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Abstract

In this study, productive performance, quality of eggs and histological analysis of intestinal villi of the duodenum (length and
width) was evaluated in Bovans laying hens of 63 weeks of age, with the addition of butyrate in the diet ( 0, 300, 500 ppm). The
results obtained in ten weeks of experimentation showed a response (P < 0.05) on egg production percentaje (86.4, 92.2 and
89.6), egg weight (63.4, 63.4 and 64.1 g), feed consumption/bird/day (111.4, 111.9 and 113.4 g), feed conversion (2.09, 1.95 and
2.03), micro-fractures percentaje (20.8, 14.9 and 12.9), broken eggs percentaje (2.6, 2.1 and 0.6), length of villi (1.15, 1.22 and 1.32
mm) and villi width (0.467, 0.500 and 0.532 mm) to the addition of butyrate. These results indicate the beneficial effect of butyr-
atein laying hens in the last third of its first production cycle. From information obtained in this study, itis concluded that sodium
butyrate on diets at 500 ppm for Bovans laying hens of 63 weeks of age, improves the productive performance, shell quality and
intestinal villi integrity.
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Resumen

En el presente estudio se evalué el comportamiento productivo, calidad del huevo y analisis histolégico de vellosidades intestina-
les de duodeno (largoy ancho) en gallinas de la estirpe Bovans, de 63 semanas de edad, con adicién de butirato en la dieta (0, 300,
500 ppm). Los resultados obtenidos en diez semanas de experimentacion mostraron respuesta (P < 0.05) en porcentaje de pos-
tura (86.4, 92.2 y 89.6), peso del huevo (63.4, 63.4y 64.1 g) consumo/ave/dia (111.4, 111.9 y 113.4 g), conversién alimentaria (2.09,
1.95 y 2.03), de microfracturas (20.8, 14.9 y 12.9), de huevos rotos (2.6, 2.1 y 0.6), longitud de vellosidades (1.15, 1.22y 1.32 mm) y
ancho de vellosidades (0.467, 0.500 y 0.532 mm) a la adicién de butirato. Los resultados indican el efecto benéfico del butirato
en gallinas ponedoras en el Ultimo tercio de su primer ciclo de produccién. De la informacion obtenida en el presente estudio se
concluye que el butirato de sodio en dietas a 500 ppm para gallinas Bovans, de 63 semanas de edad, mejora el comportamiento
productivo, la calidad del cascarén y la integridad de las vellosidades intestinales.

Palabras clave: BUTIRATO DE SODIO, VELLOSIDADES INTESTINALES, CALIDAD DE CASCARON, MICROFRAC-
TURAS.
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Introduction

utyric acid is one of the most common short

chain fatty acids (AG-CC) produced in the

colon of humans and animals, as well as in
rumen from anaerobic bacteria fermentation of the
dietary fiber, non digested starch and plroteins.1 It is
known that butyrate has a protective effect on the
large intestine, and it is also an intestinal develop-
ment stimulant? and increases the intestinal micro
villi contact area and digestive enzyme secretion in
pigs. Butyrate is known for its direct effect on mucin
secretion in birds, mainly for its bactericide action on
Gram negative enteropathogens such as: E.coli and
Salmonella spp. and Gram positive, as Clostridium spp.g
There are studies that indicate that butyrate stimu-
lates the non specific immune system mediated by
macrophages and increases specific local imrnunity.4
Likewise, butyrate exerts specific anti-inflammatory
actions in colon,’ it is known for its direct effect on the
mucilage layer secretion, as a source of energy for the
enterocytes and as regulating molecule important in
the proliferation of these.® The Na-butyrate adminis-
tration in dairy feed for piglets resulted in higher villi
height and mucilage layer thickness in jejunum and
ileum.” Because of its bactericide effect, it modulates
intestinal flora in growing chicks.®

