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RESUMEN

Muy pocos estudios han abordado el efecto de la dosis de fitasas de tipo ex6genas
sobre la disponibilidad de nutrientes diferentes al fé6sforo (P) en la alimentacion de
gallina de postura. En el presente estudio se evalud la respuesta en hidrolisis y
digestibilidad a dosis incrementales de un fitasa, esperando obtener mayor
disponibilidad de lisina con un grado mayor de hidrdlisis y por ende mejor
produccion. De tal manera que se investigo la inclusion de cuatro dosis de una 6 fitasa
(0,300,1200, y 4800 FTU/kg) en tres niveles de lisina digestible (0.67,0.77,y 0.87%,
de una dieta a base de maiz y pasta de soya baja en P disponible (0.12%). Ademas de
los doce tratamientos correspondientes al arreglo factorial, se incluyé una dieta
control con 0.25% de P disponible en el nivel de 0.87% de lisina digestible sin fitasa.
Durante 25 semanas se registraron parametros productivos y se realizaron pruebas
de calidad fisica del huevo. Se emplearon 14 gallinas Bovans White con una edad de
inicio de 40 semanas por cada tratamiento, alojadas en jaulas individuales,
considerandose cada una como una réplica y alimentandosen con 105 g/ave/dia. Al
concluir la evaluacién de parametros productivos, se seleccionaron 12 aves al azar de
cada tratamiento para determinar grasa abdominal, parametros 6seos, digestibilidad
en fleon de aminoacidos limitantes, no limitantes, y minerales, hidrélisis del acido
fitico en contenido de molleja y contenido de coenzima Q10 en higado. Los resultados
mostraron que la dosis de 1200 FTU/kg incrementé el porcentaje de postura,
resistencia a la ruptura, y contenido de cenizas en hueso, comparado con la no
inclusion de la fitasa; asi mismo, mantuvo el peso del ave y el contenido de grasa
abdominal, y disminuyo el indice de conversion y la incidencia de huevo roto y en
farfara (P<0.05). En la masa de huevo comercializable hubo una interaccién entre los
niveles de fitasa y lisina digestible, en la que la dosis de 4800 FTU/kg presento
resultados similares a la no inclusion de la fitasa en 0.67 y 0.87% de lisina digestible,
mientras que en 0.77%, la masa fue mayor, comparada con 300 FTU/kg (P=0.05).
Gallinas alimentadas con la dieta control solamente presentaron mayor peso de huevo

(P=0.06). La calidad fisica en huevo no cambi6 con los tratamientos (P>0.05). El nivel
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de lisina digestible y la dosis de la fitasa cambiaron la digestibilidad de todos los
aminodacidos evaluados, siendo que en el nivel de 0.67% de lisina digestible, el
incremento gradual de la dosis de la fitasa result6 en un aumento lineal de la
digestibilidad, mientras que en 0.77 y 0.87% la respuesta fue de tipo cuadratica
(P<0.05). La digestibilidad del P fue mayor a medida que la dosis de la fitasa
incremento, aunque el efecto disminuyo6 en el nivel de 0.87% de lisina (P=0.034). El
coeficiente de digestibilidad del Ca, Zn, Cu, Co, Mn, y Fe no varié con los tratamientos
(P>0.05). En los niveles de 0.67 y 0.77% de lisina digestible, al incluir la fitasa se
increment6 la digestibilidad del Mg, Na, y K, mientras que en 0.87% se disminuyd
(P<0.05). La digestibilidad de minerales y aminoacidos del control positivo no fue
diferente de las demads dietas evaluadas (P<0.05). La inclusion de la fitasa en 300,
1200 y 4800 FTU/kg redujo el contenido del éster bajo de inositol (Ins-P) 6 en
comparacién con dietas sin fitasa con 0.12 y 0.25% de P-dis (P<0.001). Las dosis de
1200 y 4800 FTU/kg presentaron menos contenido de Ins-3 y 2P (P<0.05), aunque
solo 1200 FTU/kg provoc6é mayor contenido de inositol libre (P<0.01). La inclusién de
la fitasa en 0.67% de lisina digestible no alter6 el contenido de coenzima Q10 en
higado, mientras que en 0.87% la enzima produjé una reducciéon (P<0.05). El
contenido de coenzima Q10 se correlacion6 negativamente con la masa de huevo
producida, el contenido de grasa abdominal, y la digestibilidad de aminoacidos y P

(P<0.06).

En el presente estudié se encontré mayor hidrélisis del acido fitico con el incremento
de la dosis de la fitasa, llevando a mayor liberaciéon de nutrientes de su la estructura
interna del &cido fitico como el P e inositol. El efecto positivo de la fitasa en la
disponibilidad de aminoacidos, Na, y K fue dependiente del nivel de lisina digestible
en la dieta, sin tener efecto sobre el Ca, Zn, Cu, y Fe. La inclusidn de la fitasa generé
una disminucion en el requerimiento por la coenzima Q10 en el nivel de 0.87% de
lisina digestible. La interacciéon entre el contenido de fitasa y lisina digestible fue
significativa en la produccién de huevo comercializable, mientras que en el resto de

los parametros productivos, la dosis de 1200 FTU/kg conllevo a un mejor desempefio

v



e incremento del inositol libre dietario. La inclusién de P inorganico en la dieta no
mostré diferencia, a pesar del hecho de incrementar el aporte de P en la dieta,
posiblemente debido a que la hidrélisis del acido fitico y la digestibilidad de
aminoacidos fue similar a la dieta baja en fésforo disponible. Se concluye que el mayor
aporte de la fitasa esta dado por el incremento de la disponibilidad de P en la dieta y el
restablecimiento del proceso de digestion en general, pero no por una liberacion
especifica de lisina. Se recomienda la adicién de 1200 FTU/kg de una 6-fitasa
proveniente de E.coli y 0.87% de lisina digestible en dietas a base de maiz y pasta de

soya con 0.12% P disponible para gallina Bovans White de 40 a 65 semanas de edad.



ABSTRACT

Mechanism behind of exogenous phytase (Phy) effect on nutrients above
phosphorus (P) has had poor attention in egg production in worldwide. Additionally,
no concluding information is available about the effect of the dose in Phy action on
nutrients above P. The hypothesis of the present study was that increasing Phy dose
would allow greater hydrolyses of phytic acid, raising the bioavailability of lysine
from based diet. Thus, improvements in productive parameter would be possible and
for that a better metabolic status in the laying hen would be got. It was tested the
inclusion of four doses of Phy (0, 300, 1200, y 4800 FTU/kg) in three levels of
digestible lysine (dLys) (0.67, 0.77,y 0.87%) in a corn-soybean meal based-diet low in
available P (avP) (0.12%). Furthermore, a control diet was included with 0.25% avP
in 0.87% dLys without Phy inclusion, for a total of 10 treatments. During 25 weeks,
egg production and egg quality were evaluated in 40 weeks-old Bovans White laying
hens. Each treatment had 14 hens placed in individual cages and fed 105 g/day, for
that 182 layers were tested in total. At the end of the productive evaluation period, 12
hens per treatment were selected and euthanized to assess abdominal fat deposition,
bone parameters in tibia, ileal digestibility of amino acids and minerals, degradation
of phytic acid in gizzard, and coenzyme Q10 (CoQ10) content in liver. Inclusion of
1200 FTU/kg decreased egg production, breaking strength and ash content in bone,
maintained body weight and abdominal fat deposition, and decreased broken and
soft-shell eggs and FCR compare to non-inclusion of Phy (P<0.05). There was an
interaction between Phy and dLys levels in marketable egg mass, where 4800 FTU/kg
showed similar results than non-Phy inclusion in 0.67 and 0.87% dLys, but in 0.77%
this dose was better than 300 FTU/kg (P=0.05). The control diet increased egg weight
(P=0.06), although no significant effect was observed for the other studied variables.
There was no effect of treatments in egg quality (P>0.05). Amino acid digestibility was
affected by Phy dose and dLys level. Thus, incremental doses of Phy fitted lineal
response in 0.67%, meanwhile in 0.77 and 0.87% the response was quadratic

(P<0.05). P digestibility was higher with Phy dose rising, although diminishing in the
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response was observed in 0.87% dLys (P=0.034). No significance was found for Ca, Zn,
Cu, Co, Mn, and Fe (P>0.05). In 0.67 and 0.77% dLys, Phy inclusion increased the
digestibility of Mg, Na, and K, meanwhile in 0.87% it was decreased (P<0.05). The
control diet did not show differences regards to other diets (P<0.05). Lower presence
of low inositol ester (Ins-P) 6 was found with the addition of Phy (300, 1200 y 4800
FTU/kg) than non-inclusion of Phy in 0.12 and 0.25% avP diets (P<0.001). 1200 and
4800 FTU/kg doses allowed less presence of Ins-3, and 2P (P<0.05), and 1200 FTU/kg
had the highest concentration of free inositol (P<0.01). No changes were observed for
CoQ10 content in liver in levels of 0.67% dLys, otherwise in 0.87% dLys, Phy addition
decreased the coenzyme concentration (P<0.05). Furthermore, CoQ10 concentration
was negative correlated with egg mass, abdominal fat deposition, and digestibility of
amino acids and P (P<0.06). Results obtained in the current study demonstrated that
a greater hydrolyses of phytic acid is obtained with incremental doses of Phy, which
allowed higher releasing of nutrients from its structure such as P and inositol.
Regarding to nutrients above P, the positive effect of Phy on amino acids digestibility,
Na, and K was linked with dLys content in diet, resulting in a reduction of the
requirement for CoQ10 with Phy addition only in 0.87% dLys. In this way, Phy dose
and dLys content influenced the marketable egg production; however, in most of
productive variables, 1200 FTU/kg resulted in better performance, that was accord
with the increase in dietary inositol availability. Addition of inorganic P did not
increase production in spite of P dietary supply, probably due to low hydrolyzes
process of phytic acid and no improvements in amino acid digestibilities. In
conclusion, most of the action of Phy would impact P bioavailability and would
improve digestion process, without specific effect on lysine. It is recommended the
use of 1200 FTU/kg of 6-Phy from E. coli and 0.87% dLys level in a corn-soybean meal
based diet with 0.12% avP in Bovans White laying hens from 40t to 65t week.
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I. REVISION DE LITERATURA

1.1 El Acido Fitico

El &cido fitico (A-Fi) es un compuesto quimico conformado por seis moléculas de orto-
fosfato (PO-4) unidos a un anillo de myo-inositol por medio de puentes de hidrégeno.
El A-F; es llamado también acido inositol hexa-fosférico 1,2,3,4,5,6 con férmula
quimica Ce¢H28024P¢y cargas negativas en sus grupos fosfatos, convirtiéndolo en una
molécula altamente reactiva. En caso que el A-F; se encuentre unido a metales
catidnicos divalentes como el calcio (Ca), magnesio (Mg), y zinc (Zn) formando sales,
se le conoce como fitina o fitato, siendo éste ultimo la denominacion mas avalada
(Angel, Tamim y col, 2002) y la que se tomara para el presente escrito. Entre 50 y
80% 6 2/3 del contenido total de fésforo (P) en semillas de cereales, legumbres y
semillas oleaginosas se encuentra en forma de fitato (Ravindran, 1995;Singh, 2008) y

el restante P estd en forma libre es decir en forma de grupos fosfatos.

