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RESUMEN

El fitato presente en cereales como el sorgo son mas solubles en pH acidos. Al
adicionar acido lactico(AL) en alimento para ponedoras se esperaria potencializar la
accion de una fitasa (F). Asi, se incrementa el fésforo disponible cubriendo las
necesidades fisioldgicas y productivas del ave. Se emplearon 50 gallinas de la linea Hy-
Line W36 por 16 semanas con cinco tratamientos: Control Positivo (0.25% fésforo
disponible), Control Negativo (0.12% f6sforo disponible), Control Negativo+ AL
(0.5%), Control Negativo+ F (450 FTU) y Control Negativo+ AL+ F. Se registraron los
parametros productivos semanalmente y se hicieron pruebas de calidad en huevo
mensualmente. Se tomaron muestras de huevo y excretas y se realizé eutanasia a las
aves para determinar el pH gastrointestinal y tomar muestras de tibias. Se determiné
el fésforo, calcio y cinc en el hueso compacto, médula 6sea, yema de huevo y excretas
por absorcién atémica. Niveles bajos de fosforo disponible afecté negativamente el
porcentaje de postura, masa de huevo y peso del ave y se mejoraron con niveles
mayores de fésforo o la inclusion de la F. La adicién de AL a la F no mostré mejores
resultados productivos. La calidad de huevo no se afect6. No se encontraron cambios
en el pH gastrointestinal vinculado a la adicién del AL, aunque los valores fueron mas
altos de los reportados anteriormente. El contenido de minerales en hueso compacto
no se afecté. En médula dsea se encontraron menores contenidos de cinc con niveles
bajos de fésforo disponible. El hierro en yema de huevo fue menor en dietas bajas en
fésforo y con adicion de AL sin fitasa. El fosforo en excretas fue mayor con dietas altas
en fosforo y el cinc menor con F. Gallinas alimentadas con dietas de sorgo y pasta de
soya bajas en fosforo disponible presentan menor desempefio productivo y contenido
mineral en hueso y yema de huevo comparadas con las aves suplementadas con AL;
ademas, el contenido aument6 con niveles mayores de fésforo disponible o con

inclusion de la F, sin que la adicién de AL mejorara el efecto de la F.

Palabras Claves: Gallina de postura, fitasa, acido lactico, parametros productivos,

utilizacion de fosforo-calcio-cinc.
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ABSTRACT

Phytate molecules present in cereals as sorghum are most soluble in acid pH; adding
lactic acid (LA) to laying hen diets increases the action of phytases (P)
supplementation. So, the phosphorous available to bird of the feed increases allowing
the physiologic and productive needs of the animal get better; furthermore it will
reduce the inorganic phosphorous source in the feed. The study has developed in 50
laying hens, for 16 weeks with five treatments: PC (0.25% PD), NC (0.12% PD), NC+LA
(0.5%), NC+P (450 FTU) y NC+LA+P. Productive parameters data were registered
weekly and every month was measured the quality egg. At the end of experimentation,
samples of eggs and excretas were taken. All birds were euthanized to determinate
gastrointestinal pH and take samples. The contents of phosphorous, calcium and cinc
were determined into compact bone, bone marrow, egg yolk and excretas by atomic
absorption. The low content of available phosphorous had negatively in productive
performance and bird weight; these parameters were better with increase of available
phosphorus or supplement with P. The supplement with LA and P were not improved
the productive parameters. No changes in egg quality and eggshell thickness were
found. Also changes were not found in pH gastrointestinal linked to LA addition. The
mineral content in compact bone was not affected. In bone marrow, the cinc contents
in diet with low available phosphorus. The content of iron in egg yolk was low in diets
with low available phosphorous and LA additions. The excretas had higher content of
phosphorous within higher available phosphorous diets and lower cinc content when
the P was adding. Diets with lower available phosphorous had bad productive
performance and mineral content into bone and yolk is worse than diets including LA.
However the mineral content increases with higher levels of available phosphorous or

with addition of P. The lactic LA not improved the effect of phytase statistically.

Key Words: Laying hen, phytase, lactic acid, parameters productive, phosphorus-

calcium-cinc utilization.
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1. INTRODUCCION

El fitato es la principal reserva de fésforo en cereales como el sorgo; sin embargo, es
considerado un antinutriente en dietas comerciales para animales monogastricos
dada su baja actividad de la enzima end6gena requerida para hidrolizar la molécula.
Ademas de ser una fuente de fosforo, el fitato aporta otro tipo de nutrientes al cereal
debido a su capacidad de quelar cationes divalentes (entre los cuales se encuentra el
calcio y cinc) (Kumar et al, 2010), proteinas (Bye et al., 2013; Pontoppidan et al,
2007) y en algunos casos carbohidratos (Thompson, 1986).

Cuando existe una mayor disponibilidad de reservas de fésforo en cereales y
subproductos, las cantidades liberadas aportan el elmento en la dieta y asi reducen las
cantidades de fosforo inorganico empleadas como suplemento. Mitigando el impacto
ambiental en las reservas acuiferas (Nahm, 2007) e igualmente permite frenar el

agotamiento de las reservas de éste mineral a nivel mundial (Bennett y Elser, 2011).

En la industria pecuaria se realizan acciones para controlar los efectos negativos del
fitato desarrollando nuevas tecnologias que permitan optimizar la inclusiéon de
cereales como es el caso de las variedades genéticamente modificadas (Haefner et al.,
2005). No obstante, una de las opciones mas comunes y con mejores resultados
aceptados por los productores ha sido la inclusién en el alimento de enzimas, en este
caso las fitasas (Selle y Ravindran, 2007; Bedford, 2000). Existen cuatro fuentes de
fitasas en aves de corral: la proveniente de cereales, la generada en las células de las
vellosidades intestinales, la producida por la flora microbiana interna y la de
microorganismos exégenos (Angel et al, 2002). Esta tltima, es la de mayor eficacia,
debido a que las demas no se produce en cantidad suficiente para metabolizar el
contenido de fitato presente en las dietas comerciales de aves de postura (Selle y

Ravindran, 2007).

Las fitasas comerciales provienen de organismos genéticamente modificados como

hongos y bacterias, aunque sus caracteristicas a factores del medio como



susceptibilidad a proteélisis por las enzimas internas del organismo, cambios de
temperatura y de pH varian, (Lei y Porres, 2003; Greiner y Konietzny, 2011) de tal
manera que éstas caracteristicas son las que pueden principalmente mejorar o no la
actividad de las enzimas. Existen estudios in vitro que determinan los rangos de pH
del medio en los cuales las diferentes clases de fitasas tienen mejor desempefio, sin
embargo, son pocos los estudios in vivo donde se demuestren los efectos que

producen los cambios en el pH sobre el desempeio de las fitasas.

El pH del medio (como el que se encuentra en el sistema digestivo) desempeiia otra
funcién importante, ya que en pH acidos el fitato es mas soluble y pierde su capacidad
de quelar otro tipo de moléculas y en pH basicos tiene la capacidad de atrapar
moléculas produciendo complejos que no son metabolizados y provocan perdida de

los nutrientes (Selle y Ravindran, 2007; Angel et al. , 2002; Sebastian et al., 1998).



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Sorgo

El sorgo es una de las materias primas mas empleadas en alimento para animales de
produccién y un alimento en la dieta de humanos en algunos paises como Nigeria
(FAO, 2012). El sorgo por su capacidad de ser cultivado en climas semiseco y
semicalido es considerado como una fuente importante de alimento para humanos y
animales, debido a la tendencia de aumento en la temperatura ambiental global y por
otra parte dada la disminucion del inventario mundial de granos (Bryden et al., 2009).
Sin embargo, éste cereal presenta ciertas caracteristicas negativas que repercuten en
la digestibilidad del mismo como es el caso en la presencia de kaifirinas, taninos y
fitatos, los cuales provocan una disminucién en la asimilacién de aminoacidos por
parte del animal (Selle et al, 2010); otro factor limitante del sorgo, es el hecho, que
sus almidones son generalmente menos digestibles si se comparan con el maiz;
posiblemente generado porque la capa del endospermo periférico es mas resistente a
la digestion y por ende tiende a encapsular los granulos de almidén (Rooney y

Pflugfelder, 1986).

A nivel mundial el sorgo ocupa el quinto lugar en cosecha de cereales, destinado
principalmente para consumo animal. En el caso de México se estima que el sorgo es
la segunda fuente de cereal (después del maiz) para dietas de aves de produccién y su
estimacion en toneladas para el afio 2011 fue de 6,429,310; Tamaulipas es el estado

con mayor produccidn por hectarea (FAO, 2012).

2.2 Fitato

El fitato se define como un compuesto quimico formado por seis moléculas de
ortofosfato unido a un anillo de inositol; desde un punto de vista mas preciso, el

término fitato se conoce como el anién mono a dodeca del acido fitico a un pH



neutro(Shi et al, 2004). Cuando el fitato se encuentra estable, es decir sin cargas
negativas, se conoce como acido fitico o acido inositol hexa-fosférico 1,2,3,4,5,6 con
formula quimica C6H28024P6. En caso que el acido fitico se encuentre unido a
metales catidénicos divalentes como el calcio, magnesio y potasio, se conoce con el
nombre de fitina (Angel et al. , 2002). La fitina en alimentos representa de un 50 a
80% del contenido total de fésforo (Ravindran, 1995) y es posible que éste tipo de
molécula es la que causa mas problemas nutricionales, si se compara con el fitato, ya
que se ha demostrado que en pollo de engorda alimentado con dietas bajas en

minerales la absorcién de acido fitico es mayor (Dos-Santos, 2013).

Ademas, la molécula del fitato es la principal reserva de fésforo e inositol en
vegetales y por lo tanto una fuente de fésforo organico para animales herbivoros y
omnivoros, pero por su naturaleza quimica, las moléculas de fitato no son utilizados
en gran parte por los animales monogastricos por la poca capacidad de desdoblar la

molécula a metabolitos absorbibles.
2.2.1 El acido fitico en vegetales y cereales

La presencia de moléculas de fitato desempefian un papel fundamental en el proceso
de latencia de semillas, al evitar procesos oxidativos naturales (Graf et al, 1987).
Posterior al proceso de germinacién el fitato se une a minerales como el calcio,
magnesio y potasio y de esta manera se mantiene en su mayor proporcién como una
reserva para contribuir en la formacién de la pared celular. Este tipo de moléculas se
encuentra presenta de 60 a 80% en semillas de cereales, legumbres y semillas
oleaginosas, ubicada en diferentes partes y en distintas cantidades (Ravindran et al,
1994; Rebollar y Mateos, 1999; Singh, 2008). En granos, la presencia de la fitina
cumple varias funciones como: 1) reserva de fésforo y energia 2) inhibicidn de la
produccion de ATP fomentando el proceso de latencia 3) control de cationes

divalentes 4) regulador del fosforo disponible (Angel et al., 2002).

Sin embargo se ha detectado que las cantidades de acido fitico varian entre los

vegetales (lo cual se abordara mas adelante), condicionado a ciertos factores que



pueden cambiar las cantidades, como el estado de maduracion, proceso de

degradacidn, factores climaticos y condiciones de cultivo (Reddy et al., 1982).

Cuadro 1. Contenido de fésforo fitico y total en materias primas importantes en

avicultura.
N° de Proporcion
Ingrediente Muestras P Total (ppm) P Fitico (ppm) (P Fitico/ P
Total)
Cereales
Avena 4/41 3.21[2.73-3.70] 1.96 [1.86-2.20] 61
Maiz 7/45 2.62 [2.30-2.90] 1.88 [1.70-2.20] 71.6
Sorgo 5/41 3.01[2.90-4.09] 2.18 [1.70-2.46] 72.6
Trigo 6/97 3.07 [2.90-4.09] 2.19 [1.80-2.89] 71.6
Semillas Oleaginosas
Harina de canola 4/28 9.72 [8.79-11.50] 6.45 [4.00-7.78] 66.4
Harina de algodén 3/21 10.02 [6.40-11.36] 7.72 [4.9-9.11] 77.1
Harina de soya 6/89 6.49 [5.70-6.94] 3.88 [3.54-4.53] 59.9
Sub-productos
Salvado de arroz 6/37 17.82 [13.40-27.19] | 14.17 [7.90-24.20] 79.5
Salvado de trigo 6/25 10.96 [8.02-13.71] | 8.36[7.00-9.60] 76.3

Fuente: Tomado Selle y Ravindran (2007).

Dado que la mayoria de las dietas empleadas en la alimentacion de aves de
produccion son de origen vegetal, la disponibilidad de minerales como el fésforo es un
punto clave en el momento de realizar las férmulas. La mayoria de fésforo en plantas
se encuentra en forma de acido fitico (Cuadro 1); segin Ravindran (1995)
“generalmente, una dieta en avicultura contiene de 2.5 a 4 ppm de fosforo fitico”, en
caso que se consumieran 321 millones de toneladas de alimento en un afio en
producciones tanto de pollo de engorda como de ponedoras, el consumo total de
fésforo fitico seria de un millon de toneladas aproximadamente (Selle y Ravindran,

2007) lo cual evidencia la importancia de propiciar una mejor asimilacién de esta



molécula por parte del animal. Generalmente una dieta de ave y cerdo contiene

10g/kg de fitato (Bye et al. , 2013).

El contenido de fitato respecto a fésforo total, es mayor en cereales y sub productos
del trigo respecto a semillas oleosas y leguminosas (Eeckhout y Paepe, 1994). La
distribucién del mismo en los granos no es uniforme aunque se encuentra asociado a
elementos estructurales. En el caso del trigo y arroz mas del 80% del fitato se
encuentra en el salvado (Odell et al, 1972). En semillas dicotiledonas incluyendo
semillas oleosas, el fitato esta en forma de globoides localizados en la semilla, excepto

en la soya donde no tiene un lugar fijo (Sebastian et al., 1998).

Un estudio realizado por Eeckhout (1994) demostré que el contenido de fitato en
arroz, trigo y avena es mayor que el presente en cereales. En el caso de trigo y arroz, la
mayor cantidad de fitato se encuentra en la aleurona y salvado; esté dltimo en el arroz

contiene mas del 80% (Odell et al., 1972).

El contenido de fésforo fitico en maiz representa de 66 a 85% del total de f6sforo
(Selle y Ravindran, 2007; Bedford, 2000) y alrededor del 90% de este, se encuentra en
las porcion de la semilla. En el caso de subproductos del maiz la cantidad de fitato
aumenta debido a la concentracién del contenido de fésforo (Eeckhout y Paepe, 1994).
Respecto a la soya la proporciéon de fosforo fitico es menor comparado con maiz ya

que es de 53-68% (Selle y Ravindran, 2007).
2.2.2 Fitato en el sorgo

El germen es el sitio con mayor contenido de acido fitico en el sorgo (Figura 1),
aunque la aleurona es un sitio de reserva del fosforo fitico (Doherty et al, 1982). El
sorgo, es uno de los cereales que presenta una mayor proporcién respecto al
contenido total de fosforo. Segun Bryden et al. (2009) en un recuento de 64 muestras
de sorgo en seis estudios, determinaron que en promedio el contenido de fésforo fue
de 3.42 ppm y de fosforo fitico de 2.66 g/kg, lo que representa el 77.6%. Sin embargo
el contenido varia dependiendo de la variedad ya que en sorgos oscuros el contenido

es mayor respecto a sorgos claros (Ravindran et al. , 1994).



