de los genes transcritos por IL-18 para los

lotes A a D segun el ejemplo 5.4.

Descripcion resumida de la invencion

Un primer objetivo de la invencion es un producto alimenticio para animales que comprende

carvacrol, p-cimenol y aliina.

Un segundo objetivo de la invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién del

producto alimenticio segun el primer aspecto de la invencion.
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Descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un producto alimenticio para
animales que comprende carvacrol, p-cimenol y aliina. Preferiblemente, dicho animal se
refiere a animales de produccién ganadera que incluyen, sin limitarse a los mismos,

rumiantes, ganado porcino y aves.

En una realizacion preferida, el carvacrol esta presente en como minimo el 3,4% en peso
en el producto alimenticio de la invencion. Dicho carvacrol esta contenido preferiblemente
en harina de Origanum vulgare, mas preferiblemente esta contenido en un porcentaje en

peso entre el 17 y el 20% en peso.

El carvacrol también se denomina cimofenol y presenta la siguiente formula:

OH

carvacrol

El carvacrol inhibe el crecimiento y elimina un elevado numero de patégenos que
producirian toxinas dafiinas en el intestino. Algunos de estos patégenos se asocian con
gastroenteritis, diarreas hemorragicas, fallo renal, entre otros trastornos o enfermedades.
El carvacol dafia la integridad de la pared celular de estas bacterias. Es particularmente
interesante indicar que el carvacrol tiene muy poca o escasa interaccion con la flora
probidtica del intestino. A concentraciones en que inhibe el crecimiento de bacterias
patégenas entre el 97 y el 100 % solo afecta a las bacterias probi6ticas entre un 3y un 5
%.

En otra realizacion preferida, el p-cimenol esta presente en como minimo el 2,8% en peso
en el producto alimenticio de la invencion. Dicho p-cimenol esta contenido preferiblemente
en un extracto de Thymus vulgaris, mas preferiblemente esta contenido en un porcentaje

en peso entre el 14 y el 16% en peso.
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El p-cimenol es un compuesto cuyas funciones como bactericida, fungicida y conservante
son conocidas y esta presente en muchas variedades botanicas, entre ellas Thymus

vulgaris.

HsC CHs

Ha

p-cimenol

Los ensayos in vitro y las pruebas de campo indican que el anillo cimenol es efectivo contra
bacterias, levaduras y hongos patdgenos del aparato digestivo cuyo mecanismo de accion

es el siguiente:
Mecanismo de accion en bacterias

El contacto con el anillo cimenol provoca en las bacterias la liberacion inmediata del
contenido celular al medio, causada por la perforacion de la membrana bacteriana que lleva

a la destruccion de la célula.

A nivel intracelular el anillo cimenol afecta las rutas biosintéticas del ATP (molécula
imprescindible para el metabolismo energético), el pH celular y el equilibrio de los iones

inorganicos.
Mecanismo de accion en levaduras y hongos
Sobre levaduras y hongos, concentraciones adecuadas de anillo cimenol consiguen

eliminar el 100% de microorganismos en tan solo 10 minutos de contacto. Se observa lisis

de las células y liberacién del contenido celular al medio. Al microscopio electrénico,
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levaduras y hongos presentan deformidades y fracturas en las paredes celulares,
sobretodo los que se encuentran en la fase de proliferacion.

Adicionalmente, el anillo cimenol inhibe la biosintesis de ergosterol, el esterol mas
importante de la membrana celular de las levaduras, contribuyendo a la destruccién de la

célula.

En aun otra realizacion preferida, la aliina esta presente en como minimo el 7,8% en peso
en el producto de la invencién. Dicha aliina esta contenida en un extracto de Allium sativum,

mas preferiblemente esta contenida en un porcentaje en peso entre el 13y el 14% en peso.