Directly administered into rat’s colon, it improves
jejunum structure and stimulates cellular prolifera-
tion and protein synthesis, collagen, as well as non-
collagen in the mucosa, and regulates cytokines IL-8
and IL-6 levels in the intestine during inflammation,
therefore, it also takes part in the immune response.s’
In order for this acid to be efficacious by oral via at
the last intestinal tract section level, it must be admi-
nistered protected with the purpose of avoiding being
lost in the first section of the intestine and in this way
obtain gradual release; in the case of butyric acid,
because of its penetrating and disgusting smell, it is
also necessary to protect it by coating or administered
as glyceride.10

Sodium butyrate in commercial laying hens’ diet
increased production percentage and egg shell qua-
lity.11 It is normal that egg production and shell quality
decreases as hens’ age increases. It has been determi-
ned that butyrate is important in the maintenance of
intestinal mucosa;' therefore, the present research is
set out with the aim to use sodium butyrate in 63 weeks
old laying hens, with the objective to evaluate intestinal
villi height, egg production and egg shell quality.

The research was performed in the Centro de
Ensenanza, Investigacion y Extension en Produccion
Avicola (CEIEPAv), from the Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia of the Universidad Nacional
Autonoma de Mexico (FMVZ-UNAM).
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Introduccion

1 acido butirico es uno de los acidos grasos de
cadena corta (AG-CC) mds comunes que se pro-
ducen en el colon de humanos y animales, asi
como en el rumen a partir de la fermentacién bac-
teriana anaerobica de la fibra dietaria, almidén no
digerido y proteinas.l Se sabe que el butirato tiene un
efecto protector en intestino grueso, ademas de que es
un estimulante del desarrollo intestinal® y aumenta la
superficie de contacto de las microvellosidades intes-
tinales y la secrecion de enzimas digestivas del cerdo.
El butirato en aves es reconocido por su efecto directo
sobre la secrecion de mucina, principalmente por su
efecto antibacteriano sobre enteropatégenos gramne-
gativos, como E. coli y Salmonella spp, y grampositivos,
como Clostridium spp.3 Existen estudios que indican
que el butirato estimula el sistema inmune no especi-
fico mediado por macréfagos y aumenta la inmunidad
local especiﬁca.4 Asimismo, el butirato ejerce acciones
antiinflamatorias especificas en el colon,’ es recono-
cido por su efecto directo sobre la secrecion de la capa
de mucilago, como fuente de energia para los entero-
citos y como molécula de regulacién importante en
la proliferaciéon de éstos.® La administracién del na-
butirato en alimentos lacteos para lechones resulté en
mayor altura de las vellosidades y en espesor de la capa
de mucilago en el yeyuno y en el ifleon.” En pollos en
crecimiento, por su efecto bactericida modula la flora
intestinal ®
Administrado directamente en colon de ratas
mejora la estructura del yeyuno y estimula la prolifera-
cion celular y la sintesis de proteina, tanto de colageno
como no coldgeno en la mucosa, y regula los niveles
de citoquinas IL-8 e IL-6 en el intestino durante la
inflamacién, de modo que también interviene en la
respuesta inmunitaria.’ Para que este tipo de acido sea
eficaz por via oral a nivel del dltimo tramo del tracto
intestinal, debe administrarse protegido con el pro-
posito de que se evite su desaparicion en los primeros
tramos del intestino y de esa manera obtenga una libe-
racion gradual; para el caso del acido butirico, por su
olor penetrante y desagradable, también es necesario
protegerlo mediante recubrimiento o suministrarlo
en forma de glicérido.m
Investigaciones con butirato de sodio en dietas
de ponedoras comerciales aumentaron el porcentaje
de produccion y la calidad de la cascara del huevo."
Es normal que la produccién de éste y su calidad del
cascarén disminuyan conforme aumenta la edad de
las gallinas. Se ha determinado que el butirato es de
importancia en el mantenimiento de la mucosa intesti-
nal," por ello se plantea el presente estudio con el fin
de utilizar el butirato de sodio en gallinas de postura
de 63 semanas de edad, con el fin de evaluar altura



A hundred and eighty light hens from Bovans
strain were used, 63 weeks old and 45 weeks in produc-
tion. The birds were given a diet based on sorghum
and soy meal (Table 1).