La presencia del A-F; en la semilla desempefia un papel fundamental en el proceso
de latencia, al evitar procesos oxidativos naturales (Graf, Empson y col, 1987). Luego
del proceso de germinacion, el A-F; se une a minerales presentes en el medio y de esta
manera en forma de fitato se mantiene como reserva para contribuir a la formacién de
la pared celular. En resumen, en granos la presencia del fitato cumple funciones como:
1) reserva de P y energia, 2) inhibiciéon de la producciéon de ATP fomentando el
proceso de latencia, 3) control de cationes divalentes, y 4) regulacién del P disponible

(Angel, Tamim y col, 2002).

En avicultura, generalmente una dieta a base de vegetales contiene de 2.5 a 4 ppm
de A-F; (Ravindran, 1995), aunque el contenido varia dependiendo del tipo de vegetal
base, y de factores como el estado de maduracién del grano, condiciones de cultivo
como la cantidad de fertilizante, tipo de suelo, factores climaticos (Reddy, Sathe y col,
1982). En los granos no solo las cantidades y proporciones de fitato respecto al P total

varian, sino también su ubicacion. En el caso del maiz, el P fitico, es decir el P presente



en el A-F;, representa de 66 a 85% del total de P y alrededor del 90% de este se
encuentra en la porcion del germen, mientras que en sus subproductos el contenido
aumenta debido a la concentracién de nutrientes (Eeckhout y Paepe, 1994). En la soya
el contenido es menor comparado con el maiz, siendo de 53-68%, (Selle y Ravindran,
2007); ademas su distribucion no es especifica de una estructura particular
(Sebastian, Touchburn y col, 1998). Un estudio realizado por Eeckhout , De Paepe
(1994) se demostré que el contenido de fitato en arroz, trigo, y avena es mayor,
siendo que en el trigo y el arroz, la mayor cantidad del fitato se encuentra en la
aleurona y salvado. En el caso del trigo y arroz mas del 80% del fitato se encuentra en
el salvado (O'Dell, De Boland y col, 1972), mientras que en semillas dicotiledonas
incluyendo semillas oleosas (excepto en la soya), el fitato esta en forma de globoides

localizados en la semilla (Sebastian, Touchburn y col., 1998).

Pese a la importancia de su funciéon biolégica en las plantas, el A-F; en la
alimentacién de animales monogastricos se considera un antinutriente, y no es tanto
debido a la baja disposibilidad del P en su estructura, sino por su capacidad de unién a
otras moléculas circundantes en el medio, lo cual crea aconglomerados de baja
digestibilidad. Es de conocimiento que el A-Fi tiene la capacidad de atraer y unirse a
una amplia gama de moléculas cargadas positivamente como minerales (Vohra, Gray y
col, 1965), aminoacidos basicos (Prattley, Stanley y col, 1982), carbohidratos
(Thompson y Yoon, 1984), y lipidos, estos ultimos mediante la formacion de
conglomerados denominados lipofitinas (lipidos, péptidos, Ca+2/Mg+2- A-Fi)

(Cosgrove, 1966), siendo que la afinidad por cada uno de estos nutrientes es diferente.

Efecto en proteina. El A-Fi por sus caracteristicas quimicas y fisicas tiene la
capacidad de influir en la solubilidad de la proteina, afectando negativamente la
digestibilidad de esta y por ende su disponibilidad en el alimento. Selle, Cowieson y
col. (2012) expusieron dos mecanismos por los cuales el A-Fi altera la digestibilidad
de la proteina. El primero debido a la formaciéon de complejos directamente con la
proteina y el segundo por cambios en la estructura del agua circundante a la misma,

los cuales seran descritos a continuacion.



La molécula del A-Fi posee de 6 a 12 protones fuertemente intercambiables (OH,
aquellos con un pK,<3.5) y seis que se disocian poco (pKa 4.6-10) (Costello, Glonek y
col., 1976), siendo que a un pH como el encontrado en el tracto digestivo y alimentos,
el A-Fi y sus productos intermedios de catabolismo conocidos como ésteres bajos de
inositol (Ins-P) como el Ins-5P, Ins-4P e Ins-3P (Persson, Tirk y col, 1998) estan
cargados negativamente lo que permite la formacién de enlaces con moléculas
cargadas positivamente. Las uniones pueden ser entre uno o varios grupos fosfatos de
una molécula de A-Fi con moléculas presentes en el medio, creando conglomerados
que comprometen la disponibilidad de los diferentes sustratos a las enzimas
endogenas del tracto digestivo, siendo que tanto la digestibilidad del alimento como el
gasto de mantenimiento del animal se ven afectados negativamente (Selle, Cowieson y

col, 2012).

En el caso de la proteina, la uniéon al A-Fi depende del punto isoeléctrico de la misma
y del pH del medio. En un pH &cido, la proteina se encuentra con carga positiva en el
grupo a-NH2 y en algunos aminoacidos basicos como la arginina, histidina y lisina, lo
cual provoca la unién directa y la formacién de complejo binarios. En un pH basico las
proteinas tienen carga negativa en los grupos carboxilos de todos los aminoéacidos,
provocando su unién a cationes divalentes (en el ave es el Ca principalmente), los
cuales a su vez se encuentran unidos al A-Fi, generando la formacién de complejos
terciarios (Cheryan y Rackis, 1980). La unién con el A-Fi, provoca cambios
estructurales en la proteina, formando conglomerados que se vuelven insolubles y se
precipitan, de tal manera que no pueden ser digeridos por el animal. Kies, De Jonge y
col. (2006) al evaluar in vitro cinco fuentes de proteina determinaron que la formacion
de complejo binarios se daba principalmente en pH 3-5, cercano al del tracto digestivo
superior en aves, negando la posibilidad de que estos complejos se formaran en el
grano. Asi mismo, concluyeron que la inclusiéon de una fitasa (Fi) de tipo exdgena
previene la formacion de dichos compuesto y por ende permite la degradaciéon de la

proteina de una manera mas rapida.



Selle, Cowieson y col. (2012) no encontraron una relacién estadistica entre el
contenido de aminodacidos basicos y la reduccién de la solubilidad de diferentes tipos
de proteina en los datos reportados por Kies, De Jonge y col. (2006), cuando se evaltio
el fitato de sodio (Na) a un pH de 2. Por lo que se postulé la idea de que los grupos
fosfato en el A-Fi actuarian como moléculas con capacidad kosmotropica. En este caso,
el A-Fi tiene la capacidad de estabilizar la estructura de la proteina al establecer
puentes de hidrégeno con el agua circundante a la proteina. Esto, debido a que el
grupo fosfato en la estructura del A-Fi esta catalogado como un kosmotropo, siendo
que la afinidad del agua por éste es mayor que por otras moléculas de agua presentes

en una solucién.

No obstante, Bye, Cowieson y col. (2013) al evaluar el efecto de fitato de Na sobre la
solubilidad y estabilidad de la lisozima concluyeron que el fitato podria actuar como
kosmotropo en concentraciones mayores a 5mM al estabilizar a la proteina y por
debajo de esta concentracién la unién entre las cargas negativas del fitato provocaban
una desestabilizacién de la proteina, y por lo tanto baja solubilidad. Estas
caracteristicas quimicas indican que el A-Fi influye sobre la disponibilidad de
moléculas a sus respectivas enzimas en el tracto digestivo por lo cual el proceso de
digestion y absorcion de los nutrientes se ve entorpecido, convirtiéndo al A-Fi en un
factor antinutricional presente en dietas vegetales para animales monogastricos. Por
tanto las investigaciones relacionadas con el impacto del A-Fi en la disponibilidad de
proteina a partir de la dieta para aves de postura son pertinentes, con el fin de

conocer los alcances de la hidroélisis del A-Fi por parte de las enzimas.

Capacidad quelante. Como ya se mencioné anteriormente, el A-Fi posee las
caracteristicas quimicas estructurales para crear uniones con distintas moléculas
dependiendo del pH del medio. Entre estas, ya se describié las uniones a proteina,
entre las que enzimas como pepsina, a-amilasa y tripsina también estan incluidas. Se
ha encontrado in vitro que la tripsina es inhibida al incubarse con A-Fi y que a mayor

concentracion de fitato de Na la inhibicién es mas fuerte, aunque la ausencia de Ca no



es un factor influyente (Singh y Krikorian, 1982). También se ha encontrado que El A-
Fi es capaz de unirse a la carga positiva del grupo amino terminal de la pepsina a un
pH acido (Vaintraub y Bulmaga, 1991) 6 por medio de uniones con Ca, formando
complejos terciarios (Caldwell, 1992). Por lo tanto, es posible que la acciéon de
enzimas como la tripsina, quimotripsina, elastasas, y a-amilasa se esté afectando dada
la estrecha relacion de su actividad con la disponibilidad de Ca en el medio (Caldwell,
1992). Bye, Cowieson y col. (2013) basandose en su estudio in vitro sobre la
solubilidad de la lisozima, tripsina, y quimotripsina en la presencia de fitato,
postularon que existia la posibilidad de que el A-Fi se encontrara unido
electrostaticamente a una amplia gama de moléculas con cargas positivas bajo un
ambiente similar al del estdmago, asi como para el caso de la tripsina y quimotripsina

del duodeno.