0
N~ |s'/’“-f Aliina

COOH

El bulbo subterraneo de Allium sativum (comUnmente ajo) contiene numerosos
componentes activos, entre los que destacan los compuestos azufrados. Si el bulbo esta
intacto y fresco el compuesto mayoritario es el sulféxido de S-alil-cisteina o Aliina. Este es
un compuesto inestable que se hidroliza por accion de la enzima Alinasa que también esta
presente en el bulbo. Se obtiene la Alicina. Dicha alicina a su vez también es un compuesto
elevadamente volatil. La aliina esta presente en el citosol, que también es el sustrato de la
enzima alinasa que se encuentra en vacuolas separadas. Cuando el ajo es machacado,
las vacuolas que contienen la enzima se rompen y tiene lugar la reaccion con la aliina para

formar un producto intermedio que condensa para dar la alicina.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la
obtencién de un producto alimenticio para animales que comprende carvacrol, p-cimenol y

aliina, que comprende las etapas de:

(a) obtener un extracto de carvacrol de las hojas de Origanum vulgare;
(b) obtener un extracto de p-cimenol de las hojas de Thymus vulgaris;
(c) obtener un extracto de aliina del bulbo de Allium sativum;

(d) mezclar los extractos de las etapas (a), (b) y (c) hasta homogeneidad.

Preferiblemente, la etapa (a) comprende las siguientes subetapas:
(al) molturar y secar las hojas de Origanum vulgare para obtener un producto en polvo;
6
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(a2) macerar el polvo obtenido en (al) en etanol, preferiblemente, durante 4 horas;

(a3) solidificar la oleorresina obtenida en (a2) por absorcién con gel de siilice y evaporar el
disolvente, preferiblemente, manteniendo la misma temperatura

(a4) centrifugar, preferiblemente, se centrifuga a 6000 rpm durante 30 minutos.

(ab) descartar fase acuosa.

De este modo se obtiene el extracto de carvacrol.

Preferiblemente, la etapa (b) comprende las siguientes subetapas:

(b1) prensar en frio las hojas de Thymus vulgaris;

(b2) suspender en agua el extracto obtenido en (bl);

(b3) destilar el aceite del extracto de las hojas;

(b4) extraer el aceite de la fase acuosa;

(b5) extraer con una base el contenido fendlico del aceite y solubilizarlo en agua;
(b6) extraer el p-cimenol con éter;

(b7) evaporar el éter.

De este modo se obtiene el extracto de p-cimenol.

Preferiblemente, la etapa (c) comprende las siguientes subetapas y no requiere de ninguna
etapa de hidrdlisis:

(c1) suspender los dientes de Allium sativum en aceites vegetales, preferiblemente aceite
de girasol, a presion negativa y moler;

(c2) filtrar para separar las pieles

(c3) dejar reposar y decantar aproximadamente la mitad del volumen de la fase oleosa;
(c4) afadir una solucion acuosa de &cido citrico 0,5-1,5 mM, preferiblemente 1 mM;

(c5) tratar con p-hidroxibenzoato de etilo en proporcion 1:5 y un emulsionante;

(c6) homogeneizar entre 30-35 minutos;

(c7) utilizar una bentonita para absorber la fase liquida y obtener el extracto de aliina en

polvo.

Mediante esta etapa (c) se obtiene un extracto de Allium sativum que conserva intacto el

contenido de aliina y alinasa de manera que el proceso bioguimico de conversién de aliina

en sus derivados se produce al entrar el producto en contacto con la saliva, cuyas

condiciones son las idéneas para la activacion de la enzima para la hidrélisis de alinasa,

de manera que los beneficios de los pronutrientes contenidos en Allium sativum son
7
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maximos, ya que la concentracién de los mismos equivaldria a ingerirlo en crudo sin
pérdidas. Esto permite mejorar la oferta, con amplia aplicacion en la industria alimenticia

animal a base de sustancias autorizadas como aditivos alimentarios.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante referencia a los siguientes
ejemplos sin que los mismos representen una limitacion del alcance de la presente
invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Obtencion de carvacrol a partir de Origanum vulgare

En primer lugar, se realizé un despalillado de la planta de orégano (Origanum vulgare) para
separar las hojas de las partes lefiosas de la misma. Las hojas de Origanum vulgare se
molturaron y se secaron para facilitar la extraccidn etandlica posterior. Este extracto podria

considerarse ecoldgico al no tener ningun tipo de tratamiento quimico.

Se maceraron 100 kilos de polvo seco de hojas Origanum vulgare con etanol al 96 % en
una proporcion 1:3 p/v durante 4 horas. Se obtuvo un producto con la consistencia de una
oleorresina que es necesario adsorber con gel de silice y procesar en el rotavapor a 6.000

rpm durante 30 minutos.
100 kilos de producto en polvo tienen un rendimiento de 12 kg de extracto rico en carvacrol
(17-20 %). Se llevé a cabo una estandarizacion del extracto para comprobar la pureza y

riqgueza del mismo.