El acido fitico presente en el grano tiene la capacidad de atrapar proteinas, pero en
el sorgo por la presencia de aminoacidos basicos provenientes de la kaifirina, éste
proceso tiene menor impacto respecto al trigo (Selle et al. , 2010). Por este motivo, en
un estudio realizado el sorgo tuvo una menor respuesta con una fitasa (6.6%)
respecto a la digestién ileal de aminoacidos que en trigo (9.3%), pero mayor que en el

caso del maiz (3.4%) (Ravindran et al., 1999).

Aleurona

Endospermo
cérneo

Endospermo
amilaceo

Escudete

NE brioTs_7

Germen B Endospermo Salvado
499g/100g 0.23g/100 g 1.15g/100 g

Figura 1. Contenido de 4cido fitico en el sorgo.
Fuente: Adaptado de Glennie et al. (1983).

El contenido de fitatos en los alimentos puede variar dependiendo del tipo de
materia prima que se emplea y del proceso de elaboraciéon como el cambio en la
temperatura. La actividad de la fitasa es minima a temperaturas inferiores a 502C o
superiores a 70°C, sin embargo el contenido de fitatos disminuye puesto que a esta
temperatura se da el rompimiento de la pared celular de los granos que permite el contacto
del contenido de acido fitico y fitasa (Chang et al., 1977). Otro proceso es la molienda que

permite la separacion de ciertas partes en los granos, como en el caso del arroz, provocando



una disminucién del contenido de fitatos dado que la mayor parte se queda en el salvado
(Cheryan, 1980).

2.2.3 Propiedad quelante del fitato

La molécula del acido fitico posee de 6 a 12 protones fuertemente intercambiables
(OH, aquellos con un pKa<3,5) y seis que se disocian poco (pKa 4.6-10) (Costello et al.,
1976; Erdman, 1979). De esta manera se conoce que el acido fitico a pH como el
encontrado en el tracto digestivo y alimentos, estd cargado negativamente lo que
permite la formacion de enlaces con cationes divalentes (Angel et al , 2002). Las
uniones se pueden dar con fosfatos de una misma molécula de fitato o entre varias.
Diferentes cationes pueden adherirse a una misma molécula de fitato y a los
metabolitos provenientes del acido fitico como es el caso del IP5, IP4 e Ip3 (Persson et
al, 1998). Segln estudios realizados, la afinidad de fitato con minerales es diferente
respecto al tipo de catién; se ha reportado la siguiente secuencia en fuerza de
quelacion: Zn2+>>Cu?*>Co2*>Mn3* > Ca?* (Maddaiah et al., 1964); sin embargo existen
otro tipo de reportes donde el cobre tiene mayor afinidad que el cinc (Persson et al. ,
1998; Vohra et al, 1965). Aunque el fitato muestra mayor afinidad por otros
minerales; en las dietas de aves de corral, el mineral que mas debe tenerse en cuenta
es el calcio debido a las cantidades elevadas que se emplean en las dietas, lo que le

permite estar mas disponible para la formacién de complejos.

El calcio cumple un papel decisivo en el funcionamiento de la fitasa; se ha
demostrado que altos contenidos de calcio provocan la formacién de moléculas de
fitina que no permite la accién de la fitasa para degradar el acido fitico (Selle et al.,
2009). Adicionalmente, se cree que el calcio promueve la formacion de moléculas
calcio-cinc-fitato (Byrd y Matrone, 1965) que probablemente resultan ser mas
estables comparadas con las formadas por cinc-fitato (Pontoppidan et al. , 2007;
Maenz et al., 1999). La importancia del calcio en el desempefio de las fitasas esta dada
por los altos niveles de inclusion de éste mineral en dietas de aves y cerdos en la

actualidad; ademas varios autores reconocen el efecto que el pH del intestino tiene



sobre la formacion de las uniones calcio- fitato (Selle et al. , 2009) puesto que a pH

acido ésta unidn se ve afectada.

En varios estudios se ha demostrado la capacidad del fitato de atrapar ademas de
cationes divalentes, moléculas de mayor peso como son las proteinas (pH
dependiente), carbohidrato y enzimas digestivas. En el caso de las proteinas, cabe
recordar que a pH acido (por debajo del punto isoeléctrico) se encuentran con carga
positiva en el grupo a-NH2 y en algunos aminoacidos basicos como la histidina,
arginin y lisina, lo cual provoca la unién directa con la molécula del fitato (Cheryan,
1980). Rutherford et al. (1997) encontré que al incubar lisina con puliduras de arroz a
pH de 4.5 disminuia la lisina libre en 13%. Sin embargo, a pH basico (por encima del
punto isoeléctrico) las proteinas se encuentran con carga negativa en los grupos
carboxilos que les permite la unién con un catiéon divalente (Nosworthy y Caldwell,

1988; Prattley et al., 1982) y éste a la par se puede encontrar unido al fitato.

El catién que mayor capacidad de unién posee es el calcio, ya que un exceso en la
dieta provoca la formaciéon de complejos con fitatos y proteinas, que resultan ser poco
solubles y no absorbibles (Gifford y Clydesdale, 1990). En el caso de los carbohidratos
la unién se logra con la formacién de puentes de hidrégeno con la proteina que va

unida al fitato (Thompson, 1986; Thompson y Erdman, 1982).

Ademas, se ha demostrado que el fitato tiene la capacidad de inhibir la accién de
enzimas digestivas como pepsina, a-amilasa y tripsina (Singh, 2008). En el caso de la
tripsina, un estudio demostr6é que es inhibida con la inclusién de acido fitico y es
menos activa a medida que se incrementa la concentracién del fitato; mas adn la
inhibicion no se vi6 afectada por la ausencia de calcio (Singh y Krikorian, 1982). Se ha
evidenciado que los fitatos pueden inhibir la pepsina a un pH acido, posiblemente por
la carga positiva del grupo amino terminal (Vaintraub y Bulmaga, 1991). Por el
contrario en otros estudios se advierte que para darse la inhibiciéon es necesaria la
formacién de complejos quelados con calcio 6 que este cation es fundamental para la

acccion de la tripsina, quimotripsina (Caldwell, 1992) y a-amilasa (Liener, 1989).



Esta caracteristica quimica indica que el fitato posee una alta capacidad de formar
complejos con una variedad de moleculas fundamentales en el proceso de digestiéon y
asimilacion de los alimentos por parte de los animales. Lo anterior es el principal
fundamento para denominar el fitato como un elemento antinutricional contenido en
los vegetales; sin embargo existen otras caracteristicas que le condicionan como un

factor positivo en la alimentacién y salud de quien la consume.
2.2.4 Efecto del pH en el fitato

El pH del medio tiene una gran influencia en la estructura del acido fitico y por ende
su capacidad de quelar elementos (Figura 2). Cuando el pH de un medio es acido, la
cantidad de iones hidronios es mayor lo que permite la unién con las cargas negativas
del acido. De esta manera la molécula de acido fitico no estd en disponibilidad para
unirse con minerales, proteinas y carbohidratos, asi que es susceptible a la acciéon de
las fitasas por hidrélisis de los enlaces de hidréogeno para hacer que el fésforo esté
disponible. En el caso contrario en pH basico, el acido fitico tiende a formar quelatos
impidiendo la accién de la fitasa y de esta manera no es posible la asimilacién tanto de
los nutrientes quelados como del fésforo contenido en la estructura del acido (Selle y

Ravindran, 2007; Angel et al. , 2002; Sebastian et al., 1998).

Maenz et al. (1999) estudiaron el efecto de los minerales en la susceptibilidad de la
fitasa, encontrando que al disminuir el pH en un medio se incrementaba la relacion
molar mineral: fitato; asi la formacién de fésforo inorganico se incrementaba
posiblemente porque a ese pH se produce la protonacion del acido fitico, impidiendo
la unién de cationes divalentes y la accién de la fitasa sobre su sustrato. Sin embargo
de los metales estudiados el Fe3* es el iinico mineral que podia inhibir la formacién de
fitato a un pH acido, pero en pH basicos no lo conseguia a diferencia del
comportamiento de Zn?*, Ca?+*, Fe2*, Mg2* y Mg?+, los cuales a un pH basico aumentan
su capacidad de unirse al acido fitico. I[gualmente, Pontoppidan et al. (2007) al evaluar
el contenido de fitato en dietas a base de maiz y pasta de soya sobre el efecto del pH

en la solubilidad de minerales y proteinas, determinaron que a pH acido la solubilidad
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de ambos compuestos era mayor y que dentro de los minerales, el cinc a partir de un
pH mayor de 4 disminuia drasticamente su solubilidad (éste estudio concuerda con lo

encontrado en un reporte previo (Persson et al. , 1998)).
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Figura 2. Interacciénes del acido fitico con otras moléculas.
Fuente: Adaptado de Singh et al. (2008)

2.3 CINC

El cinc es un elemento fundamental para el desarrollo y mantenimiento de los seres
vivos porque participa activamente en reacciones quimicas (Song, 1987). El cinc actua
como parte integral de varias enzimas; por ejemplo en el caso de las DNA y RNA
polimerasas interviene como un cofactor influyendo en la sintesis y expresion de los

genes (Duncan y Hurley, 1978).
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El animal obtiene el cinc por medio de las dietas pero la absorcién depende de
factores como los niveles dietarios, la presencia en el lumen intestinal de otros
minerales, la disponibilidad del cinc (puede encontrarse quelado) y la sintesis de las
moléculas acarreadoras del cinc en las células de la mucosa del intestino delgado
(Park et al., 2004); el transporte para la absorcién al parecer es a favor del gradiente
de concentracion pero su excrecion si requiere de energia y al parecer existe un
ligando encargado de este proceso conocido como LMW-ZBL (Song, 1987; Song y
Adham, 1979); otros factores que se mencionan es la fibra, la caseina y la
prostaglandina 2« (Song, 1987). En el caso de la disponibilidad del cinc, existen varios
estudios donde se demuestra la capacidad de sustratos como el acido fitico de quelar

este mineral.

El cinc es el catién divalente mas relacionado a la unién del fitato por tener afinidad
para formar uniones entre dos moléculas de fitato ya que se une al fosfato 5,
mecanismo similar al del cobre (Champagne y Fisher, 1990) y por presentar menor
proporcién relacién molar: fitato para inhibir la formacién de fitato a un pH de 7

(Maenz etal., 1999).

2.4 Fitasa

Las fitasas son una clase especial de fosfatasas que catalizan la hidrélisis secuencial
del acido fitico via inositol pentafosfato a monofosfato que es un producto intermedio
(Wyss et al., 1999). Otra definicion la refiere como la enzima que tiene la capacidad de
catalizar y remover el ortofosfato inérganico del 4cido fitico via inositol pentafosfato a
monofosfato que es un producto intermedio (Selle et al. , 2010). Pruebas in vitro han
demostrado que la capacidad de la fitasa tiene diferente estereoespecificidad para la
desfosforilacion del fitato, sin embargo esta funcidén in vivo ha sido deducida de
suposiciones ya que podria estar involucrada en otros procesos (Greiner y Konietzny,

2011).
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Existen varias clasificaciones de las fitasas dependiendo de factores como el tamafio,
estructura y mecanismo cataliticos. Referente al mecanismo catalitico se clasifican en
fitasas acidas de histidina (HAPhy, es la unica clase disponible en productos
comerciales en la actualidad), fitasas acido purpura (PAPhy), fitasas de cisteina
(CPhy), fitasas [-hélice (BPPhy). Respecto al pH 6ptimo se han dividido en fitasas
acidas y alcalinas; y si es dependiendo del carbon en el anillo inositol donde se inicia la
desfosforilaciéon se definen tres tipos: 3-fitasa (E.C. 3.1.3.8), 6-fitasa (E.C.3.1.3.26) y 5-
fitasa (E.C. 3.1.3.72) (Li et al, 2010). Generalmente se estipula que las 6-fitasa se
encuentra en vegetales y 3-fitasa en microorganismos, mas aun, existen algunas
excepciones como el caso de la soya que es 3-fitasa y E. coli es 6-fitasa (Angel et al. ,
2002). Las 6-fitasas son capaces de desfosforilar el acido fitico en su totalidad,

mientras las 3-fitasas no pueden hidrolizar las unidades de esteres (Wodzinski y

Ullah, 1996).

Las fitasas pueden ser encontradas en plantas, individuos y microorganismos. En los
vegetales la presencia de esta enzima permite dar paso al proceso de la germinacion
mediante la liberacién de minerales, fosfatos e inositol (Greiner et al, 2005). Su
presencia se ha establecido en cereales como la avena, arroz, triticale, trigo, entre
otros, donde varia su contenido y caracteristicas especificas de temperatura y pH
(Touchburn et al, 2006). En un estudio realizado por Eeckhout y De Paepe (1994)
determinaron las cantidades de fitasa contenida en 51 alimentos de uso comun en
Bélgica, indicando que de los cereales el arroz es el que mas contenido posee seguido
del triticale, trigo y avena. En el caso del sorgo, fue situado en la lista de los alimentos
con menor contenido de fitasa, con, un contenido promedio de 24 unidades kg

comparado con 5130 unidades kg1 que contiene el arroz.

Es importante destacar que ésta enzima no tiene importancia en la produccion de
alimentos, puesto que es inactivada por las altas temperaturas empleadas en el
proceso (acepta temperaturas entre 40-60°C)(Wodzinski y Ullah, 1996) y por la
suscebtibilidad a pH acidos, siendo valores cercanos a 5 los dOptimos para su

desempefio (Angel et al., 2002).

13



Por otro lado se ha definido la capacidad de diferentes especies para producir fitasas
en el tracto gastrointestinal; para el caso de las aves de corral, se demostr6 la
presencia de una fosfatasa no especifica en el intestino del pollo de engorda de 4
semanas y gallina de postura de 50 semanas de edad; ademas se estableci6 que existe
mayor accion de la enzima en el duodeno, seguido del yeyuno e ileon en ambos
animales, pero en las gallinas la producciéon de fitasa es mayor hasta en 35%
comparada con el pollo de engorda (Maenz y Classen, 1998). Asi mismo, la cantidad de
fitasa y fosfatasas en el tracto intestinal son mayores en dietas con bajo contenidos de
fésforo, lo que demuestra la capacidad del ave para adaptarse (McCuaig y Motzok,

1972).

Otra fuente de la enzima esta dado por la flora microbiana inata del tracto intestinal;
ésta fuente de enzimas es fundamental en el caso de los animales poligastricos, pero
muy reducida en animales monogastricos como las aves. Seguin Selle (2007) son pocos
los estudios que consideran la influencia de la fitasa generada por la flora microbiana
en aves de corral; no obstante ésta fuente de la enzima desempefna un papel

importante en la degradacion de los fitatos (Kerr et al,, 2000).