The experimental treatments were: a) Treatment
1, diet with growth promoter (bacitracin zinc 30
ppm/ton); Treatment 2, same as T1 + sodium butyrate
300g/ton;* Treatment 3, same as T1 +sodium butyrate
500 g/ton.**

A completely random design was used with the
three treatments, each one with five replicas or expe-
rimental units, and each one with 12 hens. Birds were
allocated in conventional cages, a 16 h of light x day
photo-period was provided. Water and feed were pro-
vided ad libitum during the whole experiment. For
ten weeks records of laying percentage, egg average
weight, egg mass, feed intake, alimentary conversion,
broken egg percentage and fissure or micro fractures
in egg shell viewed in the ovoscope, were weekly taken.
An analysis of variance was done to the study variables
in accordance to a completely random design, with
measurements repeated with the SPSS 10.0 statistical
kit for Windows."

At week ten, internal quality (Haugh Units) and
external (shell thickness)'® measurements were made
on produced eggs. Likewise, the egg yolk pigmenta-
tion was measured with a DSM colorimeter. At the
end of the test a histological study was done to mea-
sure length and width of the duodenum’s intestinal
villi. The study was performed in the Departamento
de Morfologia (FMVZ-UNAM). The collected duo-
denum samples from ten birds from each treatment
were fixed in buffered formaldehyde at 10% and were
processed by means of paraffin inclusion technique in
an automatic tissue processor,*** the paraffin blocks
were cut with an automatic advance microtome,t at six
micrometers of thickness and the samples were moun-
ted with synthetic resin,} in slides of 25 x 75 mm. The
obtained cuts were stained with hematoxylin-eosin
and PAS (periodic acid Schiff); afterwards, the slides
were observed on a photonic microscope* with pho-
tographic chamber. The photographs and measure-
ments taken were performed using image analyzer
software ** Samples were longitudinally oriented for
its inclusion, cut and observation. The intestinal villi
measurements were done from point to base (crypt), at
40X. The software calibration to measure the length
of the villi was carried out using a Neubauer chamber.
An analysis of variance was performed to the variables
in accordance to completely random design."”

The production results obtained in ten weeks of
research, with the addition of sodium butyrate (0, 300
and 500 g/ton) as diet supplement for Bovans strain
hens of 63 weeks old, are shown in Table 2. The laying
percentage was superior in treatments 2 and 3, with

de las vellosidades intestinales, produccién de huevo y
calidad del cascaron.

La investigacion se realizé en el Centro de Ense-
nanza, Investigacion y Extension en Producciéon Avi-
cola (CEIEPAv), de la Facultad de Medicina Veterina-
ria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (FMVZ-UNAM).

Se utilizaron 180 gallinas ligeras de la estirpe
Bovans, de 63 semanas de edad y 45 semanas de pro-
duccion. Las aves se alimentaron con dieta a base de
sorgo + pasta de soya (Cuadro 1).

Los tratamientos experimentales fueron: a) Trata-
miento 1, dieta con promotor de crecimiento (bacitra-
cina zinc 30 ppm/ton); tratamiento 2, igual que T1 +
butirato de sodio 300 g /ton;* tratamiento 3, igual que
T1 + butirato de sodio 500 g/ton.**

Se emple6 un diseno completamente al azar con
tres tratamientos, cada cual con cinco réplicas o uni-
dades experimentales, cada una con 12 gallinas. Las
aves se alojaron en jaulas convencionales, se les pro-
porcion6 un fotoperiodo de 16 h de luz x dia. La
alimentacion y el agua se proporcionaron ad lbitum
durante todo el experimento. Durante diez semanas
se tomaron registros semanales de porcentaje de pos-
tura, peso promedio de huevo, masa del huevo, con-
sumo de alimento, conversién alimentaria, porcentaje
de huevos rotos y andlisis de fisuras o microfracturas
en el cascaron del huevo vistas al ovoscopio. A las varia-
bles en estudio se les realizé un andlisis de varianza
conforme a un diseno completamente al azar, con
mediciones repetidas con el paquete estadistico SPSS
10.0 para Windows."