No obstante la importancia de la proteina, las interacciones que han sido mas
estudiadas son aquellas presentes entre el A-Fi y minerales, siendo que la afinidad del
A-Fi depende del tipo de cation. Maddaiah, Kurnick y col. (1964) reportaron la
siguiente secuencia en fuerza de quelacion: Zn2+>>Cu2+>Co%*>Mn3+>Ca2+*, mientras
que Vohra, Gray y col. (1965) encontraron mayor afinidad por parte del cobre (Cu)
que del Zn. En pollo de engorda incrementos en las cantidades de Cu en forma de
sulfato en la dieta, provocaba un efecto deletereo en el desempeio productivo y en la
retencion de P, cuantificado en excretas, cuando se adicion6 600 FTU/kg de una Fi
proveniente de Aspergillus niger (Banks, Thompson y col.,, 2004). De tal manera que es
posible que el Cu impidid la accion de la enzima mediante la formaciéon de complejos

indigestibles con el A-Fi.

No obstante el mineral que mas ha llamado la atencién en cuanto al uso de las Fi a
parte del P, ha sido el Zn. En pollo de engorda se encontr6 que adicionar Fi de
Aspergillus niger en forma paulatina a 0, 200, 400, y 600 FTU/kg, se incrementaba la
retencién del Zn en el cuerpo (Brenes, Viveros y col, 2003). Asi mismo se ha
destacado la capacidad de los Ins-3 y 5P de unirse a éste mineral y al Ca, aunque este

efecto va siendo menor a medida que se obtiene InsP mas bajos (Xu, Price y col,



1992). En cerdos, a medida que el contenido de fitato en el ileon es mayor, la
concentracion de hemoglobina en sangre el Fe es menor, afectindo negativamente la
incidencia de la dnemia (Wilcock y Walk, 2016). Esto puede ser extrapolable a
resultados obtenidos in vitro, en los cuales el Fe es susceptible de ser quelado tanto

por el A-Fi como por Ins-3y 4P (Yu, Cowieson y col., 2012).

No obstante que el A-Fi muestra mayor afinidad de quelar otros minerales que el Ca,
en las dietas de aves de produccidn las altas cantidades presentes de éste mineral le
confieren un enfoque importante en las investigaciones sobre A-Fi (Selle, Cowieson y
col., 2009). Por otro lado el Ca tiene la capacidad de formar uniones Ca-Zn-fitato (Byrd
y Matrone, 1965), los cuales resultan ser mas estables que las formadas por Zn-fitato.
De tal manera que se ha postulado que el Ca es el cation con mayor impacto en las
interacciones , ya que su exceso en la dieta provoca la formacion de complejos poco
solubles y no absorbibles entre fitatos y proteinas (Gifford y Clydesdale, 1990). En el
caso de la union del Ca a los carbohidratos, ésta se da por la formacién de puentes de
hidrégeno con una proteina que va unida al fitato (Thompson y Erdman Jr, 1982).
Otro aspecto a tener en cuenta con éste mineral es el efecto buffer que posee, teniendo
en cuenta que la formacién de compuestos es mayor en pH basicos mientras que en

pH acidos es inhibida (Selle, Cowieson y col., 2009).

El pH del medio es uno de los factores que mas influye en la capacidad quelante del
A-Fi, ya que la carga de iones hidronios circundante modulan las cargas del A-Fi
(Figura 1). Cuando el pH del medio es acido (1-4), la cantidad de iones hidronios es
mayor, lo que permite neutralizar las cargas negativas de los grupos fosfatos en el A-
Fi. Ello conlleva a que éste no pueda unirse con otras moléculas cargadas
positivamente, y esté susceptible a la hidrolisis por parte de la Fi y se permita una
mayor liberaciéon del P de su estructura. En el caso de un pH mas basico (5-8), las
bajas concentraciones de hidrogenion del medio hacen que el A-Fi conserve sus
cargas negativas y sea inestable, uniéndose a moléculas presentes en el medio. Dicha
unién puede ser entre fitatos y mas moléculas, creando conglomerados de nutrientes

de baja digestibilidad (Angel, Tamim y col., 2002;Selle y Ravindran, 2007).
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FIGURA 1. Propiedad quelante del fitato sobre nutrientes.

Fuente: Adaptado de Singh et al. (2008)

Maenz, Engele-Schaan y col. (1999) estudiaron el efecto del pH del medio en la
relacién molar para la unién entre A-Fi y minerales como Zn?2+, Fe3*, Fe2+, Mg2*, Mn2*, y
Ca?*, encontrando que al incrementar el pH de 4 a 7.5 la relacién molar disminuia
significativamente para todos los minerales, excepto para el Fe3*, en el cual la relacion
mineral:A-Fi, aumentaba. De esta manera se considera que tanto la concentracion de
nutrientes en el medio como el pH influyen en la capacidad quelante del A-Fi. Asi
mismo, Pontoppidan, Pettersson y col. (2007) al evaluar el efecto del pH en la
solubilidad de minerales y proteinas respecto al contenido de A-Fi en dietas a base de
maiz y pasta de soya, encontraron que a pH acido la solubilidad tanto de los minerales
como de la proteina era mayor. El ambiente encontrado en el tracto digestivo pueden
conjugarse para obtener una respuesta negativa hacia la presencia de A-Fi en relacién
con un efecto negativo de la absorcidn de nutrientes mas alla del P, como es el caso de

minerales con cargas positivas como el Ca, Zn, Cu, Mn, y Fe.

Propiedades de los Ins-P. Al A-Fi como al Ins-6P se le han clasificado como
moléculas antioxidantes, dada su naturaleza de poseer enlaces negativos que les
permiten aceptar electrones generados por especies reactivas de oxigeno. Esta

propiedad, es la razon de su presencia en los cereales, ya que mantiene en estado



oxidado a los minerales, entre ellos al Fe2+, de tal manera que la semilla se mantiene
en un estado latente. Asi mismo, esta capacidad antioxidante y de quelacién hacia el
Fe3* (que es parte de la oxidacién de lipidos), le ha conferido propiedades preventivas
en patologias como el cancer de colén, diabetes, y enfermedades coronarias en

humanos (Kumar, Sinha y col, 2010).

Los Ins-P mecionados anteriormente, forman parte de una familia de moléculas
afines en su estructura, las cuales contienen y proveen de P en forma de fosfatos (PO3)
al metabolismo celular, cumpliendo funciones cruciales como sefializacion celular y
almacenamiento de energia. Dentro de este grupo de moléculas se encuentran los
inositoles pirofosfatos que son moléculas que tienen mas de seis grupos fosfato
unidos al anillo de inositol, siendo el Ins-7P el mas abundante en células eucariotas,
los cuales requieren para su formacion al A-Fiy a las IP6 kinasas (enzimas encargadas
de anadir grupos fosfatos). Otro tipo de moléculas son los polifosfatos inorganicos que
son polimeros lineales de grupos fosfato -poliP- formados por endo y exo-fosfatasas;
ademas se encuentran los fosfoinositidos, es decir los de tipo fosfolipidos. Todos las
clases de moléculas anteriormente mencionados estan presentes en organismos pluri
y unicelulares, desempefiando funciones de sefalizaciéon celular principalmente

(Livermore, Azevedo y col., 2016).

Los inositol pirofosfatos cumplen funciones dentro de las células como moléculas
involucradas en procesos de apoptosis, conservacion de telomeros, y desarrollo
embrionario. Sin embargo, investigaciones recientes destacan una funcién
fundamental: actuar como mensajeros metabélicos y reguladores de la homeostasis
celular (Wilson, Livermore y col, 2013). Como un ejemplo, son reguladores del
metabolismo del fosfato a nivel celular, ya que los Ins-7P regulan la formacién de
poliP al parecer por mecanismos relacionados con trafico vesicular, siendo que los
poliP juegan un papel importante en mantener el buffer intracelular y actuar como
moléculas de almacenamiento de grupos fosfato indispensables en la formacién de
ATP, lo que implica un efecto directo en los procesos de energia celular. En levaduras

mutantes, el déficit de Ins-7 y 8P produce una disminucién en la cantidad de poliP



(Auesukaree, Tochio y col, 2005). En humanos, niveles irregulares de P plasmatico ha
sido relacionado con un deficiencia genética en la formacién de la IP6 kinasa, por lo
que se cree que no solo los inositol fosfatos actuarian a nivel celular, si no también en
el organismo (Auesukaree, Tochio y col, 2005). Asi mismo, a los inositoles
pirofosfatos se les ha relacionado con el control del metabolismo en el organismo
relacionado con la presencia de insulina y con la incapacidad de la mitocondria para
sintetizar acidos grasos intermedios, en estudios con ratones knock-out de la IP6
kinasa (Bhandari, Juluri y col, 2008). Por lo tanto un resultado positivo en
mecanismos que buscan la formacion de energia son obtenibles tras la degradacién
del A-Fi en el tracto digestivo, absorcion de los nutrientes en su estructura e
inhibicion en la formacion de complejos indigestibles que incluya directamente

lipidos.

Esto hace posible que los InsP provenientes de la hidrdlisis del A-Fi tengan
repercusiones por si mismo sobre la generaciéon de energia a través de regulaciones
por medio de los pirofosfatos y los poliP sobre la formaciéon del ATP. No obstante la
importancia del Ins-3P (3,4,5) como mensajero intracelular en la liberacion de Ca, el
enfoque que mayor se le ha dado en la nutricién es respecto a su capacidad quelante.
Desde hace tiempo ya se habia reconocido que dicha capacidad iba disminuyendo
conforme se va quitaba grupos fosfatos de su estructura, siendo la secuencia en fuerza
de unidén: Ins-6P>Ins-5P>Ins-4P>Ins-3P>Ins-2P (Xu, Price y col,, 1992). A medida que
va sucediendo la hidrdlisis del A-Fi en los InsP con menos grupos fosfatos, el
fendmeno de quelacion va siendo atenuado y por lo tanto se va promoviendo mayor

estabilidad de los nutrientes en la dieta, para ser absorbidos y usados por el cuerpo.