Ejemplo 2. Obtencion de p-cimenol a partir de las h ojas de Thymus vulgaris

Para la obtencién de p-cimenol ecoldgico se realizé un prensado en frio de hojas de tomillo

seco y molido. La torta obtenida contiene aproximadamente un 4 % de p-cimenol.

Para obtener una mayor concentracion de principio activo, la torta anterior se introdujo en

un balén con agua suficiente para lograr la suspensién de la muestra. Esto suele ser una

proporcion de 1 kilo de tomillo seco en 3 litros de agua. Se busca la menor manipulacién

posible de la muestra con el objetivo de no degradar los aceites esenciales que son la

fuente principal del compuesto a purificar. Por ello, para la extraccidén del aceite esencial
8
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de tomillo se us6 una destilacion con arrastre de vapor. Debido a la volatilidad y la

insolubilidad del aceite en agua se esperara que el producto presente dos fases.

Posteriormente se hizo una extraccion para separar el aceite esencial puro con un embudo
de separacion. Se separ0 el aceite esencial en un recipiente tapado y protegido de la luz
para evitar la descomposicion luminica. Con la parte acuosa se realizé una nueva
extraccidn con éter para lograr asi separar finalmente los excedentes de aceite que queden
solubilizados en esta fase. De la fase etérea se extrajeron las trazas de agua remanente
con sulfato de sodio como desecante. Para reducir la cantidad de componentes a separar

mediante cromatografia se realizd una extraccion acido-base.

Para la obtencion de los fenoles, entre los cuales el p-cimenol, que son los compuestos de
mayor acidez en el aceite esencial, se realizd una extraccion acido-base. En primer lugar,
se colocé en el embudo de separacion los aceites obtenidos junto con agua destilada. A
continuacion, se afiadieron 50 ml de hidréxido de potasio 1N haciendo que los fenoles, por

ser los compuestos mas acidos presentes en el aceite, sean solubles en la fase acuosa.

Una vez aislada la fase acuosa del resto se llevo a un nuevo embudo de separacién para
su acidificacion con 15 ml acido clorhidrico 2N y se agregaron 100 ml de éter. De esta
manera, se obtuvieron solamente los fenoles en fase etérea. Se juntaron todas las fases
etéreas y se filtraron con sulfato de sodio anhidro como desecante para eliminar las trazas
de agua. Posteriormente se llevé el compuesto a calentar en bafio maria para evaporar el
éter y obtener asi los fenoles aislados. Al igual que con la proteasa, este aceite es
absorbido con una bentonita, lo que permite tener el producto en un polvo fino con un 14-
16 % de p-cimenol. Se llevé a cabo una estandarizacion del extracto para comprobar la

pureza y riqueza del mismo.

Ejemplo 3. Obtencion de aliina a partir de los bulb os de Allium sativum

Para obtener aliina ecoldgica, sin tratamientos quimicos, se realiz6 la extraccién en aceite
vegetal de girasol, que al evitar el contacto con el aire, minimiza la hidrdlisis del compuesto
por accién de la alinasa. Se pusieron los dientes de ajo enteros en el aceite y se realizé la
molienda en un ambiente con presidn negativa para evitar al maximo la presencia de
oxigeno. Terminado esto se filtr6 para separar las pieles. El producto contiene 5 % de

aliina.
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Para incrementar la concentracién de aliina a partir de esta emulsion se realiz6 una
concentracion de aliina. Para ello, se dej6 reposar durante 2 horas y se decanté la parte
oleosa reduciendo su volumen a la mitad. Se afiadio una solucion acuosa de acido citrico
1 mMy se traté la emulsion restante con p-hidroxibenzoato de etilo en una proporcién de
1:5 y un emulsionante y se homogeneizé durante 30 minutos. De este modo, se obtuvo un

extracto de Allium sativum con una riqueza de aliina de 13-14 %.

Ejemplo 4. Obtencion del producto alimenticio de la invencion.

Una vez todos los principios activos han sido purificados, previo analisis cuantitativo para

comprobar las concentraciones, se llevo a cabo la preparacion del producto final.