Por ultimo y no menos importante, se encuentran las fitasas provenientes de
microorganismos exdgenos; éstas enzimas han sido introducidas desde la época de los
noventa como aditivos en alimentos de consumo humano y concentrados para aves de
corral y cerdos, principalmente. En la actualidad en el mercado existen enzimas
comerciales provenienes de Aspergillus niger, Peniophora lycii, Schizosaccharomyces
pombe y Escherichia coli (Greiner y Konietzny, 2011), los cuales como se puede
apreciar pertenecen a dos fuentes de enzimas de origen microbiano: las fungicas y
bacterianas cada una con caracteristicas especificas de desempefio. Las fitasas de
origen fingico generalmente se consideran 6 fitasas y se estima que tienen un rango
de accién con tendencia a pH basicos y las de origen bacteriano generalmente

pertenecen al tipo 3 fitasa con un rango de accion de pH tendientes a medios acidos.
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En general las enzimas son susceptibles a cambios drasticos en la temperatura
ambiental por provocarles una desnaturalizacion de su estructura proteica. En el caso
de las fitasas comerciales se ha encontrado que a 70°C en solucién acuosa, la enzima
proveniente de A. niger es por poco mas estable a estas condiciones que la de P. lycii
seguida de E. coli. Resultados similares fueron encontrados en experimentos realizado

sen dietas peletizadas (Simon y Igbasan, 2002).

En este contexto cabe destacar que la temperatura es un elemento fundamental en el
momento de la elaboracion de alimentos siendo de mayor consideracién los alimentos
peletizados. Por tal motivo se han buscado alternativas que permitan la inclusion de la
fitasa luego de los procesos térmicos como un dosificador liquido de la misma, sin
embargo, los costos que esto implica ha provocado la consideracién por parte de los
productores. De tal manera que con los adelantos genéticos de hoy en dia, se esta
optando por mejorar la termoestabilidad de las fitasas y asi asegurar al usuario

mejores resultados.
2.4.1 Pruebas para medir la eficacia in vitro

Las pruebas in vitro para medir la eficacia de una enzima segun las recomendaciones
de la AOAC, estipula hay que realizarlas a pH de 5.5; respecto a esto, Bedford (2000)
que seria mejor su realizacién a un valor de 3.0, ya que son los valores mas cercanos al
medio gastrico donde la enzima comercial hace su mayor trabajo. Las afirmaciones se
basan en estudios donde al evaluar la eficacia de una enzima en pH de 2.5, 3.0, 3.5, 4.0
y 5.5 se encontr6 mejor correlaciéon de las variables desempefio productivo y cenizas

de tibia en ensayos in vivo con pollo de engorda a pH de 3.0.

Otro punto interesante de resaltar es el hecho que este tipo de pruebas expresan la
actividad de las fitasas en FTU (Unidades de fitasa); una FTU es definida como la
cantidad de enzima que es necesaria para liberar 1p mol de fosfato inorganico
proveniente de una soluciéon de 5.1 mM de fitato de sodio a pH 5.5. y 37°C en un

minuto (Engelen et al, 1994).
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2.4.2 Rango de pH de fitasas de origen microbiano

El pH también afecta directamente la enzima dependiendo del estado aniénico de la
misma; al igual que las proteinas, la fitasa tiene la capacidad de cambiar su carga
especialmente por el componente carboxilo y amino de los aminodacidos
constituyentes de la misma, que provoca en ésta una desnaturalizacién e incapacidad
para realizar su funcidn. En este sentido se acepta la existencia de un rango en el perfil
de pH de la fitasa como concepto basico para su empleo y se ha encontrado que
provoca la diferencia de acciéon entre las fitasas microbianas al implementarse en

dietas para aves y cerdos (Greiner y Konietzny, 2011).

En general se ha reportado que a las fitasas a exepciéon de las provenientes de
Bacillus y Enterobacter, tienen un rango de pH para su actividad de 4-6 (Konietzny y
Greiner, 2002), pero varian dependiendo si el origen es de plantas o microrganismos.
Como en el caso del arroz, cuya fitasa tiene un pH 6ptimo de 6 (Greiner RK, 1998),
mientras la del A. niger lo presenta pH 5 y 2.8 (Greiner et al., 2009) y la de Malaysian
waste water en 4.5 (Greiner y Farouk, 2007); de lo anterior se deduce que las dos
fitasas microbianas difieren de 1.5-3.5, mientras la fitasa del arroz tiene mayor
actividad de 6-8 pero es menor su eficacia a 5.5 si se compara con las fitasas

microbianas (Figura 3).

En tal caso, las fitasas microbianas son mas estables en pH menores a 3.0 y por
encima de 8.0, mientras que la mayoria de fitasas de las plantas son afectadas por
valores menores a 4 y por encima de 7.5. En éste sentido, se encontré que las fitasas
proveniente de E. coli, A. niger y Malaysian waste water, no pierden significativamente
su actividad enzimatica al ser expuestas a pH de 2.0 y 4°C por varias horas (Greiner et

al., 2005; Greiner et al. , 2009; Greiner y Farouk, 2007).
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Figura 3. Rango de pH en diferentes fitasas. Fitasa del arroz (Greiner et al.,, 1998),
Aspergillus niger (Greiner et al., 2009) y bacteria Malaysian waste-water (Greiner y
Farouk, 2007).

Fuente: Tomado de Greiner et al. (2009).

Por lo anterior y teniendo en cuenta que las fitasas comerciales son del tipo acido
histidina, se hipotetiza que éstas enzimas son capaces de resistir el pH del tracto
digestivo, pero que pueden ser susceptibles a otros factores internos como al ataque
por parte de enzimas proteoliticas propias del animal y al ambiente electrostatico del
medio; Como ejemplo se tiene el cambio que muestra la fitasa de E. coli y A. niger al

introducirlas en una sustancia bufer y sales al medio (Ullah et al, 2008).

Segun Greiner (2011) fitasas como las provenientes de E. coli, Klebsiella terrigena,
del arroz, avena y cebada tienen un perfil de pH mas estrecho que otras fitasas como
la de Aspergillus fumigatus (capaz de mantener su actividad en un 80% a pH de 4-
7.3)(Wyss et al. , 1999), Thermomyces lanuginosus, Aspergillus terreus, Myceliophthora

thermophile y Yersinia rohdei.

Otro punto esencial es el lugar donde se lleva a cabo la accion de la enzima en el

tracto digestivo. Se ha encontrado que la enzima tiene mayor capacidad de accién en
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la zona del proventriculo y buche para el caso de las aves de corral (Selle y Ravindran,
2007; Bedford, 2000; Greiner y Konietzny, 2011). En éste lugar se alcanzan los valores
de pH mas acidos del tracto gastrointestinal de las aves; debido a ello se establece que
una de las caracteristicas deseables de las fitasas es la capacidad de resistencia a pH
acidos con el fin de que pueda realizar su accion adecuadamente y sea estable a

cambios en el pH del medio en el tracto intestinal.
2.4.3 Accion de las enzimas proteoliticas

Estudios in vitro han demostrado la susceptibilidad de las fitasas a la accion de
enzimas proteoliticas como la pepsina y la pancreatina. Se ha concluido que las fitasas
provenientes de las plantas son las mdas atacadas, seguidas de las fitasas acidas de
origen fuingico y por ultimo las bacterianas (Simon y Igbasan, 2002; Elkhalil et al,

2007; Igbasan et al.,, 2000).

En este contexto, se encontr6é que las fitasas bacterianas provenientes de E. coli,
Klebsiella spp. y Malaysian waste water bacterium conservaban un 80% de la actividad
cuando se exponen a la digestién de la pepsina, mientras que las provenientes de A.
niger y P. lycci solo conservan en 26-42% y 2.20% respectivamente. En el caso de la
pancreatina las fitasas bacterianas retienen mas del 90%, mientras la de A. niger
sostiene solamente 23-34% de la actividad y la proveniente de P. lycii fue inactivada

(Greiner y Konietzny, 2011).

Sin embargo estudios in vivo, muestran resultados mas favorables en la resistencia
de las fitasas a la proteodlisis por enzimas internas (Simon y Igbasan, 2002; Elkhalil et
al.,2007; Igbasan et al. , 2000). En tal caso, B. subtilis obtuvo una actividad de 68% en
el estdbmago, mientras la de A. niger de 60-70% en el estomago y de 55-94% en
intestino delgado y P. lycii, de 59% en estdmago y de 85-95% en intestino delgado
(Greiner y Konietzny, 2011). Estos resultados pueden ser consecuencia de la
disponibilidad de otros sustrato protéicos para las enzimas internas y a la capacidad

de la fitasa de unirse a las moléculas de fitatos que las hace mas estable.

18



2.5 pH intestinal del ave

CUADRO 2. pH del tracto digestivo de pollo de engorda.

Organo Sturkie Gao etal. Murai et Rynsburgery
(1976) (2008) al. (2001) Classen (2007)
*k 21 dias 17 dias 2-15 dias
Buche 4.51 4.9 5.9 5.0-6.0
Proventriculo 4.8 5.4 3.2 3.4-5.0
Ventriculo 2.5 4.9 34 3.3-3.5
Duodeno 5.7-6.0 6.1 -- 6.4-6.6
Yeyuno 5.8-5.9 6 -- 6.5-6.8
fleon 6.3-6.4 - 6.4 -
Recto 6.3 -- -- --
Ciego 5.7 -- -- --
Bilis 5.9 -- -- --

Fuente: Tomado de Denbow (1999) y Ward (2009).

Se ha documentado que el tracto digestivo se presentan diferentes valores de pH
provocado por mecanimos bioldgicos interno del animal. En el caso de las aves al igual
que en otros individuos existen moléculas reguladoras del pH interno del tracto
digestivo con el fin de llevar a cabo los procesos normales. Hormonas como la
gastrina, colecistoquinina y polipéptido pancreatico estimulan la secrecién de acido,

necesario en gran parte para la activaciéon de la pepsina.

En caso contrario, y con el objeto de amortiguar la secrecion de los iones hidronios,
se produce la secretina que estimula la produccién de bicarbonato. Existen varios
estudios que han determinado los valores de pH en el tracto digestivo; algunos se

muestran en el Cuadro 2.

Sin embargo los rangos de pH normal pueden verse alterados por cambios en la

dieta tal como es el caso del uso de materias primas con alto contenido de fibra
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(Jiménez et al, 2009), del tipo de flora microbiana enddgena, la adiciéon de acidos

organicos, entre otros.

2.6 Acidos organicos

Los acidos organicos se han empleado por mas de 30 afios como aditivos en
alimentos para animales con el fin de reducir el crecimiento de organismos patégenos
y preservar las caracteristicas higiénicas de los mismos. En la actualidad existe una
gama amplia de productos acidificantes con mezclas de acidos tanto de cadena larga

como corta.

Los acidos organicos tienen varios efectos: en el alimento, como permitir su
inocuidad y reducir el pH. Ademas, se ha demostrado su capacidad para mejorar la
digestiéon y absorcion de nutrientes, y de igual manera aportar al requerimiento
energético del animal, provocar la formacién de complejos con agentes catiénicos y
actuar como un agente antibacterial, siendo esta su funcién mas favorable (Freitag,
2007). Sin embargo, la caracteristica que es de interés para éste trabajo es la de
reducir el pH en el proventriculo e intestino delgado, con lo cual se aumenta la

actividad de la enzima.

En el caso de la reduccién de pH en el tracto intestinal, se ha demostrado que solo los
acidos orgdanicos aislados tienen estd capacidad mas no las sales de los mismo. Un
punto a tener en cuenta es que la propiedad de los acidos para acidificar el medio
depende de la capacidad de disociacion del acido; a valores bajos de pK, los acidos
fuertes son capaces de liberar hidronios al medio. Generalmente se toma el pK de 3
como el valor que determina a los acidos fuertes; por tal motivo el acido lactico (pK
3.08), fumarico y citrico son mas fuertes que el formico acético y propionico

(Kirchgessner y Roth, 1991).
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3. JUSTIFICACION

La adicidén de fitasa en alimento para gallina de postura es una practica cada vez mas
frecuente por los efectos positivos que ha demostrado tener en la disponibilidad de
nutrientes como el fésforo, mejorando los rendimientos productivos. En las tltimas
décadas se ha evaluado la eficacia de las fitasas en varios estudios, demostrando la
posibilidad de reducir los niveles de inclusiéon de fésforo inorganico en el alimento y
de esta manera bajar el potencial contaminante de las excretas. No obstante, este
planteamiento necesita ser constatado en condiciones productivas propias para cada

pais.

Adicionalmente, estudios in vitro se ha demostrado que el fitato tiende a ser mas
soluble de tal manera que la adicién de moléculas capaces de acidificar el medio como
los 4cidos organicos en las dietas podrian potencializar la accién de fitasas exdgenas al
aumentar el rompimiento de las moléculas de fitato. Asi, los elementos de la
estructura interna del fitato como el fésforo y minerales con afinidad de ser quelados
por la molécula como el calcio y cinc estarian mas disponibles para el metabolismo del

animal.

Con la realizacion de la presente investigacion se aporta informacién actual sobre la
accion de la fitasa en dietas con niveles bajos de fésforo disponible en condiciones
productivas propias del pais y el efecto que la acidificacion del medio gastrico provoca
sobre la accién de la enzima. Mediante la determinacién del fésforo, calcio y cinc en
hueso, la deposicién en yema de huevo y la excrecion de los mismos se defini6 el
efecto que la fitasa ejerce en la disponibilidad de dichos minerales y su relacion con el

desempefio productivo del ave.
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4. HIPOTESIS

La inclusion de acido lactico potencializa la accién de una fitasa adicionada en dietas
a base de sorgo y pasta de soya para gallina de postura Hy-Line de 49 semanas de
edad mejorando los pardmetros productivos y la asimilaciéon de fosforo, calcio y cinc

por parte del ave.

La adicion de fitasa en dietas a base de sorgo y pasta de soya con niveles de fésforo
disponible bajos (0.12 mg/kg) mejora los parametros productivos y y la asimilacion

de fosforo, calcio y cinc por parte del ave.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusion de una fitasa y acido lactico en dietas a base de sorgo
y pasta de soya sobre la utilizacién de fésforo, calcio y cinc en gallina de postura Hy-

Line de 49 semanas de edad.

Objetivos particulares

» Evaluar el efecto de fitasa y acido lactico incluidos en la dieta a base de sorgo y
pasta de soya sobre los pardmetros productivos en gallina de postura Hy-Line a

partir de las 49 semanas de edad.

» Medir la calidad interna (pigmentacion y unidades Haugh) y externa (groso de
cascarén) del huevo asi como la resistencia a la ruptura del hueso en gallina de
postura Hy-line de 49 semanas de edad con la inclusién de fitasa y/o acido

lactico en dieta a base de sorgo y pasta de soya.

» Establecer el pH del contenido gastrointestinal en gallina de postura
alimentada con dieta a base de sorgo y pasta de soya y suplementadas con

fitasa y/o acido lactico.