Inositol. Es un azucar de cadena de 6 carbonos que se deriva de la glucosa, y es el
nucleo o anillo de los InsP por lo que diferentes uniones de los grupos fosfato a los
carbonos y entre si puede generar hasta 64 tipos de moléculas unicas, de las cuales la
mayoria ya han sido identificadas en las células eucariotas (York, 2006). EI myo-

inositol presente en la dieta como A-Fi, fosfolipidos, y myo-inositol libre es altamente



absorbible en el intestino; en humanos el 99.8% es absorbido en el intestino por
transportadores de glucosa SMIT2 dependiente de Na y ademas por HMIT
(transportador H*/myo-inositol) cuando las concentraciones en plasma son altas
(Coady, Wallendorff y col,, 2002). El inositol es sintetizado en una amplia gama de
tejidos, incluyendo el cerebro, musculo y tejido graso y es excretado por la orina; no
obstante, en el rifién se lleva a cabo un proceso de catabolismo fuerte, ya que menos
de 1% del inositol es excretado intacto por la orina, siendo convertido a D-xilulosa 5-
fosfato y entrando a la via de los fosfatos pentosas para la formacién de glucosa

(Holub, 1986).

El inositol es empleado en la regulacion del metabolismo energético celular por
medio de la formacién de InsP por kinasas especificas de fosfoinositidos, de las cuales
el inositol estimula su produccion. Las kinasas participan en procesos de absorcion de
glucogeno, al direccionar el transportador de glucosa GLUT4 en la membrana
plasmatica en tejidos muscular y graso por medio de la proteina kinasa B (Lee y
Bedford, 2016), después de lo cual la sintesis de glicogeno por glucosa se da por
medio de la glicogeno sintetasa (Hajduch, Alessi y col, 1998). No obstante es
importante tener en cuenta que las aves no poseen el transportador GLUT4
(Tokushima, Takahashi y col, 2005), por lo cual mecanismos similares pudieran estar
presentes por medio de otras moléculas. Asi mismo, es conocido que el InsP mas
estudiado, el Ins-3P (3,4,5) estd involucrado en mecanismos de comunicacion
intracelular para la liberaciéon de Ca y en procesos de metabolismo de lipidos, vias
metabolicas, procesos inmunoldgicos, y de osteogénesis. El inositol también afecta el
metabolismo lipidico ya que al comparar dietas deficientes en inositol con dietas
suplementadas, se encontr6 una acumulacion de triacilglicéridos en higado,
asumiendo que el inositol es una molécula involucrada en el transporte de
lipoproteinas y en el uso de éstas para generacion de energia en el higado (Burton y
Wells, 1979). Por lo que al inositol se le considera como un nutraceutico disponible a
partir de la dieta y que por si mismo puede traer efectos positivos a los procesos

biolégicos involucrados en la formacién del huevo.
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Mecanismos fisiolégicos para contrarrestar el efecto anti-nutritive. La
capacidad del A-Fi para actuar como un factor limitante en la disponibilidad de
nutrientes a partir de la dieta trae consigo la activacién de ciertos mecanismos
compensatorios en el tracto digestivo del ave. Uno de dichos cambios se da a nivel de
pH gastrico, ya que la presencia del A-Fi provoca alteracién en el ambiente
electroestatico del medio al quelar moléculas, creando conglomerados proteicos que
llevan a una mayor secrecion de acido clorhidrico como un intento por activar mayor
cantidad de enzimas proteoliticas y poder efectuar la digestién de éstos (Adeola y
Sands, 2003). Asi mismo, dicha acidificaciéon podria neutralizar las cargas de las
moléculas de A-Fi, disminuyendo su capacidad de quelacién. En pollo de engorda la
inclusion de una Fi provoco una ligera alcalinizacion del pH en el proventriculo (Walk,
Bedford y col, 2012;Amerah, Plumstead y col, 2014), lo cual conlleva un efecto
positivo en el gasto de mantenimiento del ave de una manera indirecta. Como
consecuencia de la secrecion del acido clorhidrico y de la presencia de los
conglomerados con el A-Fi, la produccién de mucina aumenta en el intestino para la
proteccion de la mucosa (Selle, Cowieson y col,, 2012), lo que lleva a mayor perdidas
de aminoacidos endoégenos (principalmente treonina, prolina, serina, y cisteina
(Bequette, 2003)), asi como de Na, Cl;, y K (Selle y Ravindran, 2007) e incrementa el

gasto energético de mantenimiento.

Dado que el P presente en el A-Fi no logra ser libre para ser absorbido en el intestino
en una amplia proporcion, el organismo es capaz de regular la expresion de los tipos
de transportadores protéicos en intestino, dependiendo de la concentraciéon de P
inorganico en las células intestinales, los cuales ademas son dependientes del
segmento del tracto digestivo. Huber, Zeller y col. (2015) determinaron que mayor
presencia de P inorganico proveniente de fosfato mono-calcico en el lumen del yeyuno
e ileon, estimulaba la expresion de una isoforma del transportador NaPi II
(dependiente de Na) de 105 kDa que se caracteriza por su baja afinidad y alta
capacidad de transporte por el P, cuando se incluy6 12,500 FTU/kg de 6-Fi. En caso

contrario, con baja presencia de P inorganico, se expresé mas una isoforma de 90 kDa
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con alta afinidad y baja capacidad de transporte, que presenta caracteristicas
similares a las del transportador PiT1 (dependiente de Na tipo III). Estos
transportadores, al parecer, también responden a la presencia de Ins-4 y 5P,
dependiendo del segmento del tracto estudiado, siendo que la actividad de la isoforma
de 105 kDa se correlaciond negativamente con la presencia de Ins-4P en fileon,
mientras que el PiT1 se expresa mejor con Ins-5P en el yeyuno, pero peor con Ins- 4 y
5P en ileon. En el mismo estudio, la presencia en dieta de Ca ionizado (a partir de
materias primas como fosfato mono-calcico) estimulé los canales tipo TRPV6, por lo
cual mayor cantidad de Ca proveniente de la dieta es absorbido evitando la formacién
de complejos Ca:P en el tracto digestivo. Asi, mas P soluble esta disponible para su
absorcion y por lo tanto la digestibilidad del P es influida, no solo de manera directa

con la liberacion de grupos fosfato de la estructura del A-Fi.

Factores que influyen en la hidrolisis del fitato en el tracto digestivo.
Actualmente, con el desarrollo de las técnicas de laboratorio como el HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) para la cuantificaciéon de moléculas en
muestras de origen tisular, se ha empezado a generar informacién respecto a la
hidroélisis lograda en el tracto digestivo por distintas Fi comerciales. Al principio la
determinacion de los InsP se enfoc6d en el tracto digestivo superior de aves
comerciales en d6rganos como el proventriculo-ventriculo, ya que son cercanos al
buche que es el lugar donde realiza la accién la mayoria de Fi comerciales (Selle y

Ravindran, 2007), siempre y cuando no sean recubiertas.

No obstante, existen factores que afectan la accion de las Fi, tales como el tiempo de
transito intestinal y el pH. Es conocido que el proventriculo y la molleja son los
organos “marcapasos” de retencion y paso del alimento del tracto digestivo superior
hacia el intestino, siendo que alimentos de granulometria mayores tardan mas tiempo
en pasar, por la digestidon gastrica que requieren. Bajo estas condiciones, el tiempo en
el cual la Fi exégena tiene acceso al sustrato se prolonga, permitiendo una mayor
hidrélisis del sustrato. Liu, Cadogan y col. (2014) encontraron que existia una

interaccién entre el tipo de cereal en la dieta y la inclusiéon de una Fi sobre el tiempo
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de retencién en intestino en pollo de engorda, observando que en el maiz la inclusién
de la Fi reducia el tiempo de transito, en el trigo era mayor y en el sorgo no existia un

efecto.

Asi mismo, en el proventriculo se secreta el acido clorhidrico, del que procede el
mayor cambio de pH en el tracto digestivo, promoviendo pH acidos en el tracto
digestivo superior. Bajo estas condiciones el fitato es mas soluble y por ende mas
susceptible a la hidroélisis (Maenz, Engele-Schaan y col, 1999). Por lo tanto, los InsP
que encontramos en molleja son un reflejo directo de la accion de la Fi ex6gena y de
las enddégenas propias de los cereales en la dieta, aunque estas ultimas presentan
menos actividad por el pH propio del tracto digestivo superior solo en el caso de las
aves, pero no en los cerdos (Rodehutscord, Faust y col, 1996). De este modo al
conocer el estatus de hidrolisis del A-Fi con la adicién de enzimas exdgenas se puede
evaluar la eficacia del proceso de ruptura y dar un panorama de lo que se ird dando en

los tramos posteriores del tracto digestivo.

En el caso de estudiar la hidrélisis en las partes del intestino, otros factores como
aquellos inherentes a la absorcién de nutrientes entran en juego. Entre estos cabe
destacar la accién de las enzimas producidas en los enterocitos (Maenz y Classen,
1998) y por la flora microbiana (Zeller, Schollenberger y col, 2016), las interacciones
de tipo quelante de los InsP provenientes de la molleja con otras moléculas presentes
en la dieta (Persson, Tiirk y col., 1998), la presencia de transportadores intestinales
que afectan directamente sobre el proceso de absorcién de los InsP, P, e inositol. De
tal modo, aunque lo que sucede en el tracto digestivo superior repercute sobre lo que
sucede en el inferior, en éste ultimo la accidn de las enzimas exdgenas se conjugan con
los mecanismos de digestion del organismo, cambiando la perspectiva de las

conclusiones de los estudios realizados.

.2 Las Fitasas
El A-Fi es el sustrato de un grupo de enzimas conocidas como fosfatasas, entre las
cuales las Fi son las que poseen mayor afinidad por dicha molécula, siendo éste punto

la caracteristica que las diferencia de las demas fosfatasas. Un ejemplo de ello es lo
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demostrado por Ullah , Phillippy (1994) en un estudio in vitro, donde la Fi
proveniente de Aspergillus ficuum demostr6 tener mayor capacidad de hidrdlisis de
fitato que una fosfatasa, a un pH de 2.5. En el caso de las fosfatasas, éstas pueden
obtener grupos orto-fosfato de varios tipos de sustrato, no solo del A-Fi, clasificAndose
en acidas y basicas dependiendo del pH en el que acttien. Las fosfatasas acidas tienen
mayor capacidad para degradar el A-Fi, aunque no son especificas de éste sustrato

(Vats y Banerjee, 2004) y poseen poca selectividad (Duff, Sarath y col.,, 1994).