Esta preparacion tuvo lugar por mezcla simple de los extractos para obtener el producto en

forma de liquido.

Para la preparacion del alimento en polvo, se pusieron 75 kilos de harina de Allium sativum,
25 kilos de harina de Origanum vulgare y 25 kilos de harina de Thymus vulgaris. Se
mezclaron durante 6 minutos, momento en que se puede asegurar la homogeneidad del
producto. En este momento, se realizé una molturacién del producto para garantizar una
granulometria apropiada para el uso en instalaciones industriales, que seran los usuarios
finales del producto. El alimento complementario obtenido por la incorporacion de
ingredientes naturales de plantas aromaticas esta listo para ser consumido con una
composicion minima garantizada del 3,4 % de carvacrol, 2,8 % de cimenoly 7,8 % de aliina.

Se envas6 adecuadamente.

Ejemplo 5. Prueba de eficacia

Existen una serie de protozoos, las coccidias, que infestan los tejidos epiteliales de los
intestinos causando serias pérdidas econdémicas. Actualmente las infecciones por
coccidias se tratan mediante la administracién de coccidiostaticos quimicos o bien por

vacunacion.
Para demostrar la eficacia del producto de la invencion frente a coccidias, se han realizado
varios tests, que comparan el uso del producto de la invencion con los métodos

actualmente usados.

10
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Ejemplo 5.1. El primero de ellos se realiz6 en Escocia y se testeo la eficacia del producto
de la invencién frente a diversas especies de coccoidia llamadas Eimeria, en concreto a E.

acervulina, E. maxima, E. tenella, E. necatrix en pollos de engorde

El disefio del mismo se esquematiza de la siguiente manera:

ANIMALES: 960 pollos de engorde en 4 grupos de tratamiento distribuidos en 32 galpones
de 30 animales (8 galpones por tratamiento). Se infectaron animales de 2 semanas de vida
experimentalmente con ooquistes patégenos de: Eimeria tenella, E. acervulina, E. maxima

y E. necatrix

PARAMETROS EVALUADOS:

- Consumo de alimento (véase la figura 1)

- Ganancia media diaria (véase la figura 2)

- indice de conversion (véase la figura 3)

- Severidad de las lesiones intestinales los dias 21 y 35 (dias 7 y 14 post-
infeccidn) (véanse las figuras 4 y 5)

- Ooquistes por gramo (dia 20, 22 y 28).

- La gravedad de las lesiones intestinales se evalu6 en una escala del 0 al 4.

TRATAMIENTOS:
- Tratamiento 1 (T1): No infestados y no tratados (NINT)

- Tratamiento 2 (T2): Infestados no tratados (INT)

- Tratamiento 3 (T3): Producto de la invencién a 0.5 kg/T desde el dia 0 hasta el
sacrificio (INVO0.5).

- Tratamiento 4 (T4): Producto de la invencion a 1 kg/T desde el dia O hasta el
sacrificio (INV1).

Los resultados obtenidos para cada uno de los pardmetros evaluados son los siguientes:

11
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Tabla 1: Consumo de alimento (g) (véase también la figura 1)

Lote 0-14dias 14 -21dias 21 -28dias 28 —-35dias 35-—-42dias 0-42dias

T1 488,08 722,92 1114,83 1417,33 b 1725,88 5469,04
T2 481,38 693,83 1076,04 1389,12 a 1709,25 5349,63
T3 487,12 727,69 1097,77 1395,86 ab  1726,62 5435,07
T4 483,42 728,42 1113,79 1419,00 b 1728,50 5473,12

Tabla 2: Ganancia media diaria (g) (véase también la figura 2)

Lote O0-14dias 14-21dias 21 -28dias 28 —-35dias 35-42dias 0-42dias

T1 417,04 471,96 685,50 b 779,00 bc 873,88 3228,38
T2 411,25 396,38 656,12 a 765,25 a 869,75 3098,75
T3 417,88 478,13 678,75 b 769,50 ab 878,12 3222,38
T4 [417,71 478,25 688,79 b 782,54 c 880,12 3247,42]

Tabla 3: indice de conversion (véase también la figura 3)