A la semana diez se realizaron mediciones de cali-
dad interna (Unidades Haugh) y externa (grosor de
cascar6n)" en los huevos producidos. También se
midio6 la pigmentacién de la yema de huevo con el aba-
nico colorimétrico de DSM. Al final de la prueba se
hizo un estudio histolégico para medir largo y ancho
de vellosidades intestinales de duodeno. El estudio se
realizé6 en el Departamento de Morfologia (FMVZ-
UNAM). Las muestras de duodeno recolectadas de
diez aves por tratamiento se fijaron en formol amor-
tiguado al 10% y se procesaron mediante la técnica
de inclusion por parafina en un procesador de tejidos
automatico,*** los bloques de parafina se cortaron con
un micrétomo de avance automatico,t a seis microme-
tros de grosor y se montaron las muestras con resina
sintética,{ en portaobjetos de 25 x 75 mm. Los cortes
obtenidos se tineron con hematoxilina-eosina y PAS

*Adimix ®. BFI Innovations México, S.A de C.V.

#Adimix ®. BFI Innovations México, S.A de C.V.

#*%Scientific Instrument modelo T/P 8000, Estados Unidos de
América.

tAmerican Optical Company, mod. Spencer 820, Estados Unidos
de América.

1Sigma Chemical Co, Estados Unidos de América.
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Cuadro 1
COMPOSICION DE LA DIETA BASE PARA
GALLINAS

BASE DIET COMPOSITION FOR HENS

Ingredient Kg
Sorghum 567.189
Soy meal 269.096
Calcium carbonate 99.593
Vegetable oil 38.212
Calcium phosphate 16.490
Salt 4.649
DL-Methionine 1.768
Vitamin premix* 1.000
Mineral premix** 0.500
Mycotoxin sequestrant 1.000
Yellow pigment Tagetes 1.000
L-lysine HCI 0.870
Choline chloride, 60% 0.500
Red pigment (Capsicum) 0.250
Bacitracin zinc*** 0.300
Antioxidant 0.150
Total 1000

Nutriment calculated analysis

Crude protein, % 17.9
ME (Kcal/kg) 2 850
Lysine, % 1.00
Met-Cystine, % 0.75
Threonine, % 0.71
Total calcium % 4.00
Phosphorus (disp), % 0.44

*Vitamin A 10 000 UI; Vitamin D, 2 500 000, UT; Vitamin E 10 000 UT;
Vitamin K 2.5 g; Thiamine 1.6 g; Riboflavin 5 g; Cyanocobalamin 0.010
g, Folic acid 0.50 g; Pyridoxine 1.5 g; Calcium pantothenate 10 gy
Niacin 30 g.

**Provides: Iron 40 g; Manganese 80 g; Copper 10 g; Iodine 2 g; Zinc
60 g; Selenium 0.30 g; Antioxidant 125 g; Vehicle cbp 500 g.
***Treatments 2 and 3 were supplemented with sodium butyrate.

an increment of 5.8 and 2.6% over the control; egg’s
weight was better in Treatment 3, with an increment
of 0.7g over other treatments; egg mass was higher in
treatments 2 and 3; feed intake/bird/day, was lower
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(acido peryodico de Shiff), posteriormente las lami-
nillas fueron observadas en un microscopio foténico*
con camara fotografica. La toma de fotografias y las
mediciones de éstas se realizaron mediante el empleo
del software analizador de imagenes.** Las muestras
se orientaron longitudinalmente para su inclusion,
corte y observacion. La medicion de las vellosidades
intestinales se realiz6 desde la punta a la base (cripta),
a 40X. La calibracion del software para la medicion
de la longitud de las vellosidades se realiz6 mediante
el empleo de una cimara de Neubauer. A las variables
se les realizé un analisis de varianza conforme a un
diseno completamente al azar."”