Existe otro tipo de criterio de diferenciacion entre las Fi y fosfatasas en general, bajo
el cual se afirma que solo la Fi tiene la capacidad de hidrolizar el A-Fi, es decir la
molécula myolns-6P, mientras las fosfatasas pueden iniciar el proceso de degradacion
a partir de Ins-5P hasta obtener grupos mono-fosfato. Aun falta por definir si en el
caso de las enzimas que son producidas internamente en el ave, siendo de tipo
fosfatasa, poseen la capacidad de degradar el fitato o si mas bien por mecanismos de
pH gastrico es que el fitato se hidroliza y ya luego las fosfatasas entran a ejercer su
accion de desdoblar a los Ins-5P o si estos procesos de degradacion los realiza en

mayor proporcién la microbiota interna del animal.

Las Fi han sido clasificadas segun la Unién internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) en dos grupos: el primero, 3-Fi (EC 3.1.3.8- denominadas 3-D) que
hidrolizan preferencialmente el enlace éster de la tercera posicion del A-Fi contando
en sentido de las manecillas del reloj, produciendo un Ins-5P (1,2,4,5,6) y un grupo
fosfato. El segundo grupo son las 6-Fi (EC 3.1.3.26- denominadas L-6 6 D-4) que ataca
primero el sexto enlace produciendo el Ins-5P (1,2,3,4,5) y un grupo fosfato
(Barrientos, Scott y col., 1994;Vats y Banerjee, 2004); no obstante, las Fi tipo 4 (E.C.
3.1.3.72) también han sido identificadas (Li, Zhao y col, 2010). En general se establece
que las 6-Fi se encuentran en vegetales y las 3-Fi en microorganismos, mas aun
existen algunas excepciones como el caso de la enzima de la soya que es 3-Fi y de la de
Escherichia coli y Paramecium que son Fi tipo 6 (Angel et al. , 2002). Las 6-Fi son
capaces de desfosforilar el A-Fi hasta obtener Ins-1P como producto final, mientras las

3-Fi alcalina no pueden hidrolizar mas alla de Ins-3P (Wodzinski y Ullah, 1995).
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Existe otra clasificacion de las Fi teniendo en cuenta sus propiedades cataliticas, es
decir las propiedades del sitio activo, que las divide en 4 clases: 1) Fi acidas
dependientes de histidina (HAPhy), 2) las -hélice (BPPhy), 3) las dependientes de
cisteina (Cphy) y 4) las acido purpura (PAPhy). A pesar que varias de las Fi
provenientes de microorganismos se incluyen dentro del grupo HAPhy, presentan
diferencias entre ellas como el caso de dos enzimas provenientes de Aspergillus niger,
denominadas A y B, las cuales se diferencian por la estructura en el sitio activo donde
la A presenta 2 aminodacidos acidos y 4 basicos y la B solo 2 acidos. Esta estructura
provoca que la fitasa B tenga mayor actividad catalitica en pH de 2.5 que la A, aunque
ésta ultima alcanza mejor actividad en pH de 5.5 y posee mayor amplitud de
especificidad por el sustrato (Wyss, Brugger y col, 1999). A éste mismo grupo
pertenece la Fi codificada en el gen appA de Escherichia coli con un pH 6ptimo de 2.5y
un clon expresado en Pichia pastoris, siendo cataliticamente diferentes (Vats y
Banerjee, 2004) y habiendo conseguido mejoras en su termo estabilidad (Rodriguez,
Wood y col, 2000). Las de tipo HAPhy no solo se han obtenido de bacterias, sino
también en levaduras como Saccharomyces cerevisiae, que ha sido transformada y
expresada en Aspergillus oryzae. En el caso de la Fi proveniente de Bacillus subtilis se
ha incluido en el grupo de las BPPhy y tiene como caracteristica especial el
requerimiento de Ca*? para su actividad y estabilidad (Kerovuo, Lauraeus y col.,
1998), convirtiéndolas en metaloenzimas. No obstante, otras enzimas del mismo tipo
no se reportan como metaloenizmas, como es el caso de la proveniente de Klebsiella

terrigena y de la Schwanniomyces castellii (Vats y Banerjee, 2004).

Fuente para las aves. Las Fi de manera natural estdn presentes en plantas,
organimos pluricelulares, y microorganismos, ya habiendose referenciado algunos
ejemplos de los ultimos, los cuales han sido modificados por medio de técnicas de
ingenieria genética para su aplicacion en la industria, aunque de manera natural se
encuentran presentes en el suelo y son considerados entes fundamentales para la

continuidad del ciclo del P en su captacién por las plantas.
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Vegetales. En los vegetales, la presencia de las Fi permiten dar paso al proceso de
germinacién de la semilla mediante la liberacién de minerales, fosfatos e inositol, que
sirven como nutrientes a la planta en desarrollo (Greiner, Muzquiz y col., 2005). Su
existencia ha sido reportada en varios tipos de cereales como avena, arroz, sorgo,
trigo, entre otros, en los cuales el contenido de las Fi asi como de fitato, varian segin
la ubicacién en la estructura del grano y poseen propiedades especificas de

temperatura y pH (Sebastian, Touchburn y col, 1998).

Al parecer las Fi endogenas de los cereales no tienen efecto en el proceso de
hidroélisis del fitato dentro del tracto digestivo del ave por dos razones: 1) el rango de
temperatura que toleran es de 40-60°C (Wodzinski y Ullah, 1995) por lo cual son
inactivadas durante el proceso de elaboracién del alimento o peletizado y 2) son
suscebtibles a pH acidos como el presente en el tracto digestivo superior, aunque
toleran pH cercanos a 5 similar al intestino. No obstante, a partir de los resultado
obtenidos por Zeller, Schollenberger y col. (2016), se plantea la posibilidad que exista
un sinergismo entre las Fi de cereales y las enddgenas del tracto digestivo, ya que al
evaluar en pollo de engorda dietas a base de trigo calentadas o no con microondas,
adjudico el inicio de hidroélisis a las enzimas propias del cereal (A-Fi en Ins5-P) y
posiblemente a fosfatasas de la microbiota del buche, planteando adicionalmente la

posibilidad que la presencia de InsP estimularia la produccién de enzimas endégenas.

Tracto digestivo. En pollo de engorda se ha reportado una retencion del 60% del P
fitico presente en la dieta (Maenz y Classen, 1998), que varia dependiendo de factores
como el contenido de A-Fi, la presencia de fitato, el estado fisioldgico y edad del ave y

condiciones inherentes al ambiente.

La presencia de enzimas capaces de hidrolizar el A-Fi en el tracto digestivo de las
aves como fosfatasas y fitasas ha sido reportado desde hace tiempo (Davies, Ritcey y
col., 1970;Bitar y Reinhold, 1972); asi mismo en un estudio mas reciente, Maenz ,
Classen (1998) identificaron una Fi en la membrana del borde de cepillo de

enterocitos y sugieren la presencia de dos fosfatasas a pH de 6: una acida y no
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especifica y otra tipo alcalina a pH mayores de 10. En el caso de la Fi, su producciéon es
mayor en el duodeno, seguido del yeyuno e ileon, con una actividad entre pH de 5.5 y
6.5 y un Km=0.160 +/- 0.008 mMy Vmax=42.5 +/- 1.0 nmol a un pH de 6. Asi mismo,
reportaron una capacidad mayor de 35% en la liberacién de P/min en gallinas de
postura que en pollito, calculandose que bajo las condiciones propias del estudio la
actividad de la Fi endégena presente en la membrana del borde de cepillo era capaz

de liberar 5.2 y 3.8 mmol P/min en gallina y pollito, respectivamente.

La hidrdlisis del Ins-6P disminuye a medida que pasa del duodeno hacia el ileon
porque tanto la cantidad de enzimas endodgenas disminuye, como existe un
incremento en la formacion de complejos con el Ca (Truong, Yuy col, 2014). Aunque
la presencia de la Fi tiene la capacidad de hidrélisar una porcion suficiente del A-Fi
para el metabolismo interno, la adicion de enzimas ex6genas ha tenido éxito dado el
mayor aprovechamiento del sustrato por el ave, lo cual a su vez disminuye la
necesidad por las Fi endégenas. En un estudio con una dieta a base de maiz en pollo
de engorda se concluy6 que 39.3% del fitato presente en el tracto digestivo fue
degradado por una Fi exdgena proveniente de Buttiauxella spp. a 1000 FTU/kg,
mientras el 23.8% fue hecho por una Fi endégena de la mucosa, para un total de

degradacién de 63.1% (Truong, Yu y col.,, 2014).

Existen mecanismos que regulan la produccién de las Fi endégenas dependientes del
contenido en el tracto digestivo de P inorganico, Ins-P, e indsitol, en cuyo caso, mayor
disponibilidad de éstos sustratos provocan una regulacion negativa (Huber, Zeller y
col,, 2015), o por el contrario existe una regulaciéon positiva ante el suministro de
dietas deficientes en fosfato (Davies, Ritcey y col, 1970) o en presencia de moléculas

como el colecalciferol (Onyango, Asem y col., 2006).

Microbiota. Otra fuente de enzimas capaces de degradar el A-Fi y los Ins-P en las
aves son las provenientes de la flora microbiana innata del tracto intestinal presente
en el buche y ciegos, de cuyas enzimas se cree que se obtendria la mayor parte de

fitato hidrolizado cuando no existiera la presencia de fitasas exdgenas.
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Zeller, Schollenberger y col. (2016) determinaron que en dietas a base de maiz la
accion de Fiy fosfatasas de microorganismos presentes en el buche da como resultado
la obtencién de Ins-5P (1,2,3,4,5) y de Ins-4P (1,2,4,5), existiendo ademas un aporte
de las enzimas presentes en el cereal. En otro estudio por el mismo autor, encontraron
que al someter una dieta a base de trigo a un tratamiento de temperatura por
microondas se producia mayor hidrolisis del Ins-6P por la actividad de las enzimas de
microorganismos en el ileon (Zeller, Schollenberger y col, 2015). En este caso, la
temperatura cambi6 la estructura del grano permitiendo la exposicién del sustrato al
ambiente del tracto digestivo y por ende un estimulo a la produccién de las enzimas
endodgenas y de microorganimos, siendo que para éstos ultimos la presencia de cierto
tipo de sustratos es capaz de modular el crecimiento selectivo de poblaciones
bacterianas. Sin embargo, dicho tratamiento térmico no potencializ6 el efecto de una
Fi de origen exégeno, dado que ésta efecttio la hidrolisis de Ins-6P lo suficiente para

que las enzimas enddgenas no se requirieran.