» Determinar el contenido de fésforo, calcio y cinc en hueso, yema de huevo y
excretas de gallina Hy-Line alimentadas con dietas a base de sorgo que

incluyen fitasa y/o acido lactico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Prueba biolégica

El presente ensayo se realizd en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccién Avicola (C.E.LE.P.Av.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, el cual se localiza a un
altura de 2250 msnm, en el paralelo 19° 17" latitud norte y el meridiano 99°02°30”

longitud oeste.

Aves: Se emplearon cincuenta gallinas de postura comercial de la linea Hy Line W36

de 49 semanas de edad alojadas en jaulas individualmente.

Alimento: Se emplearon cinco dietas equivalente a los tratamientos evaluados
(Cuadro 3). Las dietas se formularon a base de sorgo y pasta de soya segun los
requerimientos nutricionales sugeridos por la casa genética para la estirpe y por los
requerimientos asignados de acuerdo a los intereses de la prueba: calcio total de 3.5%
y fésforo disponible de 0.25% y 0.12%. No se realizd ajuste a la matriz de materias
primas por la liberacién de nutrientes de la enzima. Se empleo acido lactico industrial
del 64% en polvo en el alimento. Las dietas se elaboraron en la planta de
procesamiento del centro cada cuatro semanas y se suministré dos veces por semana

con una racién diaria de 92 g/ave.

Manejo de la prueba: Las cincuenta aves fueron distribuidas en los cinco tratamientos
con diez réplicas de un ave. Los tratamientos fueron identificados con colores para
evitar errores en la toma de datos. Las aves seleccionadas, se alojaron al azar en jaulas
individualmente y alimentadas con la dieta correspondiente al tratamiento. Las
dimensiones de la jaula fueron de 45 cm de alto, 30 cm de ancho y 45 cm de fondo; el
comedero fue de canal de 30 cm por ave y los bebederos de tipo niple. Durante los

primeros 7 dias se realizd el cambio de las aves que presentaban postura irregular. El
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experimento se llevo por dieciseis semanas durante las cuales se alimentaron a las

aves con las dietas, y se tomaron los datos concernientes a parametros productivos.

CUADRO 3. TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN LA PRUEBA BIOLOGICA.

TRATAMIENTO

CpP

CN

CN+ AL
CN+F

CN+AL+F

DESCRIPCION

CONTROL POSITIVO (DIETA BASE) SIN FITASA, SIN ACIDOS
ORGANICOS (P disponible(0.25 %), Ca total (3.5%) y Zn (30
mg/kg dieta))

CONTROL NEGATIVO (DIETA BASE) SIN FITASA, SIN ACIDOS
ORGANICOS (P disponible (0.12%), Ca (3.5%) y Zn (30 mg/kg
dieta))

T2 + ACIDO LACTICO (5 g/kg alimento)

T2 + FITASA (Fitasa 450 FTU /kg alimento)

T3 + FITASA (fitasa 450 FTU /kg alimento)

CP= Control Positivo;

CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico;

CN+F= Control Negativo + Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa

Parametros productivos: Se registraron y determinaron semanalmente las siguientes

variables durante de catorce semanas (sin tener en cuenta la primera por ser la etapa

de adaptacion y ultima semana del experimento por corresponder a la toma de

muestras ).

» Consumo de Alimento. El consumo se cuantificé restando el peso del alimento

no consumido al suministrado en cada semana.

» Peso del Ave. Se determind el peso individual de las aves a las 49 semanas de

vida y cada cuatro semanas, antes del suministro del alimento.

» Peso del Huevo. La informaciéon se obtuvo cada dia, reportando semanalmente

el peso promedio del huevo en cada unidad experimental.
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» Porcentaje de Produccién Semanal. Se obtuvé multiplicando el nimero de
huevos producidos semanalmente por gallina por 100 y dividiendolo entre el
numero de dias de la semana.

» Conversion Semanal. Se establecié dividiendo los gramos de alimento
consumidos entre los gramos de huevo producido semalmente.

» Masa de Huevo Semanal Ave. Se obtuvo multiplicando el nimero de huevos
producidos semanalmete por el peso del mismo.

» Porcentaje de Mortalidad Semanal. Durante el tiempo del experimento no se

presenté muerte de las aves.

Calidad de huevo: Se realiz6 cada cuatro semanas y cada prueba se realizé a partir de
una muestra de un huevo por réplica, el cual fue evaluado el mismo dia de postura
para evitar que se alterard la altura de la albimina. Se determiné las unidades Haugh y

pigmentacion y grosor del cascarén sin membranas internas con micrémetro manual.

6.2 Prueba de pH intestinal

Al finalizar la etapa de experimentacion las aves fueron llevadas a la sala de
necropsias del departamento de aves en la FMVZ. Una por una a las aves se les realizo
eutanasia utillizando el farmaco EUTAFIN® (Pentobarbital S6dico, Fenitoina Sdédica,
Cipermetrina y Glucosa) a una dosis de 1ml/5 kg suministrado por via intravenosa; se
esper6 aproximadamente un minuto para corroborar la muerte del animal por reflejo

de parpadeo.

Tras la muerte y en el menor tiempo posible se extrajo el sistema digestivo
completo. El contenido de buche, proventriculo, ventriculo, duodeno, yeyuno e ileon
se extrajo y se diluyeron en un volumen semejante de agua bidestilada acorde a la
cantidad de muestra extraida. En el caso que no hubiera contenido, el 6rgano fue
lavado internamente con el agua. A continuacién se obtuvo el valor de pH del
contenido con el potenciometro Conductronic pH 20 calibrado; se fueron

determinando los valores de los tratamientos en orden ascendente iniciando por el
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tratamiento uno seguido del dos, tres, cuatro y por ultimo el tratamiento cinco.

Ademas de la determinacion del pH, se obtuvieron muestras de las dos tibias.

Con el fin de determinar si el tiempo trancurrido en la toma de muestra influyé
sobre los valores de pH, se realizé un analisis de asociacion lineal entre el tiempo

transcurrido en la toma de muestra y los valores de pH.

6.3 Andlisis de laboratorio

6.3.1 Resistencia a la ruptura en hueso

La tibia derecha de las cincuenta gallinas fueron limpiadas de tejido muscular y
cartilago, posteriormente se pesaron y determind la resistencia a la ruptura (fractura)

por flexion estatica con el equipo IMADA.
6.3.2 Alimento y materia prima

En las cinco dietas experimentales y en el sorgo se determiné el fésforo fitico total y
susceptible a la enzima, mediante el kit enzimatico Megazyme®. Las concentracion de
la enzima en los tratamientos cuatro y cinco fue cuantificada cada vez que se fabricé el

alimento por la técnica de Basu et al. (2007).
6.3.3 Determinaciéon de minerales en hueso, yema de huevo y excretas

Las determinaciones de los minerales se realizaron en el laboratorio de Nutricion de

la Facultad de Medicina Veterianaria y Zootecnia.
Obtencidn de las muestras

Huevo: Las muestras de huevos fueron recolectadas durante los ultimos cinco dias de
experimentacion y se refrigeraron a 10°C; a partir de un “pool” de tres yemas por
réplica se realizo el andlisis de minerales. Las yemas fueron congeladas a 4°C,

liofilizadas durante 48 horas y molidas para su almacenamiento.

Excretas: Las excretas fueron recolectadas durante tres dias consecutivos en lapsos

de 24 horas y se refrigeraron a 10°C. Las muestras fueron congeladas a 4°C,
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liofilizadas por 72 horas y molidas para su almacenamiento. El contenido total de
muestra por réplica fue pesado con el fin de obtener una estimacion de la producciéon

en materia seca de las excretas.

Hueso: La tibia izquierda fue limpiada de tejido muscular y cartilago y partida por la
mitad. Ambas mitades fueron desengrasada con éter etilico en un extractor soxhlet
por 4 horas y deshidratada a 50°C por 48 horas. El hueso fue partido
longitudinalmente y mediante un raspado se obtuvo la médula dsea; el resto de la
muestra fue el hueso compacto (Figura 4). La mitad proximal del hueso se escogi6

para realizar los analisis y la distal fue almacenada.

HUESO COMPACTO

-

iy

HUESO MEDULAR

Figura 4. Muestras de hueso compacto y médula ésea de la tibia izquierda
Fuente: Autor

Contenido de cenizas en hueso y excretas: Las muestras fueron pesadas e incineradas
en mufla a 500°C por 17 horas; las cenizas obtenidas fueron pesadas para determinar

el porcentaje de cenizas por la siguiente férmula:
% Ceniza= Peso de cenizas *100/ Peso de la muestra

En el caso del hueso se determin6 en el hueso compacto y en hueso medular
obtenido por cada réplica; pero para las excretas se realiz6 a partir de un gramo de
muestra. Las muestras se trabajaron por duplicado a exepcidn del hueso medular que

se manej6 individualmente debido a la cantidad de muestra obtenida.
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Elaboraciéon de la solucién madre: Las cenizas obtenidas en el paso anterior fueron
disueltas en 15 ml de acido clorhidrico a 0.008 N por 15 minutos a 200°C, tras lo cual

el contenido fue filtrado y diluido a 25 ml.

Determinacion de calcio y cinc en hueso y excretas: EL contenido se determiné con el
método de absorcidn atémica en el equipo Perkin ElImer modelo 3110. Para la lectura
de cada mineral se realizé6 una dilucién acorde a la curva de calibracién en cada
muestra . En el caso del cing, la lectura se realiz6é a un alongitu de onda de 214 nm y el
calcio a 240 nm, usando como combustibles aire comprimido y acetileno. La
concentracion del mineral se determiné por medio de la ecuacién obtenida en la curva

de calibracion.

Determinacion de fosforO en hueso y excretas: Se determind con el método de
espectrofotometria de UV visible en el equipo Genesys 10 por medio de la técnica

958.01 de la AOAC (1990).

Determinacion de minerales en yema de huevo: Se utilizaron las técnicas aprobadas
por la AOAC (2005) correspondientes a la 3.4.1 para el fésforo, 4.8.04 para el calcio y

9.1.09 para el cinc y hierro.

6.4 Analisis estadistico

Se empleo un disefio experimental completamente aleatorizado de cinco
tratamientos correspondientes a las dieta y con diez réplicas siendo la unidad
experimental un ave alojada en jaula. Todos los datos fueron analizados para
comprobar los supuestos de normalidad y homocedasticidad con un nivel de
significancia de 5%. Para el analisis se empled el programa estadistico Statistical

Package for Social Sciences version 19.0.0 (2010).

Los datos de parametros productivos en las 14 semanas se sometieron a un analisis
de varianza con arreglo factorial de tratamiento, tiempo y bloqueo de las réplicas para

disminuir la variabilidad en los datos; en aquellos datos con resultados estadisticos
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significativos se les realiz6 una prueba de Tukey para la comparacion de las medias de

los tratamientos. El modelo que explica el analisis es el siguiente:
Vijkl = 1L+ Ti+a +Bk + (of)ik + €ijkl
1<i<5;1<j<10;1<k=<14
Donde,
Vijkl= [-ésima observacion del i-ésimo tratamiento, j-ésima réplica y k-ésimo tiempo.
= Media general.
Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento.
o= Efecto de la j-ésima réplica.
Bk= Efecto del k-ésimo tiempo.
(aB)ijk= Interaccion del i-ésimo tratamiento y k-ésimo tiempo.

€ijki= Error experimental aleatorio .

Aunque el andlisis formal para éste tipo de datos es evaluar los tratamientos a lo
largo del tiempo, no fue posible realizarlo dado el exceso en el nimero de
observaciones; por tanto se considero realizar el andlisis con una estructura factorial

tomando el tiempo como un factor.

Para el andlisis de la variable peso del ave y calidad de huevo, pH del contenido
gastrointestinal, resistencia a la ruptura del hueso, minerales en hueso, médula 6sea,
yema de huevo y excretas se llevé a cabo un andlisis de varianza; aquellos reultados
que fueran estadisticamente significativos se les aplicé una prueba de Tukey y un
analisis por contrastes, donde, los contrastes se formularon con el fin de responder si
existe un efecto de la acidez en la accidn de la enzima. El modelo que explica el analisis

es el siguiente:

Yijk = U+ Tité&jjk
1<i<5;1<j<10
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Doénde,

Vijk= k-ésima observacidn del i-ésimo tratamiento y j-ésima réplica.
p= Media general.
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

€ijk = Error experimental aleatorio.

Con el objetivo de analizar la asociacion entre los valores de pH del contenido
gastrointestinal y el tiempo transcurrido en la toma de muestra, se realiz6é un anadlisis
de regresion lineal simple. Dado que se requirio diez horas para el sacrificio de las
aves, en promedio la variable tiempo se toma un ave cada 12 minutos. EL modelo

utilizado para el analisis:

y = Bo+ P1ti+E
1<i<5;1<t<50
Doénde,

y= pH del contenido del 6rgano.
Bo-= Intercepto a la ordenada del origen.
B1=Pendiente.

€=Error experimental aleatorio.

Se realiz6 un andlisis de correlacion lineal simple de Pearson (Daniel, 1989) entre la
prueba de resistencia a la ruptura y contenidos de cenizas, fésforo, calcio y cinc en

hueso compacto.

Ademas se analizo la correlacion lineal simple de Pearson (Daniel, 1989) entre el
contenido de cenizas en hueso compacto con el contenido de fosforo, calcio y cinc en

hueso compacto.
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7. RESULTADOS

7.1 Alimento y materias primas

7.1.1 Acido fitico

El contenido de acido fitico en el sorgo fue de 0.87 g /100 g. En los tratamientos el
contenido fue mayor, aproximadamente, de 0.96 g /100 g, excepto para el control

positivo que mostré un contenido igual al del sorgo (Cuadro 5).
7.1.2 Fitato

El contenido promedio de las dietas fue de 0.27 g/100 g, lo cual representa

aproximadamente el 27% del contenido de acido fitico en las dietas (Cuadro 5).
7.1.3 Fitato susceptible

Para el caso del fitato susceptible a la enzima en los cinco tratamientos representa el
57% del contenido total de fitato. En todas las dietas existe sustrato para la acciéon de

la fitasa (Cuadro 5).
7.1.4 Recuperacion de la enzima

La cuantificaciéon de la fitasa en el primer lote de alimento fue superior a la dosis
estipulada, el contenido esperado era de 450 FTU y resulté en 1900 y 945 FTU para el
tratamiento de fitasa y fitasa con acido lactico respectivamente. En los siguientes dos
lotes de alimento las concentraciones fueron mas cercanas a las cantidades esperadas

(Cuadro 5).

7.2 Parametros productivos

7.2.1 Porcentaje de postura

Durante las catorce semanas el porcentaje de produccidn decrecié en todos los

tratamientos, iniciando con 85% vy finalizando con 69% en promedio. Los
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tratamientos que presentaron menor persistencia en la produccion fue el control
negativo y con la inclusiéon del acido lactico (aunque éste al principio mostré un
aumento). En cuanto a los demads tratamientos, se evidencié una persistencia mas
constante en el porcentaje de postura y entre ellos el mejor fue el tratamiento con la
fitasa (Figura 5).