Los resultados obtenidos en produccién en diez
semanas de experimentacion, con la adicion de buti-
rato de sodio (0, 300y 500 g/ton) como complemento
en la dieta de gallinas de la estirpe Bovans de 63 sema-
nas de edad, aparecen en el Cuadro 2. El porcentaje
de postura fue superior en los tratamientos 2 y 3, con
un incremento de 5.8% y 2.6% sobre el testigo; el
peso de huevo fue mejor en el tratamiento 3, con un
incremento del 0.7 g sobre los otros tratamientos; la
masa de huevo fue mas alta en los tratamiento 2 y 3;
el consumo/ave/dia, fue menor con el tratamiento 1,
sobre los otros tratamientos; la conversiéon alimentaria
fue mejor en el tratamiento 2, con el que se observo
una disminucién (0.14 y 0.08) sobre los otros trata-
mientos. En cuanto al porcentaje de huevos rotos y de
fisuras en el cascarén, el mejor fue el tratamiento 3,
con el cual se tuvo una disminucién significativa de
esta anomalia en relacion con el tratamiento testigo.
En el Cuadro 3 se observa que para la calidad interna
del huevo Unidades Haugh, color de la yemay calidad
externa (grosor de cascar6n), no hubo diferencia (P
> 0.05) entre tratamientos; sin embargo, en el analisis
histologico, longitud de vellosidades y ancho de vello-
sidades, se observo un aumento de estas dos variables
(P <0.05) en relacion con el tratamiento testigo.

La adiciéon de butirato de sodio en el alimento,
como complemento en la dieta de gallinas Bovans
de 63 a 73 semanas de edad, mejoré el porcentaje de
postura, como se informa para gallinas Hy Line W36;
el peso del huevo se increment6 a dosis elevadas (500
ppm), esta misma observacién se encontré en otras
investigaciones en aves.'"'* En el porcentaje de fisuras
en el cascardn, los tratamientos con butirato fueron
mejores en relaciéon con el tratamiento testigo, lo que
confirma los resultados de otros estudios, asumiendo
por efecto del butirato una mejor absorcién de nutri-
mentos.'"® En la calidad interna del huevo, el color
de la yema no present6 diferencia entre tratamientos.
En cuanto al largo, ancho y area de las vellosidades se
*Carl Zeiss, 37081, Alemania.

**Motic Images 2000-1.3, PC Gateway modelo 3242M,Estados
Unidos de América.




Cuadro 2

RESULTADOS PRODUCTIVOS EN GALLINAS BOVANS DE 63 A 73 SEMANAS
DE EDAD, ALIMENTADAS CON DIFERENTES NIVELES DE BUTIRATO
PRODUCTION RESULTS IN BOVANS HENS OF 63 TO 73 WEEKS OLD,
FED WITH DIFFERENT LEVELS OF BUTYRATE

TI 72 73
Study variable Without butyrate 300 g/ton 500 g/ton SME
Egg production, % 86.4> 92.2a 89.62 0.84
Egg weight (g) 63.4v 63.4v 64.1a 0.16
Egg mass/bird/day/g 54.8v 58.52 57.4a 0.58
Feed intake/bird/day/(g) 111.40 111.9ab 113.4a 1.00
Conversion 2.09a 1.950 2.03a0 0.04
Fissures, % 20.82 14.920 12.9v 1.82
Broken eggs, % 2.6 2.1a 0.6> 0.21
b cValues with different letter are different (P < 0.05)
Cuadro 3