Segun Selle , Ravindran (2007) son pocos los estudios que evaluan el efecto de la Fi
generada por la flora microbiana en aves de corral, a pesar de evidencias que sefialan
que ésta enzima participa en la degradacion de fitatos y por ende en la generacién de
nutrienes disponibles para el ave como P, InsP, Ca, minerales, proteina y hasta
carbohidratos y lipidos. Ptak, Bedford y col. (2015) encontraron que la inclusién de Fi
de origen exdgeno modula el crecimiento de poblaciones bacterianas innatas del
tracto digestivo, como resultado del incremento de la disponibilidad de ciertos
nutrientes como el P y Ca. En tal caso, el P regula los procesos fermentativos de las
bacterias, de tal manera que su ausencia provoca la disminucién en la produccién de
los acidos grasos de cadena corta y la baja disponibilidad de Ca y P, acelerando el
crecimiento de bacterias generadoras de lactato mientras disminuye las productoras
de butirato, lo que termina por influir en el estado nutricional del animal y en la pobre

respuesta que se genera en dietas deficientes en estos minerales.

Exodgena. Incluye las enzimas de origen microbiano adicionadas en el alimento,

particularmente de las provenientes de bacterias, hongos, y levaduras pertenecientes
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al grupo de HAPhy, de tipo 3 y 6- Fi y una de tipo BPPhy de Bacillus subtilis, las cuales
son enlistadas en la tabla 1. En la industria del alimento existen ciertas caracteristicas
deseables en las Fi, tales como que tengan actividad en un amplio rango de pH,
resistencia a la protedlisis por enzimas enddgenas del tracto digestivo, termo-
estabilidad, alta capacidad de hidrélisis del A-Fi e InsP y estabilidad en el
almacenamiento en anaquel. Algunos de los factores que afectan la accion de las Fi

son: pH del medio, temperatura, procesos proteoliticos, e inhibidores naturales.

Tabla 1. Fitasas comerciales disponibles.

Tivo Origen Expresion pH Temperatura Nombre
p Proteico p optimo | optima (°C) Comercial
3 A. niger A. niger 2; 5-5-5 65 Natuphos®
. A. niger,no Allzyme ®
3 A. miger recombinanate 6.0 ) SSF
3 A. niger Trichoderma reesei 2.5 - Finase ® P/L
. Schizosaccharomyces Phyzyme ®
6 Bl ombe(ATCC5233) T 55 XP
6 E. coli Pichia pastoris 4.5 - Quantum®
6 E. coli Trichoderma reesei - - Quantum
Blue ®
6 E.coli Pichia pastoris 3.4,5.0 58 OptiPhos®
6 PenllJ(})};il;ora Aspergillus oryzae 4-4.5 50-55 Ronozyme®
Citrobacter . Ronozyme
6 braakii Aspergillus oryzae 4 - Hiphos®
6 Butt;;t;)xella Trichoderma reesei  3.5-4.5 60 Axtra ® PHY

Fuente: (Dersjant-Li, Awati y col, 2015)

El pH afecta directamente la accién enzimatica de la Fi, ya que juega un rol
fundamental en el estado anidnico de la misma; al igual que las proteinas, las Fi tienen
la capacidad de cambiar su carga, especialmente en el componente carboxilo y amino

de los aminoacidos constituyentes, que provoca en ésta una desnaturalizaciéon e
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incapacidad para realizar su funcién. Por este motivo es que se acepta la existencia de
un perfil de pH para cada enzima, siendo una caracteristica elemental deseable para la
implementacion y diferenciaciéon en la acciéon de las enzimas (Greiner y Konietzny,

2011).

Como se menciono con anterioridad las principales Fi comerciales pertencen al
grupo de HAPhy, de tal manera que se espera un buen comportamiento en el tracto
digestivo, incluso en el caso de las aves que tienen pH mas acidos que otros animales
como el cerdo. No obstante, es posible que el pH del medio también influya a los
sutratos por medio de cambios estructurales, dado su carga electroestatica. Por tanto,
se espera que éstas enzimas sean capaces de resistir el pH del tracto digestivo siendo
un causante de diferencias en el desempefio, aunque es claro que otros factores
internos como la susceptibilidad a las enzimas proteoliticas enddgenas en el animal y
al ambiente electrostatico del medio, también influyan. En un estudio realizado por
Ullah, Sethumadhavan y col. (2008) encontraron que incluir 0.5 de NaCl al medio,
hacia cambiar las caracteristicas electroestaticas del mismo, la Fi de A. niger en pH de
4 y 5 mejoraba sus propiedades cataliticas incluida la constante de afinidad (Kcat/Km),
mientras que la de E. coli no mostraba cambios en un pH de 2.5 y en uno de 6 era
inhibida. A pesar que las dos Fi comparten el mismo heptapéptido en su sitio de unién
al sustrato, pudiera ser que existan diferencias en la secuencia de los aa del mismo.
Asi mismo, se evidencia un rol destacable de las cargas en las moléculas, en el caso
especifico de nutrientes, que podrian estar influyendo fuertemente en las
interacciones con respecto al A-Fi y por lo tanto en los resultados vistos al incluir las
Fi.

En general las enzimas son susceptibles a temperaturas altas que provocan
desnaturalizacién en su estructura proteica especificamente la pérdida de su
estructura secundaria. Las Fi enddgenas de las plantas son inactivadas
irreversiblemente a temperaturas de 70 °C mientras que las de origen microbiano la
resistencia a temperatura es varible. Simon , Igbasan (2002) encontraron que a

temperaturas de 70 °C la enzima proveniente de A. niger era levemente mas estable
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que la de P. lycii y ain mas que la de E. coli y que cuando fueron expuestas al proceso
de peletizaciéon su respuesta fue similar. No obstante, Nielsen, Nyffenegger y col.
(2015) reportaron que la Fi de P. Iycii no perdié actividad en temperaturas de 60 °C,
mientras que la de C. braakii disminuyo su nivel de actividad y las de A. niger, E. Coli y
P. Pastoris lo disminuyeron ain mas; todas las Fi evaluadas en éste estudio, no

mostraron perdida de su actividad a 50 °C por 30 min.

De tal manera que una de las caracteristicas deseable en una Fi incluida en
alimento para animales, es que sea termo-resistente a las temperaturas empleadas en
la elaboracién del alimento como en el caso de la peletizacion, que emplea
temperaturas de 60 a 95 °C por 3 a 5 minutos y que afectarian la acciéon de enzimas
adicionadas al alimento. Estrategias como recubrir las enzimas o dosificarlas en
estado liquido post-peletizacion han sido cuestionadas en cuanto a su eficacia,
teniendo en cuenta que el sitio idéneo para la actividad de la fitasa en el tracto
digestivo es el buche y la molleja, mas no el intestino y la factibilidad de encontrar una

dosificacién no uniforme de la enzima con su adicién en estado liquido.

Por su estructura proteica, las Fi han mostrado ser sensibles al ataque de enzimas
proteoliticas propias del tracto digestivo superior como la pepsina y pancreatina
(Nielsen, Nyffenegger y col., 2015). En estudios in vitro se demuestra como las mas
susceptibles a éste proceso son las Fi de las plantas, seguidas de las tipo acidas de
origen fungico y por ultimo las provenientes de bacterias. En un estudio se encontré
que las Fi provenientes de E. coli, Klebsiella spp. y Malaysian waste water bacterium
conservaban un 80% de la actividad cuando se expusieron a digestion con pepsina en
un pH de 2, mientras que las de A. niger y P. lycci conservaban el 26-42% y 2.20%,
respectivamente. En el caso de la pancreatina, se encontré que a un pH de 7 las Fi
bacterianas retuvieron mas del 90% de su actividad, mientras la de A. niger sostuvo
del 23-34% y la proveniente de P. lycii fue inactivada (Greiner y Konietzny, 2011). En
estudios in vivo diferencias en la actividad catalitica también ha sido encontrada: 68%
para B. subtilis, 60-70% para A. niger y 59% para P.lycii en molleja, mientras en

intestino fue 55-94% para A. niger y 85-95% para P. Lycii (Greiner y Konietzny, 2011).
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En una situacién in vivo las interacciones entre enzima y sustrato son mas complejas
y pueden asegurar una reduccion en la susceptibilidad de la enzima a la proteolisis en
el tracto digestivo, ya que es posible una mayor estabilidad de la Fi exdgena con el
fitato dada las condiciones del medio y un menor ataque de las enzimas proteoliticas
enddgenas por la presencia de otros sustratos. Nielsen, Nyffenegger y col. (2015)
concluyeron en su estudio in vitro que la Fi proveniente del trigo no tendria efecto en
condiciones propias del estbmago puesto que ésta enzima no mostré actividad a un
pH de 2 con o sin presencia de pepsina; esto va en contradiccion lo reportaado por
Zeller, Schollenberger y col. (2015) en pollo de engorda, quienes aluden un efecto

positivo de la Fi del trigo en el desempefio productivo de las aves.

Como todas las enzimas, las Fi presentan moléculas que inhiben su actividad, entre
las cuales se encuentra el mismo sustrato (por las cargas que presenta), los InsP,
grupos fosfatos y minerales como el Fe?*, Zn2*, Cu?*y Mn?*, de los cuales segliin un
estudio realizado por Santos, Connolly y col. (2015) el Fe?*, Zn?* y Cu?* presentan
mayor inhibicién que el Mn2*. En casos especificos como la Fi proveniente de B.
Subtilis, por ser una metaloenzima, el Ca?* es un mineral que limita y modula su
accion. Una posibilidad que se plantea al momento de explicar la capacidad de
inhibicién a las Fi de tipo endégeno por parte del producto, en éste caso los grupos
fosfato, es la capacidad que ha mostrado para inhibir a nivel transcripcional la
produccion de la Fi presente en las plantas (Sartirana y Bianchetti, 1967). De tal
manera que cubrir las necesidades de P con fuentes inorganicas que estan disponibles
desde el tracto superior, tendria repercusiones en el proceso de absorcion de P y por

lo tanto podria diferir con lo obtenido tras la accién de una Fi.