Lote O0-14dias 14-21dias 21 -28dias 28 -35dias 35-42dias 0-—42dias

T1 1,17 1,532 1,624 1,819 1,975 1,694 b
T2 1,171 1,754 1,640 1,815 1,965 1,726 a
T3 1,165 1,524 1,617 1,814 1,966 1,687 Db
[T4 1,157 1,522 1,617 1,813 1,964 1,685Db

a,b,c: coeficientes estadisticos que indican las diferencias significativas que hay entre los

diferentes grupos

CONCLUSIONES:

1. A pesar de la infestacion, los lotes con el producto de la invencion obtienen la misma
ganancia diaria (0.5 kg/Tm) o incluso superior (1kg  /Tm) que el lote NINT. La ganancia

media diaria es mejor que la del grupo INT.

2. A pesar de la infestacion, con el producto de la invencion  se obtienen indices de
conversion parecidos al grupo control (NINT). El indice de conversidn es superior que en
el lote INT.

3. El lote INT muestra una disminucién del consumo de alimento durante la 32 y 42
semana de vida de los animales. Esto es debido a que la infestacion ha producido una
12
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enfermedad y que, como consecuencia, el peso final y el indice de conversion de este lote

es peor que en el lote con el producto de la invencién.

4. Los parametros productivos se mantienen con el producto de la invencién a pesar de
tener lesiones de mayor gravedad que en el lote control (NINT). Esto es debido a que el
producto no evita la infestacién celular, pero prom ueve la eliminacién de los

coccidios.

Ejemplo 5.2 . Esta segunda prueba se llevé a cabo por comparacion del producto de la
presente invencidon contra los coccidiostaticos quimicos en avicultura industrial en

Rumania.

Disefio del test:

TIPO DE ESTUDIO: En granjas propias, al azar
ANIMALES: Broilers, Cobb, 0 a 42 dias de edad.

El estudio se desarroll6 en tres granjas distintas: A, By C
PARAMETROS EVALUADOS:

- Presencia de coccidios

- Ganancia de peso diaria
- Media de peso
- Mortalidad

. GRANJA A (TRATAMIENTO CON PRODUCTO de la invencién 0.250 ka/T desde

el dia 0 hasta el sacrificio.)

- 4 edificios
- EDIFICIO 1: 19320 animales.
- EDIFICIO 2: 19350 animales.

- Otros edificios no usados

. GRANJA B (TRATAMIENTO CON COCCIDIOSTATICOS QUIMICOS: Diclazurilo
2009/T, 0 a los 20 dias, Lasaldcido 600 g/T, 21 a los 35 dias. Periodo de supresion, 35 a
los 42 dias)

- 10 edificios

- EDIFICIO 3: 16950 animales.

- EDIFICIO 4: 16950 animales.
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- Otros edificios no usados

. GRANJA C (TRATAMIENTO CON PRODUCTO de la invencién 0.500 ka/T desde
el dia 0 hasta el sacrificio)

- 10 edificios

- EDIFICIO 5: 16800 animales.

- EDIFICIO 6: 16300 animales.

- Otros edificios no usados

RESULTADOQOS:
1.- PRESENCIA DE COCCIDIOS:

- GRANJA A: Los coccidios aparecen el dia 19 en el edificio 1 y en el dia 25 en

el edificio 2.
- GRANJA B: Los coccidios aparecen el dia 24 en el edificio 3 y en el dia 25 en
el edificio 4.

- GRANJA C: No aparecieron coccidios

Tabla 4.- CRECIMIENTO DIARIO (g/dia):

Semana 1 2 3 4 5 6
Estandar tecnoldgico 17,6 38,0 59,0 79,1 88,6 87,0
B1 15,7 39,7 58,6 65,7 52,8 75,8
GRANJA A
B2 14,7 36,7 58,3 51,4 42,8 68,0
B3 15,4 36,3 56,1 71,8 57,8 81,1
GRANJA B
B4 15,7 35,4 57,8 71,4 59,3 82,8
B5 15,6 39,4 67,0 72,1 76,4 81,0
GRANJA C
B6 15,4 37,4 80,0 80,0 74,4 81,0

Tabla 5.- MEDIA DE PESO (Q):

Semana 1 2 3 4 5 6
Estandar tecnoldgico 164 430 843 1397 2017 2626
Bl 152 430 840 1300 1670 2201
GRANJA A
B2 145 402 810 1170 1474 1950
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B3 150 406 797 1300 1705 2273
GRANJA B