Figura 5. Porcentaje de postura en los cinco tratamientos durante las 14 semanas.
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CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Léctico;

CN+F= Control Negativo + Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa

Respecto al analisis estadistico, los tratamientos no mostraron diferencia
significativa en el tiempo (p=0.881) pero si se observd efecto por tratamiento y

semana (p=0.001). En este sentido el control negativo tuvo menor porcentaje en

33



promedio (70.61%), seguido del tratamiento con acido lactico (76.74%), control
positivo y fitasa con acido lactico (77.96%). El tratamiento con fitasa fue el que

presentd mayor porcentaje de postura en promedio (79.90%) (Cuadro 6).
7.2.2 Peso de huevo

No se observo diferencia estadisticamente significativa en la interacciéon entre
tratamientos y tiempo (p=0.991), ni efecto a través de las semanas (p=0.999) pero si
respecto a los tratamientos (p=0.001). El control negativo presenté el menor peso en
promedio (61.10 g), luego el tratamiento con acido lactico (62.10 g), fitasa con acido
lactico (62.5 g), control positivo (62.92 g) y por ultimo el tratamiento de fitasa (63.11
g) (Cuadro 6).

7.2.3 Consumo de alimento

En cuanto al consumo no se evidenciaron diferencia estadistica a través del tiempo
entre los tratamientos (p=0.850) y de igual manera de las semanas (p=0.951). Si se
detect6 efecto de tratamiento (p= 0.001) donde el control negativo fue diferente al
resto de tratamientos y el menor (84.29 g), seguido del tratamiento con acido lactico
(86.83 g), control positivo (88.10 g) y por ultimo los tratamientos con fitasa (88.25 g)
y fitasa con acido lactico (89.97 g) (Cuadro 6).

7.2.4 Indice de conversién

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas a través del tiempo
(p=0.518) pero si en efecto de tratamiento y semana (p=0.001). En este caso, el
control negativo presenté un indice mas alto (2.07) junto al tratamiento con acido
lactico (1.95); luego de éstos se ubico el tratamiento con fitasa y acido lactico (1.90),
control positivo (1.86) y el de fitasa (1.79), que resulto ser el de mejor desempefio con

una diferencia del 0.3 si se compara con el control negativo (Cuadro 6).
7.2.5 Masa de huevo

No se encontro6 interaccion del tiempo con los tratamientos (p=0.533), sin embargo

tanto las semanas como los tratamientos si mostraron diferencias estadisticas
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(p=0.001). El tratamiento con fitasa presenté 50.33 g, siendo el mayor rendimiento
seguido del control positivo con 49.01 g, fitasa con acido lactico 48.72 g, el tratamiento

con acido lactico 47.53 g y por ultimo el control negativo con 43.48 (Cuadro 6).
7.2.6 Huevo roto, sucio y farfara

En el huevo roto se encontré un efecto del tiempo en los tratamientos (p=0.049), de
semanas (p=0.007) y de tratamientos (p=0.001). El huevo en farfara no evidencié
diferencia estadistica a través del tiempo respecto a los tratamiento (p=0.114), pero si
en el efecto de las semanas (p=0.029) y tratamientos (p= 0.001). En la variable huevo
sucio no se encontraron diferencias estadisticas en el tiempo por tratamiento

(p=0.492) ni de tratamiento (p=0.396) pero si de semanas (p= 0.043) (Cuadro 6).

Para el caso del total de sucio, roto y farfara, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el efecto de tiempo por tratamiento, semanas y
tratamiento (p= 0.023, 0.001 y 0.001). Respecto a la diferencia por tratamiento de ésta
ultima variable, el control negativo y tratamiento con &cido lactico presentaron los
porcentajes mas altos con (8.46 y 6.28% respectivamente), seguido del tratamiento
con fitasa y acido lactico (2.31%), el de fitasa (1.92%) y por ultimo el control positivo

(0.86%) (Cuadro 6).
7.2.7 Peso vivo de las aves

El peso de las aves al inicio del experimento no mostré diferencias estadisticas
significativa entre los tratamientos (p=0.975), por el contrario al finalizar la etapa de
investigaciéon donde si se observaron diferencias (p=0.042). De tal modo que en la
variable peso al finalizar, el control negativo y tratamiento con acido lactico fueron los
de menor peso (1347 y 1352 g) seguido de los tratamientos fitasa con acido lactico

(1436 g), fitasa (1455 g) y control positivo (1459 g) (Cuadro 7).
7.2.8 Pruebas de calidad en huevo

En las pruebas de pigmentacion y grosor de cascardn no se encontraron diferencias

significativas (p=0.55). Para las unidades Haugh se observaron diferencia en los

35



contrastes del tratamiento con fitasa y acido lactico, al compararlo con el de fitasa

(p=0.01) y acido lactico (p=0.02) (Cuadro 7).

7.3 Prueba de pH gastrointestinal y resistencia a la ruptura de

la tibia

7.3.1 Prueba de pH gastrointestinal

Los resultados de las medias en buche, proventriculo y ventriculo evidenciaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.005) pero no en duodeno, yeyuno
e fleon (p>0.005). En el caso del buche el control positivo presenté un pH menor
respecto a los tratamientos con acido lactico, control negativo, acido lactico con fitasa

y el de fitasa, que fue el menos acido.

En cuanto al proventriculo el control positivo presenté un pH mds bajo respecto al
control negativo, tratamiento con acido lactico, fitasa y acido lactico con fitasa, el cual
resulté ser el menos acido. Respecto al ventriculo el control positivo mostré el pH mas
acido junto al control negativo; éstos fueron seguidos del tratamiento con acido

lactico, fitasa y acido lactico con fitasa (Cuadro 8).

Cuando se realiz6 el andlisis de asociacion lineal entre el tiempo transcurrido en la
toma de muestra y el valor de pH del contenido gastrointestinal, se encontr6 que fue
diferente estadisticamente significativo (p<0.05) en los d&rganos de buche,
proventriculo y ventriculo pero no en el duodeno, yeyuno e ileon (p>0.05) (Cuadro

11).

7.3.2 Prueba de ruptura de tibia

La prueba de resistencia a la ruptura no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamiento (p= 0.624). No obstante el control positivo
presentd una mayor resistencia y el tratamiento con acido lactico la menor (Cuadro

7).
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AL evaluar el grado de asociacion entre la prueba de resistencia a la ruptura de tibia
y el contenido de fésforo, calcio y cinc en hueso, no fue estadisticamente significativo
(p>0.05) por lo cual no existe un grado de asociacidn entre dichas variables (Cuadro

12).

7.4 Minerales en hueso compacto, médula 6sea, excretas y

yema de huevo

7.4.1 Hueso compacto

Muestra deshidratada y cenizas: El peso de hueso deshidratado fue estadisticamente
diferente entre los tratamientos (p= 0.02). El control negativo result6 ser inferior a los
demas (3.82 g); éste fue seguido por el control positivo (4.04 g), el tratamiento con
acido lactico (4.09 g), acido lactico con fitasa (4.26 g) y por ultimo el de fitasa (4.31 g).
Este Gltimo tratamiento tuvo 10% mas del peso total en promedio de hueso que el

control negativo (Cuadro 9).

Las cenizas no mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos (p= 0.358),
sin embargo el tratamiento con acido lactico y fitasa tuvieron mayor contenido. Al
evaluar el grado de asociacion entre el contenido de cenizas y el de fésforo, calcio y

cing, la relacion fue altamente significativa (p<0.05) (Cuadro 9).

Contenido de minerales: El contenido de calcio y fé6sforo no mostré diferencia entre
los tratamientos (p>0.05), aunque aquellos con fitasa presentaron mayores
cantidades. El contenido de cinc fue estadisticamente significativo (p=0.002); el
control negativo y el tratamiento con acido lactico presentaron el menor contenido
(0.478 y 0.485 mg) y el tratamiento de fitasa y acido lactico el mayor (0.597 mg). El
control positivo y el tratamiento con fitasa tuvieron contenidos medios (0.515 y 0.556
mg). En general al disminuir los niveles de fosforo disponible el contenido de

minerales en el hueso disminuy6 (Cuadro 9).

7.4.2 Médula 6sea
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Muestra deshidratada y ceniza: El contenido total de médula ésea deshidratada fue
diferente estadisticamente significativo (p=0.001), siendo el control negativo y el
tratamiento con 4acido lactico los de menor cantidad (0.39 g), seguido por el
tratamiento con fitasa, control positivo (0.51 y 0.54 g) y finalmente el de acido lactico
y fitasa (0.61 g); éste ultimo tratamiento tuvo 36% aproximadamente mas que el
control negativo. Los resultados de las cenizas en las muestras de médula 6sea no se

reportan dada la variabilidad de los datos entre las muestras (cuadro 9).

Contenido de minerales: El contenido de fésforo mostrd significancia (p=0.001),
donde el control negativo result6 ser menor (18.56 mg) al tratamiento con fitasa; éste
fue seguido del tratamiento con acido lactico (19.52 mg), control positivo (25.04 mg),
acido lactico con fitasa (29.71 mg) y por ultimo el que contenia fitasa (30.05 mg).
Respecto al calcio, el control negativo present6 una menor cantidad (17.93 mg),
seguido del control positivo (22.18 mg), tratamientos con acido lactico (24.60 mg),
acido lactico con fitasa (34.04 mg) y por ultimo el tratamiento con fitasa (35.83 mg)

(Cuadro 9).

En cuanto al cinc, se encontraron diferencias estadisticas (p=0.001); el tratamiento
con acido lactico y control negativo tuvieron menos cantidad (0.053 y 0.055 mg); el
control positivo un valor medio (0.08 mg) y por ultimo el tratamiento con fitasa y
acido lactico con fitasa, tuvieron los valores mas altos (0.098 y 0.119 mg). En general
se encontré que al disminuir la cantidad de fésforo disponible se reduce la cantidad de
minerales en la médula y que al aumentar los niveles de fésforo disponible e incluir la

fitasa se aumentan (Cuadro 9).
7.4.3 Huevo

Contenido mineral: El contenido de fésforo y cinc no fueron diferentes
estadisticamente significativos (p>0.05), pero si para el calcio y hierro (p= 0.001).
Para el caso del calcio el tratamiento con acido lactico fue el menor (47.16 mg),
seguido del control negativo (49.68 mg) y de los tratamientos acido lactico con fitasa

(51.48 mg), fitasa (53.64 mg) y por ultimo el control positivo (54.36 mg). En el hierro
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el tratamiento con acido lactico (1.48 mg) y el control negativo (1.60 mg) tuvieron los
contenidos mas bajos, seguido de los tratamientos de fitasa (2.01 mg), acido lactico
con fitasa (2.10 mg) y el control positivo (2.14 mg) es decir, 31% mas cantidad al
compararse con el tratamiento mas bajo que es el acido lactico. Se evidencia que la
cantidad de fosforo y cinc no se ven afectados por la disponibilidad de fésforo en la
dieta y la accién de la fitasa; en el calcio y sobre todo en el hierro una mayor cantidad
de fosforo disponible aumenta los niveles de éstos minerales en la yema de huevo

(Cuadro 10).
7.4.4 Excretas

Materia seca y cenizas: La cantidad de materia seca en las excretas fue diferente
significativamente (p=0.015); el control positivo presenté menor cantidad de excretas
(7.26 g), seguida del tratamiento con fitasa (7.83 g), acido lactico con fitasa (8.41 g),
control negativo (8.60 g) y por ultimo el tratamiento con &cido lactico (9.07 g).
Respecto a las cenizas, no se evidenciaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos (p=0.06), aunque en la comparaciéon por contrastes el control positivo

resulto ser diferente a los demds tratamientos (Cuadro 10).

Contenido de minerales: El contenido de fésforo resulté ser diferente (p=0.010),
donde los tratamientos con fitasa (86.72 y 90.13 mg) tuvieron menos contenido
respecto al de acido lactico (103.20 mg), control negativo (109.53 mg g) y control
positivo (116.81 mg); en este sentido, el control positivo presenté un 23% mas de
contenido en fosforo que los tratamientos con fitasa. Por lo cual se demuestra que
cantidades mayores de fésforo disponible en la dieta provocan mayor contenido de
fosforo en las excretas y que al incluir fitasas, se presenta una disminuciéon (Cuadro

10).

El contenido de calcio en las excretas no mostré diferencias estadisticas (p=0.071)
entre las medias de los tratamientos; sin embargo existe una tendencia del control
positivo de eliminar menor cantidad que los otros tratamientos. Por ultimo, respecto

al cinc, éste resulto ser diferente (p=0.046), donde el tratamiento con fitasa fue el de
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menor cantidad (25.44 mg) junto con el control positivo (25.92 mg), seguido del
tratamiento con acido lactico (26.12 mg), acido lactico con fitasa (30.20 mg) y por
ultimo el control negativo (31.23 mg). Por tanto, cantidades bajas de fésforo

disponible produce excretas con mayor cantidad de cinc (Cuadro 10).
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8. DISCUSION

8.1 Parametros productivos

El desempeio en parametros productivos en gallinas de postura y pollo de engorda
suplementados con fitasa y acidos organicos en la dieta, ha sido reportado en
investigaciones a nivel internacional, aunque con caracteristicas experimentales
propias tales como el tipo de fitasa y acido organico, los niveles de fésforo disponible y

calcio total, la edad y linea del ave, entre otras.
8.1.1 Porcentaje de postura

En el presente estudio, el porcentaje de postura se vié afectado por los niveles de
0.12% de fosforo disponible en la dieta. Cuando se adicioné acido lactico y fitasa, solo
o en conjunto, el porcentaje mejoro, pero en los tratamientos con fitasa el incremento
fue mas marcado; no obstante, la combinacion del acido con fitasa no mostré mejor
desempefio que el tratamiento con fitasa. Resultados similares se reportan por
Sharafat et al. (2009) y Nezhat et al. ( 2011); por el contrario, Mustafa et al. ( 2012)
encontraron mejores resultados al incluir la fitasa y acido orgénico juntos respecto al

tratamiento con fitasa.

Son varios los estudios donde se demuestra que el uso de las fitasas mantiene la
produccion de huevo mas constante a través del tiempo y de ésta manera permite
resultados con desempefios similares respecto a dietas con niveles de foésforo
disponible cercanos a 0.25% (Boling et al,, 2000; Keshavarz, 2000; Lim et al,, 2003;
Vallardi et al, 2002; Keshavarz, 2003; Francesch et al, 2005). Keshavarz (2000)
encontré que cuando se reduce el contenido de fésforo disponible en varias etapas de
produccion de 0.40% a 0.15%, el porcentaje de postura se veia afectado en las gallinas
de mas edad y que al suplementar la fitasa la disminucién en la produccion de huevo
cesaba. Por otra parte existen estudios que contradicen tales resultados (Silversides et

al, 2006; Jalalm y Scheideler, 2001; Panda et al, 2005). En el caso de las dietas con
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fosforo disponible de 0.12% la incidencia de la patologia de fatiga de jaula en el
presente estudio provocé marcadas caidas en la postura por lo cual la produccién de

huevo no fue constante, concordando con lo reportado por Mustafa et al. (2012).