Via metabdlica de las fitasas exdgenas. Ademas de la diferencia en el inicio de
hidrdlisis, los productos resultantes también difieren entre las Fi, por lo que no todas
las enzimas producen los mismos InsP (Weaver, Ullah y col,, 2009) (aunque esto va a
depender de las condiciones bajo las cuales el proceso catalitico se dé). A pesar que
las Fi son semejantes entre si y pertenecen a un mismo grupo, tienen diferencias en la

especificidad por los InsP. Un ejemplo de ello son las Fi provenientes de E. coli y de
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Paramecium, ya que aunque son enzimas bacterianas de tipo 6-Fi, la de E. coli tiene
como producto final el Ins-1P (2), mientras que en el caso de Paramecium es el DIns-
2P (2,3), siendo que ésta dltima enzima es incapaz de obtener Ins-1P (Konietzny y

Greiner, 2002).

Greiner, Carlsson y col. (2000) reportaron que la via de degradaciéon de la Fi P2
proveniente de E. coli era diferente a la del Fi del trigo aunque ambas sean de tipo 6-
Fi. De tal modo que las provenientes de E. coli produce D:L-Ins-5P(1,2,3,4,5), D:L-Ins-
4P(2,3,4,5), D:L-Ins-3P (2,4,5) 6 D:L-Ins-3P(1,2,4), D:L-Ins-2P(1,2) 6 Ins-2P(2,5) 6 D:L-
Ins-2P(4,5) y finalemtne Ins-1P (2) 6 Ins-1P (5), mientras que la Fi de trigo inicia su
degradacion con el isémero D-Ins-5P(1,2,3,5,6). De tal manera que aunque se
cataloguen como 6-Fij, el inicio de la degradacién no es la misma para ambas y por
tanto los productos resultantes tampoco lo seran. En el caso del tipo 3-Fi, Greiner,
Silva y col. (2009) reportaron que la via para una Fi de A. niger 11T53A9 era D-Ins-
5P(1,2,4,5,6), D-Ins-4P(1,2,5,6), D-Ins-3P 1,2,6), D-Ins-2P(1,2) y finalmente Ins-1P (2).

Diferencias entre las vias de degradacidn de las Fi se debe a la diversidad de afinidad
por los productos subsecuentes producidos en el proceso de hidroélisis del A-Fi, tal
como es el caso de la Fi proveniente de B. subtilis, cuyos productos finales son los Ins-
3P (Konietzny y Greiner, 2002). Al respecto Greiner, Carlsson y col. (2000) afirmaron
que la disminucidn en la degradacién de los Ins-P como los de tipo 3, podria darse por
la inhibicion causada por grupos fosfatos, por la baja especificidad de las enzimas por

éstas moléculas o por la combinacién de ambos casos.

Por otro lado se ha encontrado que las Fi que poseen mayor repertorio de sustratos,
tienden a producir mas grupos orto-fosfato sin que se dé la acumulaciéon de Ins-P
intermedios, mientras aquellas con alta especificidad por el A-Fi provoca que la mayor
produccion y acumulacion de Ins-3 y 2P, aunque luego siga su degradacion hasta
obtener mono-fosfato, aunque el proceso se hace mas lento (Wyss, Brugger y col,
1999). Es asi como, Fi con grandes constantes de afinidad (Kcat/Km) por el A-Fi,

tendrian menor capacidad hidrolitica por los InsP, teniendo en cuenta factores
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importantes que influyen en la liberacién de grupos mono-fosfatos como lo es el

tiempo.

Dosis. Las unidad de medida para la dosificacion de las Fi es la FTU, que se refiere a
la cantidad de Fi necesaria para liberar Immol de fosfato inorganico por minuto a
partir de 0.0051 mol L-1de fitato de sodio a un pH de 5.5 y una temperatura de 37 °C
(Dersjant-Li, Awati y col., 2015). Desde el inicio de la aplicaciéon de las Fi en la
industria de alimentos, las enzimas eran afiadidas en cantidades estandar acorde a la
especie doméstica en cuestion. En el caso de la gallina de postura, la dosis que se
maneja comunmente es de 300 FTU/kg. No obstante, en afios recientes la inclusion de
dosis mayores han ido incursionando en el mercado, bajo conceptos como
“superdosis” o “megadosis”. Asi mismo, el efecto extra-fosférico es otro concepto que
ha surgido a partir de la accion de las Fi exdgenas, ligada con la dosis empleada

(Cowieson, Wilcock y col., 2011).

El efecto fosforico es la respuesta que se obtiene con la Fi en cuanto a la liberacién
de P a partir de P fitico de la dieta. Este concepto se basa en la capacidad de la enzima
de hidrélizar la molécula del A-Fi, liberando los grupos fosfato contenidos en cada
molécula, los cuales quedan disponibles para ser utilizados por el animal en el
metabolismo interno. Wilcock , Walk (2016) estipulan que en una dieta a base de maiz
y pasta de soya con un contenido de P fitico de 0.25% con una dosis de 500 FTU/kg se
obtendra una liberacion de 0.10% de P disponible dada una hidroélisis del A-Fi del
40%.

En gallina de postura son numerosos los estudios donde se ha probado la efectividad
de la Fi en cuanto a rendimiento productivo, caracteristicas del hueso y cascara del
huevo. Inicialmente, el primer objetivo que se persiguié con la Fi fue disminuir el
contenido de P en excretas dado el impacto negativo que en los mantos acuiferos se
causo y se sigue causando a nivel mundial (Vitti y Kebreab, 2010). De tal manera que
se espera reducir los niveles de inclusion de P inorganico en la dieta al adicionar la Fi,

sin que ello signifique cambios negativos en la producciéon. Asi, tanto parametros
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productivos como estabilidad en la homeostasis del tejido 6seo e impacto ambiental,
son variables respuesta que se tienen en cuenta al momento de buscar el efecto

fosférico de la Fi.

Influencia del contenido de P inorganico y Ca en la dieta, sinérgismo con metabolitos
de vitamina D, &cidos organicos, entre otros, han sido investigado respecto al efecto de
la enzima en el metabolismo de P y Ca e hidrolisis del A-Fi. Los niveles de P inorganico
han mostrado afectar la accién de la Fi exdgena sobre parametros productivos,
posiblemente provocado por un mecanismo de retroalimentacién negativa en la
expresion de enzimas enddgenas (Vats y Banerjee, 2004). Asi mismo, la relacion entre
los niveles de P y Ca disponibles en la dieta, puede ser una limitante en la respuesta de
la enzima en gallina de postura (Englmaierova, Skrivanova y col,, 2014) cuando existe
una relacién inadecuada de ambos minerales, afectando el proceso de deposicion en

hueso para su reserva y en la formacién de yema y cascara del huevo.

Los niveles de Ca tienen una gran influencia por tres razones: las cantidades de Ca
en el alimento para postura son altas, el Ca es quelado por el A-Fi, y porque posee una
relacién fisiolégica estrecha con el P. Los requerimientos diarios de Ca para la
formacién de la cdscara son cerca de 3 g por 100 g de alimento consumido ((NRC),
1994), por lo que es el mineral que mas esta presente en el alimento en forma de idn.
Asi mismo, debe conservarse de una manera soluble en el tracto digestivo para ser
absorbido, como también es el caso del fosfato para la obtencién de P internamente.
En el caso que el Ca?* y el PO4 no estén presentes en un medio diluido y dado la
disponibilidad del Ca y la caracteristicas quelante del PO-4, la unién de éstos dos
minerales se da, provocando la inhibicion de su absorcion y su consecuente excrecion.
Asi mismo, una relacién cuantitativa se guarda entre el Ca y P, que para aves y cerdo
se ha planteado entre 1:1 y 2:1, mientras que en el caso de gallina de postura llega a
ser de 4:1. En la gallina de postura, la relacion esta fuertemente regulada por
mecanismos de regulacion inherentes al proceso de deposicién de minerales en

médula 6sea en hueso (donde la relacion es de 2:1) como reserva para la formacién de
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cascara y por la regulacion de consumo de alimento que varia los niveles en plasma

segin el momento de formacion del huevo (De Vries, Kwakkel y col,, 2010).

La molécula 1,25(0H2)D3, conocida como calcitriol es el metabolito activo de la
vitamina D que junto con la hormona paratiroidea activan mecanismo en el organismo
para aumentar la concentraciéon de Ca y a su vez del P en sangre. Metabolitos del
calcitriol como el 25-hidrocolecalciferol (25 (OH)D3) se emplea como aditivo para
incrementar la retencion de P a partir de la dieta; Angel, Saylor y col (2006)
reportaron la existencia de sinergismo entre el 25 (OH)D3y una 6-Fi exdgena, al
provocar mayor retencioén de P en pollo de engorda, lo que disminuy¢ las cantidades
de P en excreta en dietas bajas en P disponible, sin que existiera un efecto negativo en

el rendimiento productivo de los mismos.

Mientras tanto el efecto extra-fosforico es aquel aludido al uso de las Fi que va mas
alla por la liberacién de P a partir de la dieta, basandose en el hecho de disminuir el
efecto anti-nutritivo del A-Fi al mejorar la disponibilidad de los nutrientes presentes
en la dieta como es el caso de proteinas, minerales, carbohidratos y hasta lipidos
(Selle, Cowieson y col, 2012). Este efecto de la enzima se ha contemplado, dada le
expectativa de inhibir la capacidad quelante del A-Fi sobre una amplia variedad de
moléculas adyacentes en el medio, que en el caso del alimento son nutrientes
diferentes al P (Angel, Tamim y col., 2002). No obstante, también se ha percibe dicho
efecto como una consecuencia de la reconstitucion del metabolismo del Na, el cual es
un mineral altamente afectado por la presencia del A-Fi. Al respecto, se ha encontrado
que en presencia de A-Fi, la alta produccién de moco intestinal provoca la perdida de
Na, evitando su uso en los procesos de transporte de glucosa y aminoacidos a nivel
intestinal, lo que termina interfiriendo negativamente los procesos metabolicos (Liu,

Cadogan y col, 2014).