B4 152 400 805 1305 1720 2300

BS 151 427 897 1402 1937 2504
GRANJAC

B6 150 412 883 1443 1964 2531

Tabla 6. MORTALIDAD:

Acumu-
Semana 1 2 3 4 5 6
lada
Bl 0,65 0,38 0,30 1,19 1,55 0,45 452
GRANJA A
B2 1,7 0,30 0,68 2,26 0,99 0,55 6,56
B3 0,81 0,48 0,24 0,87 1,38 0,49 427
GRANJA B
B4 0,68 0,38 0,33 1,16 1,17 0,58 43
B5 0,41 0,30 0,36 0,51 0,62 1,62 3,8
GRANJA C

B6 0,74 0,33 0,27 0,50 0,53 1,19 3,56

CONCLUSIONES:
1. Los mejores resultados se obtuvieron en la granja C con el producto de la invencion a
dosis de 0,5 kg/T.
2. En la granja C con el producto de la invencion a dosis de 0,5 kg/T es la Gnica donde no

se observa coccidiosis.

3. En la granja C con el producto de la invencion a dosis de 0,5 kg/T se consigue mejor
peso y menor mortalidad.

4. El producto de la invencion es efectivo como optimizador de la mucosa intestinal con

mejores resultados que los coccidiostéticos quimicos.

Si comparamos los resultados de la granja con la granja B (coccidiostaticos quimicos),
podemos concluir que con el producto de la invencion se consigue, por cada 1.000.000

broilers, una produccion de 231 toneladas més de carne.

Ejemplo 5.3 . Esta tercera prueba se llevo a cabo por comparacién del producto contra las
vacunaciones contra coccidiosis en avicultura industrial en El Salvador.

Disefio del test:

- Granja de 83000 pollitas, de 1 a 16 semanas

- Producto de la invencion contra vacunacion.

- Distribucion de los lotes:
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Producto de la invenciéon/sin vacunacion

16.561 animales

Media de peso: 36 g

Edificio 3B

Sélo vacunacioén

15.952 animales

Media de peso: 36 g

Tabla 7
Edificio 2B Edificio 3B
Producto de la invencion Vacunacion
Semana | Peso | % Uniformidad | Consumo | Peso | % Uniformidad | Consumo
(9) mort alimento | (g) mort alimento
(9) (9)
1 69 0,16 | 94 47 68 0,14 | 80 57
2 102 | 0,41 | 76 143 101 | 0,35 | 73 151
3 161 | 0,61 |91 259 155 | 0,59 | 85 271
4 234 | 0,45 | 96 375 226 | 1,06 | 100 436
5 320 1,24 | 87 584 311 1,75 | 96 562
6 421 | 1,20 | 92 849 392 | 1,87 |93 836
7 497 1,41 | 87 1137 484 2,60 | 86 1113
8 617 1,48 | 92 1468 605 2,71 | 89 1411
9 724 1,50 | 84 1820 730 2,79 | 89 1768
10 819 1,66 | 90 2168 813 2,88 | 94 2119
11 894 1,76 | 90 2592 867 291 | 83 2512
12 1015 | 1,84 | 94 2926 988 2,96 | 95 2930
13 956 2,00 | 89 3252 1008 | 3,05 | 89 3260
14 1124 | 2,22 | 100 3302 1130 | 3,09 | 89 3312
15 1130 | 2,38 | 96 3359 1164 | 3,16 | 85 3370
16 1211 | 2,53 | 90 3420 1267 | 3,20 | 85 3429
CONCLUSIONES:
. La administracion del producto de la invencion consigue, comparado con la
vacunacion:
v Menor mortalidad (%), 2,53 % frente a 3,20
v

desviacion del peso del animal con respecto al peso medio del grupo, es decir la

Mayor uniformidad, 90 % frente 85 %, entendiéndose por uniformidad la

homogeneidad del peso dentro de un grupo)

v

Peso e indice de conversion parecidos
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Ejemplo 5.4. Esta cuarta prueba recoge el informe técnico del proyecto para el analisis de

las respuestas a nivel molecular de un optimizador intestinal.

5.4.1. Obtencidon de muestras de sangre

En primer lugar se obtuvieron varias muestras de sangre de aves adultas sanas, realizando

tres grupos independientes.