La inclusion de acidos organicos en la dieta de aves ha mostrado mejorar la postura
en diferentes etapas del ciclo. Sin embargo, reportes de investigaciones en la
actualidad se han enfocado mas en el efecto que los acidos organicos tienen en el
control de bacterias (Dibner y Buttin, 2002; Desai et al., 2007; Aydin et al., 2010); en el
caso del acido lactico esta situacion ha sido frecuente (Byrd et al, 2001; Adil et al,
2010), por lo cual este trabajo enfoca la informacién de otra manera al evaluar el
efecto de la inclusion de acido lactico y fitasas en gallinas de postura al final de su ciclo

de produccion.
8.1.2 Consumo de alimento

La disminucion del consumo del alimento que se encontré en éste estudio en dietas
con niveles de fésforo de 0.12% ha sido sefialado ya en otras investigaciones (Sharafat
et al. , 2009; Mustafa et al. , 2012; Boling et al. , 2000; Keshavarz, 2000; Keshavarz,
2003). Gallinas que consumen dietas deficientes en minerales, especialmente fésforo
presenta trastornos metabdlicos con un efecto indirecto adverso sobre el consumo del

alimento (Suttle, 2010).

También un aumento en el consumo se obtuvo cuando la fitasa fue adicionada, lo
cual concuerda con lo que se ha reportado anteriormente (Sharafat et al. , 2009;
Nezhad et al. , 2011; Brenes et al, 2003). Cuando el acido organico y la fitasa se
suplementaron, la deficiencia en la dieta se corrigié en cierta manera por lo cual el
consumo aumentd, aunque, en el caso de la fitasa se observé un incremento si se
compara con dietas de niveles de fosforo disponible 0.25%. Respecto al acido lactico,
Adil et al. (2010) no encontraron en pollo de engorda cambios en el consumo. Ademas,
las gallinas del tratamiento con acido lactico y fitasa presentaron un mayor consumo

que las del tratamiento solamente de fitasa.
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8.1.3 Peso del huevo

Existe evidencia que el peso del huevo se ve afectado por los niveles de fosforo
disponible en la dieta. En la presente investigacion, la dieta con fésforo disponible de
0.12% provocé un menor peso y cuando la cantidad de fésforo disponible fue de
0.25% el peso fue mayor. Ceylan et al. (2003) mostraron que al disminuir el contenido
de fésforo no fitico, el peso de huevo disminuia. Keshavarz (2000) indic6 diferencia de
peso en huevo en gallinas de 54 a 66 semanas de edad con la adicién de fitasa en aves,
aunque no en las mas jovenes. Al contrario, Gordon y Roland (1997) no encontraron

diferencia en el peso del huevo en aves de 23 a 40 semanas.

En cuanto a los aditivos, la inclusién de acido lactico mejoré el peso del huevo,
igualmente la adicién de fitasa sola o combinada con acido lactico increment6 el peso
pero en mayor proporciéon. Resultados similares en cuanto a la adicién de fitasa sola,
han sido reportados (Silversides et al. , 2006; Gordon y Roland, 1998; Punna y Roland,
1999) aunque también algunos autores indican que la fitasa no contribuye a un mejor
peso del huevo en etapas tardias de postura (Boling et al. , 2000; Scott et al, 2000;
Carlos y Edwards, 1998). Nezhad et al. (2011) reportaron que el uso combinado de
fitasa y acidos organicos, asi como el uso solo de fitasa y niveles de fésforo disponible
en dieta de 0.3% mejoraban el tamafio del huevo, concordando con lo que se reporta
en el presente estudio. Resultados diferentes fueron encontrados por Mustafa et al.
(2012) puesto que la combinaciéon de fitasa y Aacidos organicos provocé una
disminucioén en el peso, llegando a ser menor que el tratamiento con 0.1% de fésforo

disponible.
8.1.4 Masa de huevo

Dada la disminucién tanto del porcentaje de postura como del peso del huevo, la
masa producida en el caso de la dieta con fésforo disponible bajo fue menor, contrario
a las aves que se alimentaron con niveles mas altos. El incluir acido lactico reflejo un

mejoramiento intermedio. Los tratamientos con fitasa mostraron mejores resultados
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y aun mas cuando se empled sin el acido lactico, lo cual es similar a resultados

anteriores (Silversides et al. , 2006; Jalalm y Scheideler, 2001).
8.1.5 Indice de conversién

El tratamiento de fitasa al tener un consumo medio, una produccién mayor y mejor
peso de huevo, present6 un indice de conversidon mas bajo. No obstante, al adicionar el
acido a la fitasa el consumo subié y la produccién de huevo y peso bajaron,

provocando que el indice de conversiéon aumentara.

Las gallinas con la dieta con 0.25% de fésforo disponible, presentaron menor
produccion y peso de huevo que el tratamiento con fitasa por lo cual aunque su
consumo fue menor, el indice de conversiéon fue mayor. Estos resultados coinciden con
lo encontrado por Sharafat et al. (2009), Nezhat et al. (2011), Mustafa et al. (2012) y
Keshavarz (2003) para los niveles bajos de fésforo y uso de la fitasa. Respecto al acido
lactico, las gallinas presentaron un desempefio medio dado el aumento en la

producciéon y peso del huevo.
8.1.6 Huevo sucio, roto y en farfara

La presentacién de huevo en farfara y roto se incrementé en los tratamientos con
bajos niveles de fosforo disponible y con acido lactico. Cuando existe una deficiente
disponibilidad de los minerales como el calcio, fésforo y cinc hacen que su deposicion
en la matriz proteica no sea la adecuada para formar una cascara fuerte y por tanto la
presencia de huevo en farfara y roto aumenta (McAnena, 2005). En este estudio la
adicion de fitasa logr6 disminuir la incidencia, con porcentajes similares a las dietas
con 0.25% de fosforo. El huevo sucio aunque fue mayor en los tratamientos bajos en
fésforo disponible, no demostré diferencia estadistica ni relacion en la aplicacion de

los tratamientos.
8.1.7 Peso vivo

El peso de las aves al inicio de la experimentacion no fue diferente entre los

tratamientos, pero si lo fue al finalizar la etapa de investigacion. Las gallinas con el
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tratamiento con 0.12% de fésforo disponible y el de acido lactico disminuyeron aun
mas su peso comparadas con las de dietas de 0.25% de foésforo disponible e inclusion
de fitasa, las cuales mantuvieron un peso mayor. Existen reportes similares (Nezhad et
al. , 2011; Mustafa et al. , 2012; Keshavarz, 2003; Panda et al. , 2005; Akyurek et al,
2011), mostrando que las aves con menor cantidad de fosforo disponible en la dieta
presentan un bajo consumo y mayor pérdida de peso como mecanismo
compensatorio para contrarrestar las cantidades menores de fésforo en la dieta. Esta
reduccién en el peso se debi6 posiblemente a la disminucién en la grasa corporal y
composicion 6sea. Caso contrario se observo cuando los niveles disponibles de fésforo
en la dieta fueron mayores. No obstante, el peso de todas las aves disminuyé durante
la etapa de investigacion posiblemente provocado por la restriccion en la racién

diaria.
8.1.8 Pruebas de calidad en huevo

La pigmentacién, unidades Haugh y grosor de cascar6n no se afectaron por el
contenido de fésforo disponible en la dieta. Resultados similares han sido reportados
por Jalalm y Scheideler (2001) y Panda et al (2005). No obstante, en otras
investigaciones se ha demostrado que la inclusién de fitasa mejora la calidad cuando
se determina por el método de gravedad especifica (Keshavarz, 2003; McAnena, 2005;

Sohail y Roland, 2000).

El grosor de cascarén ha sido relacionado con la fuerza a la ruptura de la cascara, a
mayor grosor existe mejor resistencia a la ruptura. Por lo cual se esperaria que con el
déficit de minerales en la dieta, no se diera una deposicién correcta en el proceso de
formacion en la matriz organica del cascardn, de tal manera que la cascara seria mas
delgada y potencialmente fragil. No obstante, los resultados obtenidos en grosor de
cascaron contrastan con el aumento en la incidencia de huevo roto en la dieta con

niveles de fosforo disponible de 0.12%.

Solomon citado por McAnena (2005) afirma que es importante determinar el efecto

del uso de fitasa en la distribucion de los minerales en la cascara, puesto que en un
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déficit de minerales podria afectar la deposicion para la formacién del cascar6n pero
no a nivel de la capa mamilar, la cual es la encargada de dar solidez a la cascara. De tal
manera que para tener un mejor concepto de la calidad de la cascara, podria ser mas

util determinar la estructura de las capas y membranas que constituyen la misma.

8.2 Prueba de pH gastrointestinal y resistencia a la ruptura en

tibia

8.2.1 pH gastrointestinal

Los valores obtenidos de pH en el presente estudio son menos acidos, sobre todo en
organos como el proventriculo y ventriculo cuando se compara con los valores
reportados en estudios anteriores (Denbow, 1999; Ward, 2009). Dichos resultados
pudieran ser producto de la técnica, es decir que la dilucién del contenido en agua
bidestilada provocé un pH mas basico por disminuir las proporciones de hidronios en
el medio. En este sentido, Smulikowska et al (2008) reporta haber diluido el
contenido gastrointestinal de pollo de engorda y obtuvo valores similares a la

presente investigacion.

Aunque se detectaron diferencias entre los tratamientos en 6rganos como el buche,
proventriculo y ventriculo, éstos resultados no concuerdan con el uso en algunos
tratamientos del acido lactico. No obstante, se ha demostrado que uno de los
principales efectos de los &cidos organicos en animales monogastricos es la
disminucién del pH en los 6rganos digestivos (Freitag, 2007). En éste sentido Byrd et
al. (2001), sefialaron que el suministro de acido lactico en pollo de engorda provocé
un pH mas acido en el buche cuando se compar6 con el tratamiento control.
Resultados similares se reportan por Humphrey et al. (1993) y Corrier et al. (1999).
Por el contrario, Smulikowska et al. (2008) no encontraron diferencia en el pH de los

organos, excepto en el buche.

En el andlisis de asociacién lineal de los datos para ver el efecto del tiempo en la

toma de muestra sobre el pH, se encontr6 que existia una relacion lineal entre el
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tiempo y el pH. Sin embargo, la asociacidon se estimd con menos del 30%. De tal
manera que a medida que el tiempo transcurri6 en la toma de muestra, el pH tuvo una
tendencia al aumento, provocando que tratamientos con inclusiéon del acido lactico
presentaran valores mas basicos que los controles. No obstante, referente a los
tratamientos con fitasa que presentaron valores mas basicos, Smulikowska et al

(2008) reportaron que la inclusion de fitasa provocd valores mas basicos en el buche.

No se encontraron diferencias de pH en el duodeno, yeyuno e ileon; al respecto Aydi
et al. (2010) no encontraron diferencias en el pH del intestino delgado cuando evalu6

el efecto de una fitasa y acido citrico en pollo de engorda.
8.2.2 Resistencia a la ruptura

No se encontraron diferencias entre los tratamientos; éstos resultados coinciden con
estudios previos de evaluacién a la inclusién de una fitasa en dietas deficientes en
fésforo (Gordon y Roland, 1997; Sohail y Roland, 2000). No obstante, hay resultados
opuestos como el caso de Shaw et al. (2010) quienes indican mayor resistencia a la
ruptura de tibia de pollo de engorda alimentados con una reducciéon de 0.10% en

fésforo no fitico y adicion de fitasa.

Aunque no se encontraron una asociaciéon estadisticamente significativa entre la
fuerza de ruptura y el contenido de minerales, el cinc resulté ser el mineral con mayor
posibilidad de estar relacionado en el proceso de ruptura que el calcio y fésforo. Por
tanto, es posible que el contenido de este mineral en hueso sea uno de los factores que

provoque cambios en la fuerza de resistencia.

8.3 Minerales en hueso compacto, médula 6sea, excretas y

yema de huevo

8.3.1 Hueso compacto

El peso del hueso fue menor en la dieta con bajo niveles de fésforo y mayor con

niveles de fésforo disponible mas alto, adicion de acido lactico y fitasa solamente, o en
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conjunto. Estudios anteriores han demostrado que el peso disminuye con dietas bajas
en fosforo disponible (Akyurek et al. , 2011) y aumenta con la adicién de fitasa
(Brenes et al. , 2003). En contraste Keshavarz (2000) no encontr6 diferencia en el
peso de la tibia a distintos niveles de fésforo disponible en la dieta y con la inclusién

de fitasa.

El contenido de cenizas no se afect6 por los tratamientos; Keshavarz (2000) reporté
no encontrar diferencia en el contenido de cenizas con dietas bajas en fésforo al igual
que Gordon y Roland (1997) y Sohail y Roland (2000). Sin embargo también existen
reportes de aumento cuando se adiciond el dcido organico con la fitasa (Jalalm y
Scheideler, 2001; Brenes et al. , 2003), y disminucion de las cenizas con dietas bajas en
fésforo disponible al compararse con las demas (Keshavarz, 2000; Brenes et al., 2003;

Smulikowska et al. , 2008).

Cuando se realizé la prueba de correlacion del contenido de cenizas respecto al de
minerales, el fésforo resulté ser el mineral mas relacionado (82%), seguido del calcio
(75%) y por ultimo el cinc (62%); no obstante, en la prueba de resistencia a la ruptura

el cinc fue el mineral con mayor probabilidad de estar relacionado.

Es importante tener en cuenta que en el presente estudio el acido lactico presentd
mejor contenido de cenizas que los demas, lo cual contrasta con lo reportado en otras
investigaciones donde los contenidos mayores se ven en los tratamientos con fitasa

(Akyurek etal. ,2011).

El contenido de fo6sforo en el hueso no fue afectado por la cantidad de fésforo
disponible en la dieta ni por la adicién de acido lactico y/o fitasa. En éste mismo
contexto la cantidad de calcio tampoco mostr6 cambio. Sin embargo para ambos
minerales las cantidades fueron mayores en las dietas con la inclusidn de fitasa (con o
sin el acido lactico) al compararse con el tratamiento con bajos niveles de fésforo
disponible. Estudios previos han encontrado resultados similares (Brenes et al., 2003;
Akyurek et al. , 2011; Leeson et al., 2000). Ademas se ha reportado que la retencion

intestinal de éstos minerales aumenta con el uso de fitasa (Um y Paik, 1999) por lo
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cual se esperaria una mayor deposicion de los mismos en los huesos como se presentd

en esta investigacion.

El cinc fue el Unico elemento que mostré diferencias entre los tratamientos; su
cantidad fue afectada tanto por la disponibilidad de fésforo en la dieta como por la
inclusion de fitasa. El contenido fue mayor en el tratamiento con fitasa y acido lactico.
Brenes et al. (2003) reportaron que cuando la disponibilidad de fésforo es baja,
disminuye la concentracién de cinc en hueso y que la adicién de fitasa lo aumenta en

pollo de engorda de 1-21 dias de edad.