DATOS DE CALIDAD DEL HUEVO Y VELLOSIDADES INTESTINALES EN GALLINAS BOVANS
DE 63 A 73 SEMANAS DE EDAD, ALIMENTADAS CON DIFERENTES NIVELES DE BUTIRATO
EGG QUALITY DATA AND INTESTINAL VILLI IN BOVANS HENS OF 63 TO 73 WEEKS OF AGE,
FED WITH DIFFERENT LEVELS OF BUTYRATE

TI 72 73
Study Variable Without butyrate 300 g/ton 500 g/ton SME
Haugh Units 82.4a 85.2a 83.7a 1.48
Shell thickness (mm) 347a 344a 354a 5.75
Yolk color ( DSM fan ) 10.7a 10.6a 10.5a 0.12
Villi length (mm) 1.15¢ 1.22b 1.32a 0.02
Villi width(mm) 0.467c 0.500b 0.532a 0.01

a.b.cValues with different letter are different (P < 0.05)

with Treatment 1, over other treatments; alimen-
tary conversion was better in Treatment 2, in which
a decrease (0.14 and 0.08) was observed over other
treatments. In regard to broken eggs and shell fissu-
res, the best was Treatment 3, in which a significant
decrease of this anomaly was obtained in relation to
the control treatment. In Table 3, it is observed that
for internal egg quality (Haugh Units), yolk color and
external quality (shell thickness), there was no diffe-
rence (P > 0.05) among treatments; nevertheless, in
the histological analysis, villi length and width, an
increase in these two variables (P < 0.05) was observed
in relation to the control treatment.

The addition of sodium butyrate in feed, as a diet
supplement for Bovans hens of 63 and 73 weeks of age,
increased the laying percentage, as reported for Hy

observo incremento significativo en comparacién con
el tratamiento testigo, este resultado explica el efecto
de mayor grosor de la mucina en pollos tratados con
butirato por Manzanilla et al."*

Se sabe que el acido butirico es uno de los acidos
grasos de cadena corta mas comunes que se producen
en el colon de humanos y animales, y en el rumen
como resultado de la fermentacién bacteriana anae-
rébica de la fibra dietaria, almidén no digerido y pro-
teinas." Generalmente se admite que la produccién de
huevo y la calidad del cascar6n disminuye conforme
avanza la edad y el ciclo de produccion de las gallinas
es mayor. Es probable que por falta de acido butirico
sea menor la altura de las vellosidades intestinales en el
duodeno, se reduzca la digestion y absorciéon de nutri-
mentos para producir huevo y formar el cascarén. Lo
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Line W36 hens; the egg weight increased with high
doses (500 ppm), this same observation was found in
other bird researches.""' Treatments with butyrate
were better in relation to the control treatment in the
eggshell fissure percentage, which confirms the results
of other studies, due to a better nutriment absorption
with the butyrate.'"""” In regard to the internal quality
of the egg, the yolk’s color did not showed difference
between treatments. As for the length, width and villi
area, a significant increase was observed in compari-
son to the control treatment, this result explains the
greater thickness effect of mucin in chicken treated
with butyrate by Manzanilla et al.'*

It is known that butyric acid is one of the most
common short chain fatty acids produced in the colon
of humans and animals, and in rumen as a result of
anaerobic bacteria fermentation of dietary fiber, pro-
teins and non digested starch.' It is generally admitted
that egg production and egg shell quality decreases as
age increases and the hen’s production cycle is grea-
ter. It is probable that the height of the intestinal villi
in the duodenum is smaller and that the digestion
and absorption of nutriments, to produce egg and
egg shell, is reduced due to a lack of butyric acid. The
aforementioned explains why sodium butyrate as a
dietary suppplement increased the productive perfor-
mance and intestinal villi, obtaining a better response
with 500 than with 300 pmm.

The information obtained in ten weeks of research
in hens of 63 weeks of age, indicates that the addition
of sodium butyrate in 500 ppm doses increased the
laying percentage, egg mass and conversion index. A
decrease in the percentage of broken eggs was also
present, as well as in shell fissure and increment of
nutriment absorption area in the intestinal villi.
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