5.4.2. Obtencion de fraccion de PMNs

Una vez obtenidas las muestras de sangre heparinizada, se procedi6 al aislamiento de la
fraccion celular correspondiente a las células polimofmonucleares (PMNs) mediante la
aplicacion de un gradiente de ficoll. Para ello, se afiadieron 12 ml de sangre diluida 1:1 en
SBS (Salts Balanced Solution) sobre 9 ml de Ficoll-Paque PLUS sin mezclar ambas fases.
Tras centrifugar a 400gs durante 40 min a 20°C, la fase de PMNs se transfirié a un nuevo
tubo con una pipeta pasteur y se realizaron 3 lavados con 3V de SBS (100gs, 10 min,
20°C). Los PMNs de varias extracciones se resuspendieron en el volumen apropiado de
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino y se afiadieron en placas de cultivo
celular de 12 pocillos para obtener densidades de aproximadamente 10°-10°

células/pocillo.

5.4.3. Obtencién de esporozoitos de Eimeria

Mediante la colaboracién con un laboratorio de parasitologia, se obtuveron inéculos de
aproximadamente 10°%/ml de esporozoitos de las species Eimeria acervulina, Eimeria

maxima, Eimeria praecox y Eimeria tenella.

5.4.4. Tratamientos

Se realizaron los siguientes tratamientos in vitro:

1- Control negativo: PMN + medio DMEM (37°C 5%CO: 3 horas)- 3 muestras

2- Tratamiento Eimeria: PMN+ esporozoitos de Eimeria 10:1 aproximadamente en
medio DMEM (37°C 5% CO; 3 horas)- 3 muestras

3- Tratamiento con producto de la invencién: PMN + producto de la invencion a una

dilucién 1:10.000 en medio DMEM (37°C 5% CO- 3 horas)- 3 muestras
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4- Tratamiento con el producto de la invencién + Eimeria: PMN + producto de la

invencion (37°C 5% CO; 1 horas) + esporozoitos de Eimeria 10:1 aprox. en medio DMEM
(37°C 5% CO3 2 horas)- 3 muestras

5.4.5 Obtencién de ARN, ADNc v gPCR de genes clave en respuestas frente patbgenos

intracelulares como Eimeria

Se hizo una extraccion del ARN de los PMNs tras los tratamientos y se sintetizd el ADNc.

Cada muestra de ADNCc se utiliz6 como molde para una PCR cuantitativa con el fin de

analizar la variacion transcripcional de los siguientes genes:
- ILs 1, 12, 18: interleukinas pro-inflamatorias relevantes en procesos de infeccion
por organismos intracelulares

- GADPH: gene housekeeping

Los resultados se analizaron mediante normalizacion de diferencia de ciclos con respecto

al gen housekeeping (GAPDH), utilizando el calculo DcT.

Resultados para IL-1 (véase la figura 6), IL-12 (véase la fiqura 7), IL-18 (véase la figura 8)

A: CONTROL
B: Producto de la invencion 1: 10.000
C: Eimeria 1:10

D: Producto de la invencién+ Eimeria

IL-1:

- Promueve la secrecién de quimiocinas y citoquinas por parte de fibroblastos,
macrofagos y células epiteliales.

- Atrae otras células inflamatorias, como macréfagos, heterdfilos y linfocitos.

- Amplifica la respuesta inmune.

IL-12:
- Desencadena la respuesta inmune Thl (linfocitos T), que también tiene un rol
importante en la lucha contra la coccidiosis (inmunidad adaptativa).

- Activa las células NK (citotoxicidad) y los macrofagos (fagocitosis).
18
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- Incrementa la duracién de la respuesta inmune celular.

IL-18:

- Induce la activacion de células NK y linfocitos T citotoxicos.

- Estimula la produccion de interferon gamma (activacion de macréfagos y respuesta
inmune Thl).

- Incrementa el efecto de la IL-12.

CONCLUSIONES:

Las propiedades de inmuno-estimulacién que muestra el producto de la invencién pueden

deberse, entre otros efectos, a la induccidn de las interleukinas pro-inflamatorias IL-1, IL-
12 e IL-18 a nivel transcripcional. Estas moléculas son esenciales para combatir
infecciones por parasitos intestinales como Eimeria:

- IL-1 sintetiza quimiocinas y citoquinas para atraer células inflamatorias

- IL-12 y IL-18 promueven la activacion de la respuesta inmune celular

Existe una mayor expresion de IL-1, IL-12 e IL-18 cuando se administra el producto de la
invencién (en comparacién con el control).