Ademas se ha reportado que la adicién de fitasa produce mayor retencién de cinc a
nivel intestinal en gallina de postura (Um y Paik, 1999). La diferencia en el contenido
de cinc posiblemente se dio por su mayor sensibilidad a cambios en la disponibilidad
del mineral, ya que se ha demostrado que la principal reserva del cinc se encuentra en
los huesos aunque en menor proporcién que calcio y fésforo; de tal manera que se ha
indicado que las reservas de cinc en el organismo son mds sensibles a los cambios

(McAnena, 2005).
8.3.2 Médula 6sea

El peso total de la médula disminuy6 en dietas con baja disponibilidad de fésforo y
con la adicién de acido lactico; lo cual fue contrario al aumento con niveles altos de
fé6sforo disponible y con la adicion de la fitasa. Los resultados en minerales
presentaron diferencias mas marcadas acorde a los tratamientos que se aplicaron, lo
cual contrasta con los resultados obtenidos en hueso compacto. Las diferencias entre
tratamientos para el contenido de minerales que se encontraron en médula dsea,
estan relacionados con una mayor actividad en el proceso de intercambio mineral en
el tejido 6seo producto del aumento en la presencia de osteoclastos y osteoblastos en
ésta zona (Sugiyama y Kusuhara, 2001; Dacke et al, 1993). El contenido mineral de
médula 6sea, esta influenciado por procesos de absorcion y resorcion 6sea (Kim et al,
2012), provocando un mayor intercambio con los minerales disponibles presentes en

el organismo. De tal manera que mayores cantidades de minerales en médula 6sea
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demuestran un mayor contenido de minerales en el organismo y aumenta la
disposicion de los mismos como componente estructural de los huesos. En el caso de
las ponedoras su importancia es mayor dada las necesidades de los mismos en la

formacién del huevo.

Dietas con niveles bajos de fésforo y adicion de acido lactico fueron las que menos
contenido de fésforo, calcio y cinc presentaron en médula; y cuando se adicioné la
fitasa el contenido aumenté significativamente, sobre todo para el caso del cinc. No se
encontraron investigaciones previas donde el contenido en médula fuera evaluado.
Sin embargo cuando la fitasa se combiné con el &cido lactico el contenido de fésforo y
calcio no mejord; la razén de éstos cambios se pueden ver desde dos puntos de vista:
el primero se da suponiendo que al adicionar el acido organico existe una mayor
disponibilidad de fésforo soluble lo cual provoca un desbalance en la relaciéon de Ca:P
(Angel et al. , 2002); esto conlleva a cambios en el balance de los minerales y un efecto
negativo en el desempefio (Brenes et al. , 2003). En el otro contexto, Sharafat et al
(2009) encontraron que el fosforo presente en el buche fue mayor cuando se combiné
una fitasa y acido citrico que cuando se adicion¢ la fitasa sin el 4cido, sugiriendo que la
accion de la fitasa evaluada en ese ensayo pudo verse afectada con la adicién del acido

organico.
8.3.3 Yema de huevo

No se encontraron diferencias en el contenido de fésforo y cinc en la yema de huevo,
pero si para contenido de calcio y hierro. El contenido de calcio se redujo cuando las
aves se alimentaron con dietas bajas en fésforo y acido lactico. Contenidos mayores se
encontraron con niveles superiores de fosforo en la dieta y con el uso de la fitasa
individual y en combinacion con el acido lactico, sin que existiera una diferencia entre
éstos ultimos. No obstante, los resultados no estan tan relacionados con la aplicacion
de los tratamientos a diferencia del hierro. En éste ultimo, la concentracion en la yema
fue menor cuando se usé la dieta con fosforo disponible de 0.12% y acido lactico si se

compara con los tratamientos en los cuales se emple6 0.25% de fosforo y fitasa sin o
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con acido lactico. En un estudio previo Rodriguez et al (2002) no encontraron
diferencias en el contenido de fésforo y calcio en huevo al evaluar una fitasa y acido
citrico. Sin embargo, resultados de contenido de hierro y cinc en yema de huevo no

han sido reportados con anterioridad

Existen estudios en las cuales se ha buscado cambiar el contenido de minerales en
yema y huevo completo, sobre todo en minerales trazas como cinc y hierro, (Richards,
1997; Richards y Packard, 1996; Dibner y Richards, 2005) teniendo en cuenta la
implicacion que esto tiene en el desarrollo del embrién cuando se trata de huevo fértil
y del aporte nutricional que el huevo aporta al hombre. Se ha encontrado que es
posible cambiar el contenido en ciertas condiciones, dependiendo de la forma quimica
de los minerales y del contenido en el alimento, (Richards, 1997) aunque segin Angel
(2007) los cambios logrados son bajos. Los resultados han sido variables, en unos
estudios se ha logrado conseguir una respuesta positiva y en otros no (Angel, 2007;
Naber, 1979; Richards, 1997). Por otro lado se han encontrado casos donde el exceso
en minerales en las dietas provocan una disminucién en la produccién (Yair y Uni,

2011).

El contenido de minerales en la yema de huevo es el reflejo de un control interno del
ave para asegurar que las necesidades nutricionales del embri6n sean cubiertas, de tal
forma, que para el fésforo y cinc el contenido no vari6. No obstante también depende
de la disponibilidad de los minerales en el organismo (Richards y Packard, 1996). En
este sentido, los minerales como el calcio y hierro demostraron ser mas disponibles en
dietas con alto contenido en fésforo disponible y en presencia de la fitasa, la cual se
relaciona con la capacidad que posee el fitato de quelar cationes como el calcio y
hierro (Maddaiah et al., 1964). En el caso del calcio, el cambio no fue tan marcado
dado que la principal reserva de éste mineral para el desarrollo embrionario se da en

el cascardn (Yair y Uni, 2011).

La yema se ha identificado como el principal sitio de reserva de minerales trazas

como hierro y cinc; Kienholz et al. (1964) y Stahl et al. (1988) han reportado que los
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valores no se afectan por cambios en la dieta. Contrario en el presente estudio se
demuestra que en dietas con déficit de fésforo, el contenido de hierro disminuye
marcadamente. No obstante la adicién de fitasa mejora el contenido en la yema,

aunque el acido lactico no la potencializa.
8.3.4 Excretas

La cantidad de excretas producidas fue mayor en las gallinas con el tratamiento con
acido lactico y menor en la dieta con 0.25% de fosforo disponible, similar a los

tratamientos con fitasa. No obstante, el contenido de cenizas no fue afectado.

El uso de fitasas disminuyé aproximadamente en 24% la cantidad de fésforo
presente en las excretas respecto al tratamiento con altos contenidos de fésforo
disponible, lo cual concuerda con estudios reportados previamente (Lim et al. , 2003;
Francesch et al. , 2005; Panda et al. , 2005; Rodriguez et al. , 2002). Segin Simons et al.
(1990) en pollo de engorda, el uso de fitasa puede llegar a reducir el contenido de
fésforo en excretas hasta en 50%, lo cual concuerda con otros reportes (Zyta et al.,
2001; Paik, 2003). En estudios donde se ha medido el contenido de fésforo intestinal,
se ha encontrado que la retencién aumenta con el uso de fitasa sola (Li et al, 2000) o
con acidos (Brenes et al. , 2003), concluyendo que el fé6sforo se mantiene en el cuerpo

para cubrir la relacién de procesos metabdlicos internos con el calcio.

Sin embargo, teniendo en cuenta que en este estudio se desconoce el contenido de
fésforo no fitico en las excretas, es posible especular que tanto el aumento de fésforo
observado en las excretas en el tratamiento con bajo contenido de f6sforo disponible,
asi como la disminucién de fésforo con el uso de las fitasas hayan sido un reflejo del
contenido de fésforo fitico presente en las excretas. Al contrario, en el caso de las
dietas con alto fésforo disponible el contenido de fosforo en excretas sea por el fésforo

inorganico.

El calcio no mostr6 diferencias estadisticas; sin embargo en los tratamientos con
baja disponibilidad de fosforo sin el uso de fitasas, la excrecion fue mayor,

probablemente por la disminucion del fésforo disponible internamente ya que se ha
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encontrado que bajos niveles de fosforo en plasma se correlacionan con altos niveles
de calcio (Sebastian et al, 1996; Fernandes et al, 1999). Igualmente en los
tratamientos con fitasa la disponibilidad de calcio es mayor por lo cual su contenido

en las excretas aumento.

En el caso del cinc el contenido varié entre los tratamientos. Fue menor en los
tratamientos con alto contenido de fésforo disponible, acido lactico y fitasa contrario
al tratamiento con bajo contenido de fésforo disponible. Esto puede relacionarse con
lo reportado por Brenes et al. (2003) quienes encontraron que en dietas con déficit de
fésforo, la retencion de cinc en el organismo disminuia. Por otro lado el contenido de
cinc fue mayor en el tratamiento con fitasa y acido lactico respecto al tratamiento con
fitasa, quizas por un aumento en la disponibilidad del mineral en estas aves lo cual

concuerda con lo encontrado en el hueso.

En la actualidad a nivel mundial ha resurgido el interés por reducir la cantidad de
contenido mineral en excretas mediante un mejor manejo nutricional (Nahm, 2007;
Bruerton, 2005). En este estudio se demostré que en gallina alimentada con dietas con
fitasa existié una disminucién de 14% en el contenido de minerales respecto a dietas
con bajos contenido de fésforo disponible. No obstante al comparar la inclusién de
fitasa con dietas altas en fésforo disponible el contenido total aumento en 7%; éste
cambio se dio principalmente por el contenido en calcio; por lo contrario a esto, se
disminuy6 el contenido de fésforo y cinc, los cuales son los minerales de mayor
repercusion en los mantos fredticos a nivel mundial y por tanto de mayor control
(Bennett y Elser, 2011; Ryssen, 2008). De esta manera se demuestra el potencial que
aditivos como las fitasas tienen en disminuir los contaminantes al ambiente,
representando asi, una fuerte estrategia en la promocién de producciones pecuarias

mas racionales con los recursos naturales.

El contenido de minerales en hueso resultaron ser menores, pero mas aun en
médula 6sea. Por tanto éste tipo de dieta tiene menos aporte de minerales comparada

con la dieta de 0.25% de fosforo disponible y gracias a mecanismos compensatorios
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internos en el ave la capacidad de produccion de huevo se afect6 medianamente en las
semanas de experimentacién. No obstante se desconoce hasta que etapa del ciclo una
dieta con deficiencia en fésforo provoca producciones mas ineficientes. El contenido
de hierro en la yema de huevo disminuyé por la inclusiéon de 0.12% de fésforo

disponible en la dieta y el contenido de minerales en excretas aumentd.
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9. CONCLUSIONES

En gallinas alimentadas con dieta con niveles de fosforo disponible de 0.25% y calcio
total de 3.5%, los rendimientos productivos fueron mejores que en dietas con menos
contenido de fésforo. Los niveles de minerales en hueso compacto, médula 6sea, yema
de huevo y excretas demostraron ser adecuados para mantener dichos resultados

productivos.

Cuando los niveles de fosforo disponible en la dieta fueron reducidos a 0.12% y se
mantuvo el calcio total al 3.5%, los parametros productivos se vieron afectados
negativamente. El contenido de minerales en hueso disminuyd; en la yema de huevo el
contenido de hierro fue menor que el de los demds tratamientos. No obstante, las
excretas presentaron mayores cantidades de minerales. Estos resultados son

causados por la poca disponibilidad de los minerales incluidos y quelados por el fitato.

En el caso de la adicion de acido lactico a la dieta, se observé una mejora en la
produccién de las gallinas y en los contenidos de fésforo, calcio y cinc en hueso.
Mediante la acidificaciéon del medio se produjo una mejor disponibilidad para las aves

de los minerales provenientes del fitato.

Cuando se incluy6 la fitasa en una dieta con 0.12% de fosforo disponible y 3.5% de
calcio total, los rendimientos productivos mejoraron considerablemente. El consumo
se regularizd, la produccién de huevo mejoré y el peso vivo del ave fue mayor. Al
evaluar el contenido de minerales en hueso y médula 6sea se evidencié mayores
cantidades que la obtenida con la dieta sin fitasa, por lo cual en proyeccién las aves
alimentadas con fitasa tendrian mayores reservas de minerales para los procesos
metabolicos internos y la formacion del cascardn. El contenido de hierro en yema de
huevo mejord probablemente dado por una mayor disponibilidad de éste mineral. En

las excretas se disminuy6 su contenido de fosforo y cinc.

Al adicionar el acido lactico junto a la fitasa, el rendimiento productivo de las aves no

cambio respecto a la fitasa sola, aunque los valores fueron menores. El contenido en
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minerales present6 cantidades similares al tratamiento con fitasa, excepto en el caso

del cinc que resulté ser mayor.

La inclusidon de fitasa y acido lactico no mostré un mejor rendimiento productivo de
las aves ni de contenido de fésforo, calcio y cinc en las muestras evaluadas
estadisticamente, por lo cual no se logré el sinergismo esperado entre la fitasa y el
acido organico. La adicion de la fitasa en dietas con bajos niveles de foésforo disponible
(0.12%) mejora el comportamiento productivos y permite una mayor disponibilidad
de fésforo, calcio y cinc en hueso y yema de huevo y disminuye el contenido de

minerales contaminantes como el fosforo y cinc.
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CUADROS

CUADRO 4. Contenido nutricional calculado de las dietas experimentales.

Ingrediente (%) ‘ CP CN CN+AL ‘ CN+F CN+AL+F
Sorgo 692.50 699.17 679.17 699.17 679.17
Pasta de Soya (48%) 183.40 182.96 158.96 182.96 158.96
Carbonato de Calcio 91.42 94.16 94.16 94.16 94.16
Ortofosfato 7.30 1.10 1.10 1.10 1.10
Aceite vegetal 11.71 9.44 9.44 9.44 9.44
Sal (NaCl) 4.40 4.40 4.40 4.40 4.40
DL- Metionina 2.14 2.14 2.14 2.14 2.14
L-lisina 1.49 1.52 1.52 1.52 1.52
L-treonina 0.41 0.42 0.42 0.42 0.42
Avelut Polvo (Pigmento) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Avired (Pigmento) 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
Cloruro de colina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitaminas y Minerales* 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
BMD-100 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Free. Dox 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Acido lactico 0 0 50 0 50
Fitasa 0.00 0.00 0.00 0.27 0.27
Contenido Calculado
Proteina Cruda (%) 15.25 15.25 15.25 15.25 15.25
Energia Metabolizable
(Mcaflg/kg) 2.83 2.83 2.83 2.83 2.83
Metionina y Cisteina
Digestible %’% : 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Metionina (%) 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45
Lisina Digestible (%) 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Treonina Digestible (%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Calcio Total (%) 3.5 3.5 3.5 3.5 35
Fésforo Disponible 0.25 0.12 0.12 0.12 0.12

*Vitamina A 10,000,000 UI; Vitamina D3 2,500,000 UI; Vitamina E 6,000 UI; Vitamina K 2.5g; Tiamina
1.6g; Riboflavina 5 g; Cianocobalamina 0.10g, Acido Folico 0.50 g; Piridoxina 1.5 g; Pantotenato de
calcio 10 g; Niacina 30g; Cloruro de colina 60% 200 g, Hierro 80g; Manganeso 60g; Cobre 10g; Yodo
0.3g; Cinc 50g; Seleni6 0.30g; Antioxidante 125g; Vehiculo C.b.p 1.000.00g.

CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control
Negativo + Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa
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CUADRO 5. Contenido de acido fitico, fitato y fitasa en sorgo y dietas en experimetacidn.

Acido Fitico

e (2/100g) Fitato Fitato Susceptible Fitasa (FTU/kg)
Promedio | Promedio % del acido fitico Promedio. | % del fitato 1 2 3
Sorgo 0.87 0.25 28.51 0.13 51.61 -- -- --
CP 0.87 0.26 30.08 0.14 53.67 -- -- -
CN 0.96 0.25 26.44 0.15 58.70 - - --
CN+AL 0.96 0.29 30.32 0.19 64.36 -- -- --
CN+F 0.96 0.25 26.04 0.14 57.35 1900 328 458
CN+AL+F 0.97 0.28 28.76 0.17 61.09 945 475 568

CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control Negativo + Fitasa; CN+AL+F=
Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa
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CUADRO 6. Parametros productivos obtenidos en catorce semanas de experimentacion.

Parametros Productivos

9 Peso Huevo | Consumo IC Masa de Huevo Defectuoso(%
TRATAMIENTOS! | oo | "0 | (g/ave/dia) | (&/g) | Huevo @) | Roto | Farfara | Sucto | Tota
cP 77962 | 62.92a 88100 | 186> | 4901 | 024> | 014> | 048 | 086
CN 70.61b |  61.10° 8429 | 207 43.48¢ 3.80 | 3200 | 147 | 846
CN+AL 76742 | 62.10% 86.831 | 1.95® | 4753b | 205® | 253® | 170 | 6.28
CN+F 79902 |  63.112 88250 | 1.79b 50.33 106> | 010> | 076 | 1.92a
CN+AL+F 77963 | 62.500 89.97a | 190> | 4872® | 052> | 0520 | 126 | 231a
EEM 0.548 0.136 0.229 0.023 0.348 024 | 0258 | 022 | 0238
Probabilidad
Tratamiento 0.001* |  0.001* 0.001* | 0.001* | 0.001* | 0.001* | 0.001* | 0396 | 0.001*
Semana 0.001* |  0.999 0.951 0.001* | 0.001* | 0.007* | 0.029* | 0.043 | 0.001*
i‘;‘;‘tz':iznm 0.881 0.991 0.850 0.518 0.533 0.049* | 0114 | 0.491 | 0.023*

abDiferencia estadistica significativa entre las medias de los tratamientos (p<0.001).

! Tratamientos: CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control Negativo +
Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa

EEM: Error estandar de la media
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CUADRO 7. Resultados en peso del ave, pruebas de calidad de huevo y prueba de resistencia a la ruptura en tibia.

Peso del Ave (g) | Calidad de Huevo Resistencia a la
TRATAMIENTOS! Inicial —_ | Pigmentacion | UMidades | Grosor (U JICEL tibia
Haugh Cascarén (kg/8)
CP 1495.60 1459.02 9.20 91.13 309.57 1.44
CN 1461.50 1346.9> 9.00 91.84 326.57 1.34
CN+AL 1467.50 1351.5b 9.07 93.73 330.40 1.30
CN+F 1489.00 1455.102 9.00 95.03 328.50 1.35
CN+AL+F 1484.50 1436.32 8.83 87.28 320.40 1.33
p 0.975 0.042* 0.552 0.076 0.551 0.624
EEM 42.28 33.60 0.16 1.82 9.35 0.027
Contrastes
CP Vs. CN+AL;CN+F;CN+AL+F NS NS NS NS NS NS
CN Vs. CN+AL;CN+F;CN+AL+F NS 0.07 NS NS NS NS
CN+AL Vs. CN+F NS 0.03* NS NS NS NS
CN+AL Vs. CN+AL+F NS 0.07 NS 0.02* NS NS
CN+F Vs. CN+AL+F NS NS NS 0.01* NS NS

abDiferencia estadistica significativa entre las medias de los tratamientos * (p<0.05)

! Tratamientos: CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control Negativo +
Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Léctico + Fitasa

EEM: Error estandar de la media
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CUADRO 8. Resultados en prueba de pH gastrointestinal.

pH del Contenido Gastrointestinal

TRATAMIENTOS!? [ z ; i
Buche | Proventriculo | Ventriculo | Duodeno | Yeyuno | Ileon
CP 4.762 4.6492 4.1432 5.40 5.88 6.26
CN 4.962b 4.81ab 4.362 5.32 5.54 5.95
CN+AL 4.892b 4.93ab 4.712b 5.33 5.63 6.19
CN+F 5.67b 5.66b¢ 4.6442b 5.34 5.70 6.22
CN+AL+F 5.632b 5.89¢ 5.06P 5.51 5.74 6.13
p 0.030* 0.001** 0.001** 0.853 0.265 0.285
EEM 0.122 0.115 0.078 0.059 0.050 0.047
Contrastes
CP Vs. CN+AL;CN+F;CN+AL+F | 0.03* 0.00** 0.00** NS NS NS
CN Vs. CN+AL;CN+F;CN+AL+F NS 0.01* 0.01* NS NS 0.06
CN+AL Vs. CN+F 0.03* 0.02* NS NS NS NS
CN+AL Vs. CN+AL+F 0.04* 0.00** NS NS NS NS
CN+F Vs. CN+AL+F NS NS 0.05 NS NS NS

abDiferencia estadistica significativa entre las medias de los tratamientos * (p<0.05)

! Tratamientos: CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control Negativo +
Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa

EEM: Error estandar de la media
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CUADRO 9. Resultados del contenido de f6sforo, calcio y cinc en hueso compacto y médula 6sea.

Hueso Compacto

Médula

Osea

VLYW Deshidratado Cenizas Fosforo | Calcio Cinc Deshidratada | Fésforo Calcio Cinc
(gramos) (g/hueso) (mg/hueso) (gramos) (mg/médula)
CcpP 4.04b 2.04 379.56 | 437.46 | 0.5152 0.54ab 25.042b | 22.18ab 0.080ab
CN 3.822 2.06 355.47 | 419.37 | 0.4782 0.392 18.562 17.93a 0.0552
CN+AL 4.09b 2.23 385.09 | 434.32 | 0.4852 0.392 19.52ab | 24.60abc | (0.0532
CN+F 4.31b 2.20 405.17 | 463.49 | 0.556% 0.51ab 30.05P 35.83¢ 0.0980
CN+AL+F 4.26b 2.19 405.17 | 466.16 0.597b 0.61b 29.71ab 34.04bc 0.119b
p 0.020%* 0.358 0.329 0.239 | 0.002** 0.001** 0.001** | 0.001** | 0.001**
EEM 0.073 0.037 7.364 7.637 0.011 0.021 1.395 1.704 0.005
Contrastes

EEYZ.L;CN+F;CN+AL+F NS 0.09 NS NS NS NS NS 0.02* NS
gz-x:i.;CN+F;CN+AL+F 0.04* NS 0.06 0.08 0.01* 0.02* 0.02* 0.00** 0.01*
CN+AL Vs. CN+F NS NS NS NS 0.03* 0.05 0.01* 0.02* 0.00**
CN+AL Vs. CN+AL+F NS NS NS NS 0.00** 0.00** NS 0.05 0.00**
CN+F Vs. CN+AL+F NS NS NS NS NS 0.07 NS NS NS

abDiferencia estadistica significativa entre las medias de los tratamientos *(p<0.05); ** (p<0.01)

1 Tratamientos: CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control
Negativo + Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo + Acido Lactico + Fitasa

EEM: Error estandar de la media
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CUADRO 10. Resultados del contenido de fo6sforo, calcio, cinc y hierro en yema de huevo y de f6sforo, calcio y cinc

en excretas.

Yema de Huevo Excretas

TRATAMIENTOS! B Y {0)y0) Calcio Cinc Hierro gMS/ Cenizas Fosforo Calcio Cinc
(mg/18 g) Ave /Dia | (g/MS) (mg/MS Diaria
CcpP 198.00 54.36¢ 1.48 2.14b 7.263 2.28 116.81P 427.70 25.92a
CN 199.26 49.682b 1.55 1.602 8.602 2.77 109.532b 565.81 31.23b
CN+AL 194.58 47.162 1.51 1.482 9.07b 2.94 103.202ab 599.29 26.12ab
CN+F 196.38 53.64bc 1.56 2.01b 7.83ab 2.43 86.72a 485.56 25.44a
CN+AL+F 196.02 51.48abc 1.50 2.10b 8.41ab 2.64 90.13a 529.07 30.20ab
p 0.492 0.001™ 0.707 0.001* 0.015" 0.06 0.01" 0.07 0.046"
EEM 2.754 0.003 1.163 0.005 0.185 0.079 3.100 20.694 0.800
Contrastes
CPVs. NS 0.01* NS 0.00** 0.01* 0.048* 0.00** 0.03* NS
CN+AL;CN+F;CN+AL+F
g:x:i,;cmn CNSALSE NS NS NS 0.00%* NS NS 0.04* NS 0.02*
CN+AL Vs. CN+F NS 0.00** NS 0.00** 0.03* NS 0.07 0.07 NS
CN+AL Vs. CN+AL+F NS 0.01* NS 0.00** NS NS NS NS 0.09
CN+F Vs. CN+AL+F NS NS NS NS NS NS NS NS 0.03*

abDiferencia estadistica significativa entre las medias de los tratamientos *(p<0.05); ** (p<0.01)

1 Tratamientos: CP= Control Positivo; CN= Control Negativo; CN+AL= Control Negativo + Acido Lactico; CN+F= Control
Negativo + Fitasa; CN+AL+F= Control Negativo +

Acido Lactico + Fitasa

EEM: Error estandar de la media
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CUADRO 11. Andlisis de regresiéon lineal entre la secuencia de tratamientos en la toma de muestra y tiempo

transcurrido de la misma para la prueba de determinacion de pH gastrointestinal.

EE: Error estandar

Organo R? EE p
Buche 0.174 0.789 0.003
Proventriculo | 0.348 0.664 0.001
ventriculo 0.291 0.472 0.001
Duodeno 0.002 0.424 0.739
Yeyuno 0.004 0.360 0.684
ileon 0.001 0.337 0.898

CUADRO 12. Correlacion entre las pruebas de resistencia a la ruptura, cenizas y contenido mineral en hueso

compacto.
Cenizas Fosforo Calcio Cinc
(g/hueso) (mg/hueso compacto)
Resistencia a la ruptura Coef. Pearson -0.214 -0.083 -0.171 -0.230
en tibia (kg/g) p 0.135 0.568 0.234 0.109
. Coef. Pearson 1 0.815 0.745 0.621
Cenizas g/hueso p 0.001 0.001 0.001 0.001
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FERFORMANCE BEYOND PHYTASE

Trial Report

Quantum Blue improves performance of layers fed
low P diets, with no interaction with lactic acid

Research Site: Leading Research University, Mexico

+ Quantum Blue improves performance of layers fed low P diets. Lactic acid inclusion partially recovered
performance but no additive effect was obtained when including lactic acid with Quantum Blue

Trial design
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Phytate is more soluble at acid pH, and thus keeping gut pH lower for a longer penod of time by acidifying
the diet may improve phytate solubility and phytase activity. A total of 50 Hy-Line W34 laying hens at 40
weeks of age were placed inindividual cages and dllocated to five diefs (10 replicate each). Treatments
included a control diet with moderate non-phytate P content (PC), a negative control (NC) diet low in non-
phytate P, and the NC with inclusion of 0.5% lactic acid, 300 FTU/kg GQuantum Blue or 0.5% lactic acid + 300
FTU/kg Quantum Blue. Egg production rate, egg weight, egg mass, feed intake and feed conversion ratio
were measured weekly. Shelless, broken and dirty eggs were separated and total unsellable eggs
calculated as the sum of these, while birds were weighted at the beginning and end of the trial (14 weeks).

Resulis (40-54 wks of age)

Layer weight
Treatment PC NC NC+Acid  NC+Quantum Blue  NC+Acid+Quantum Blue
Initial weigh, g 1496 14462 1448 1489 1485
Final weight, g 145%a 13470 13522 1455= 1436=
a< P<0.05
Performance
Treatment Production rate Egg weight Egg mass Feed intake FCR

% a g/day g/day a/g
PC 78.0 62.94 49 Qav 88 1.86°
NC 70.60 61.1e 43.5¢ 84c 2.13a
NC+Acid 76.7= 62.1a0 47 .50 87 1.95a0
NC+Quantum Blue 79.9a 63.19 50.3= 88eo 1.79=
NC+Acid+Quantum Blue 78.0° 62.59 48.7av 90 1.90=
P
Week 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Treatment 0.001 0.999 0.001 0.951 0.001
Week x Treatment 0.881 0991 0.533 0.850 0.518
Unsellable eggs
Treatment Shelless Broken Dirty Total

%o %o % %o
PC 0.14= 0.24c 0.48 0.86=
NC 3.20a 3.80a 1.47 8.46a
NC+Acid 2.53a0 2.05q0 1.70 6.28a
NC+Quantum Blue 0.10= 1.0ée 0.76 1.92=
NC+Acid+Quantum Blue 0.520 0.52= 1.26 2.31=
P
Week 0.001 0.001 0.3%96 0.001
Treatment 0.029 0.007 0.043 0.001
Week x Treatment 0114 0.04% 0.471 0.023
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Conclusions / Implications

Layers fed diets with lower avP levels reduced performance, had higher weight loss and higher percentage
of unsellable eggs when compared with animals fed diets with regular avP levels, The percentage of broken
and total unsellable eggs increased in the latter stages of the tnal, what may be related to a cumulative
effect and reduction of internal reserves of the layers, as suggested by the greater weight loss of this group
of animals. Layers fed diets with lactic acid inclusion had intermediate results, recoverng overall production
to levels similar to the PC diet but with greater weight loss and number of unsellable eggs. Inclusion of 300
FTu/kg Quantum Blue recovered performance and sellable eggs to levels similar fo that of layers fed PC
diets, with numercal improvement in performance parameters. These data show that 300 FTU/kg Guantum
Blue can be used to substitute other sources of avP in layers diets. Inclusion of lactic acid on top of 300
FTU/kg Quanturn Blue did not further improved performance, possibly because Quantum Blue inclusion by
itself was already sufficient to support the avP requirement of the birds.
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Confrol Diets

ACI-UNAM

Ingredient Control Negative Control
Sorghum, % 69.20 69.92
Soybean meal 48, % 18.44 18.30
Limestone, % 015 9.42
Vegetable Qil, % 1.17 0.94
Salt, % 0.44 0.44
Dicalcium phosphate, % 0.73 0.11
DL Methionine, % 0.21 0.21
Lysine HCI, % 0.15 0.15
L-Threonine, % 0.04 0.04
Others, % 0.47 0.47
Nutrients

ME, keal/kg 2830 2830
Crude Protein, % 15.0 15.0
Ca, 3.50 3.50
Avallable P, % 0.25 0.12
Na, % 0.18 0.18
Lysine, % 0.80 0.80
Met + Cys, % 0.60 0.60

3 Woodstock Court, Blenheim Rood,
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