Existe una mayor expresion de IL-1 y IL-12 cuando la infeccion por Eimeria ocurre tras la

exposicion al producto de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1.- Producto alimenticio para animales que comprende carvacrol, p-cimenol y aliina.

2.- Producto alimenticio, segun la reivindicacion 1, en el que el carvacrol esté presente en

como minimo el 3,4% en peso en dicho producto.

3.- Producto alimenticio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

p-cimenol esta presente en como minimo el 2,8% en peso en dicho producto.

4.- Producto alimenticio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la

aliina esté presente en como minimo el 7,8% en peso en dicho producto.

5.- Producto alimenticio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

carvacrol esté contenido en harina de Origanum vulgare.

6.- Producto alimenticio, segun la reivindicacién 5, en el que el carvacrol esta presente en

la harina de Origanum vulgare en un porcentaje en peso entre el 17 y el 20% en peso.

7.- Producto alimenticio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

p-cimenol esta contenido en un extracto de Thymus vulgaris.

8.- Producto alimenticio, segun la reivindicacion 7, en el que el p-cimenol esta presente en

dicho extracto en un porcentaje en peso entre el 14 y el 16% en peso.

9.- Producto alimenticio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la

aliina esta contenida en un extracto de Allium sativum.

10.- Producto alimenticio, segun la reivindicacion 9, en el que la aliina estd presente en

dicho extracto en un porcentaje en peso entre el 13 y el 14% en peso.

11.- Procedimiento para la obtencién de un producto alimenticio para animales que
comprende carvacrol, p-cimenol y aliina, que comprende las etapas de:
(a) obtener un extracto de carvacrol de las hojas de Origanum vulgare;
(b) obtener un extracto de p-cimenol de las hojas de Thymus vulgaris;
(c) obtener un extracto de aliina del bulbo de Allium sativum;
20



10

15

20

25

30

35

ES 2730 385 Al

(d) mezclar los extractos de las etapas (a), (b) y (c) hasta homogeneidad.

12.- Procedimiento, segun la reivindicacion 11, en el que la etapa (a) comprende las
siguientes subetapas:

(al) molturar y secar las hojas de Origanum vulgare para obtener un producto en polvo;
(a2) macerar el polvo obtenido en (al) en etanol;

(a3) solidificar la oleorresina obtenida en (a2) por absorcion con gel de silice y evaporar el
disolvente;

(a4) centrifugar.

(ab) descartar la fase acuosa.

13.- Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que en la etapa (a4) se centrifuga a

6000 rpm durante 30 minutos.

14.- Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que la etapa
(b) comprende las siguientes subetapas:

(b1) prensar en frio las hojas de Thymus vulgaris;

(b2) suspender en agua el extracto obtenido en (bl);

(b3) destilar el aceite del extracto de las hojas;

(b4) extraer el aceite de la fase acuosa;

(b5) extraer con una base el contenido fendlico del aceite y solubilizarlo en agua;

(b6) extraer el p-cimenol con éter;

(b7) evaporar el éter.

15.- Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 11-14, en el que la etapa (c)
comprende las siguientes subetapas:

(cl) suspender los dientes de Allium sativum en aceites vegetales a presion negativa y
moler;

(c2) filtrar para separar las pieles

(c3) dejar reposar y decantar aproximadamente la mitad del volumen de la fase oleosa;
(c4) afadir una solucién acuosa de &cido citrico 0,5-1,5 mM;

(c5) tratar con p-hidroxibenzoato de etilo en proporcion 1:5 y un emulsionante;

(c6) homogeneizar entre 30-35 minutos;

(c7) utilizar una bentonita para absorber la fase liquida y obtener el extracto en polvo.
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16.- Procedimiento, segun la reivindicacién 15, en el que en la etapa (c1) el aceite vegetal

es aceite de girasol.

17.- Procedimiento, segun la reivindicacion 15 6 16, en el que en la etapa (c4) la solucién

acuosa de acido citrico tiene una concentracion de 1 mM.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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