Dosis que buscan neutralizar el efecto anti-nutritivo del A-Fi en el tracto digestivo y
que estan por encima de aquellas que cubren el aporte de la enzima respecto al P, es

decir las estdndar, se denominan como superdosis o megadosis, dependiendo del
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productor de la enzima (Cowieson, Wilcock y col, 2011). Estas dosis fueron
descubiertas cuando se pretendia evaluar la inocuidad en el uso de las Fi exégenas de
origen microbiano en las aves, resultando que no solo eran indcuas (hasta de 10,000
FTU) sino que al contrario mostraron tener mejor respuesta en rendimiento
productivo, convirtiéndose en un tema central de investigacion (Wilcock y Walk,
2016). La aplicacién de la superdosis segin Cowieson, Wilcock y col. (2011) tiene
como objetivo tres puntos: mayor liberacion de P, con su subsecuente
reestablecimiento de la relacién Ca:P; disminucion de la cantidad de fitato remanente,
incrementado las cantidad de los InsP solubles; y liberacion de myo-inositol, teniendo
repercusiones de tipo lipotréfica. No obstante, Wilcock , Walk (2016) define la
superdosis como aquella dosis que logra una hidrélisis >85% del A-Fi contenido en la
dieta, obtenida con inclusiones mayores a 1,500 FTU/kg en el caso de la Fi
proveniente de E.coli. No obtante no se ha establecido la relaciéon entre el efecto
fosférico y extra-fosférico de la enzima con la dosis estudiada, teniendo en cuenta que
el principal enfoque en el empleo de las Fi estd relacionado con una mayor

disponibilidad del P.

La superdosis lo que se pretende es hidrolizar el A-Fi en una manera mas eficaz, es
decir en menos tiempo conseguir mayor generacion de inositol e InP, partiendo del
hecho que las Fi poseen afinidad por algunos InsP (Dersjant-Li, Awati y col, 2015);
ademas que es la reduccion del A-Fi a moléculas como el Ins-3P lo que logra disminuir
el fenomeno de quelaciéon de nutrientes en el tracto digestivo (Walk, Bedford y col,

2012) y obtener nutracéuticos como el inositol (Greiner, Carlsson y col., 2000).

1.3 Fisiologia en la Digestion de la Proteina

La lisina es un aminoacido considerado limitante en especies productivas como la
gallina de postura, puesto que estas no poseen la capacidad de sintesis interna de la
cadena de carbdn, requiriendo de su suplementaciéon en la dieta. En organismo
multicelulares se reconoce la existencia de 20 aminoacidos de los cuales 10 son
limitantes (lisina, histidina, leucina, isoleucina, metionina, valina, treonina, triptéfano,

fenilalanina y arginina), 3 semi-limitantes (tirosina, cisteina e hidroxilisina) y 9 no
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limitantes (alanina, Aacido aspartico, asparagina, acido glutdmico, glutamina,
hidroxiprolina, glicina, serina y prolina) (D'mello, 2003). En el caso de los semi-
limitantes su condicion depende de la demanda en el organismo por el aminodacido al
cual dan origen: fenilalanina, metionina y lisina para formar tirosina, cisteina e
hidroxilisina, respectivamente. Asi mismo, dependiendo de ciertos estados
metabolicos como aquellos que se presentan en aves de rapido crecimiento, la glicina

y serina podrian considerarse como limitantes.

En la formulacién de dietas existe el concepto de proteina ideal o formulacién a base
de aminoacidos digestibles que busca la elaboracion de dietas con mayor precisiéon a
los requerimientos del ave en cierta etapa productiva (Boisen, Hvelplund y col, 2000).
De los 20 aminodcidos, los que son tomados en cuenta en éste tipo de formulacién
son: lisina, metionina, metionina+cisteina, treonina, triptéfano, arginina, isoleucina y
valina, de los cuales la lisina es el aminoacido de referencia en las aves de produccién
tanto pollo de engorda como aves de postura, asi como en el cerdo, a pesar que en las
aves el primer aminoacido limitante es la metionina usado para la formacién de
plumas y mecanismos internos vitales como la metilacién del ADN. No obstante, la
lisina se prefiri6 como el aminoacido de referencia por razones tal como que su
anadlisis quimico es menos complicado comparado con la metionina, o porque la lisina
es empleada mayoritariamente para la formacion de proteina corporal y para
deposicion en productos como el huevo, siendo poca su participaciéon en otros
procesos internos como si sucede con la metionina, lo que provoca su desviacion hacia
esos procesos. Ademas, la lisina no tiende a dar origen a otro aminoacido, como pasa

con la formacién de cisteina a partir de metionina (Lemme, Ravindran y col., 2004).

La lisina igual que los aminoacidos presentes en la dieta, son obtenidos de la
proteina de la dieta por una serie de enzimas producidas en el borde de cepillo de los
enterocitos en el tracto digestivo como es la tripsina, elastasas, oligopeptidasas,
peptidasas y aquellas presentes dentro de los enterocitos, que dejan en forma de
aminoacido libre cerca de un 85% de los presentes en la dieta (Krehbiel Jr y

Matthews, 1994). De esta lisina libre, segin Van Goudoever, Stoll y col. (2000) el 60%
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se oxida en muchos tejidos, incluyendo el intestino en el cual al parecer es una fuente
importante de energia, para dar origen a acetil-coenzima A. En el caso especifico de la
lisina, el 60% de aporte al proceso de oxidacidn se mantiene constante
independientemente del aporte en la dieta, lo que en otros aminoacidos no se
presenta, ya que al bajar el aporte en la dieta, el porcentaje destinado al proceso de
oxidacion también disminuye. Asi mismo, aproximadamente el 1% de la lisina aporta
su cadena carbonada para la formacién de carnitina, junto al grupo metilo cedido por
la metionina, siendo la carnitina la encargada de transportar los acidos grasos de
cadena larga hacia la mitocondria donde se lleva a cabo el proceso de (-oxidacion; no
obstante, la contribucién de lisina a éste proceso si es proporcional al contenido del

aminoacido en la dieta.

El requerimiento de lisina en aves de postura en produccion varia segun la fuente
bibliografica que se consulte, siendo que por ejemplo en el caso de una linea blanca de
peso liviano como lo es la Bovans White, su manual referencia maneja un consumo de
lisina de 903 mg en una racién diaria de 105 g, mientras que el NRC (1994) lo maneja
de 580 a 690 mg en una raciéon de 100 g. En las tablas brasilefias de Rostagno, Teixeira
ycol (2017), va desde 756 mg en aves de 40 semanas de produccién hasta 708 mg a
las 65 semanas. Silva, Malheiros y col. (2015) demostraron que el punto 6ptimo
biolégico para el consumo de lisina es mas alto que el punto 6ptimo econdmico, ya
que por ejemplo para el periodo de 45 a 48 semanas con 669 mg se logra mejor
produccién, aunque con 667 mg es mas rentable, usando cloruro de lisina. Coon
(2002) expone que de los requerimientos de lisina, el 1% va para formaciéon de
plumas, 8% para tejido en crecimiento, 19% para mantenimiento y 72% para
deposicion en huevo, aunque en general se habla que un 40-45% del consumo
(Rostagno, Teixeira y col, 2017) es destinado a la formacion de huevo. La mayor
cantidad de lisina va para yema para un total de 420 mg de lisina por huevo (Marina y
Covadonga, 2004), mientras que en el caso de la metionina la mayor cantidad va hacia

clara. De tal manera que la busqueda de precision en las dietas han ido de la mano con
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la evaluacién de los requerimientos de lisina, posiblemente influidos por la presencia

de Fi ex6genas en la dieta tras su impacto en la porcion proteica del alimento.

Prueba de digestibilidad de aminoacidos. La evaluacion de la disponibilidad de los
aminodacidos en el alimento en aves comerciales se hace preferiblemente mediante
ensayos de digestibilidad, ya que aunque en los ensayos de crecimiento se evaltian a la
vez los procesos de digestion, absorcion e incorporacion en los procesos internos de
los aminoacidos al tomar en cuenta la respuesta en formacion de proteina corporal,
éstos resultan ser costosos porque requieren mayor tiempo y requieren dietas semi-

purificadas o purificadas (Ravindran y Bryden, 1999).

La digestibilidad de un nutriente es la cantidad ingerida que es absorbida por el ave
y por ende no excretada (Lemme, Ravindran y col, 2004), suponiendo que aquella
cantidad retenida en el tracto digestivo es absorbida y luego empleada por el animal
para diversos procesos como la formacién del huevo. Ensayos como el uso de gallos
caecetomizado alimentados a precision o el de digestibilidad ileal, permite la
evaluacion de los aminodacidos corporales en un corto tiempo (limitantes y no
limitantes) encontrados en el ave incluida la cisteina (Adedokun, Adeola y col., 2011).
No obstante, la digestibilidad aparente no hace una diferenciacion entre las fracciones
de aminoacidos no absorbido del alimento de aquellos provenientes del cuerpo,
siendo que por ejemplo Simon, Zebrowska y col. (1983) reportaron que mas del 25%
de la proteina corporal sintetizada estaria presente en el tracto digestivo, por lo cual
la determinacion de la digestibilidad estandarizada y verdadera serian mas precisas,

teniendo en cuenta que en éstas se cuantifica la proporcién de aminoacidos internos.

Hay varios factores que pueden afectar el aporte de aminoacidos endégenos como
por ejemplo la cantidad producida de moco intestinal, el contenido de proteina o de
aminoacidos limitantes en la dieta, asi como la porcion de fibra y A-Fi de la misma, la
salud intestinal y factores inherentes al ensayo como la edad, el tipo de ave comercial
a evaluar y el método empleado (Adedokun, Adeola y col, 2011). En el caso de la

digestibilidad estandarizada solo se toma en cuenta la perdida de aminoacidos
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endégenos independiente del tipo de dieta y generalmente se usan determinaciones
hechas en estudios previos, mientras que la digestibilidad verdadera toma en cuenta
tanto las perdidas independientes como las generadas por las caracteristicas propias
de la dieta, y son estimadas por técnicas como la dilucién de isotopos estables y la

homo-arginina (Lemme, Ravindran y col, 2004;Kim, 2010).

Puesto que recolectar el contenido total del intestino no es posible con la técnica de
digestibilidad ileal (Lemme, Ravindran y col, 2004), se requiere el empleo de
marcadores inertes que no sean absorbidos en el tracto digestivo y que nos permitan
expresar la digestion proporcionalmente. Aunque existen previos reportes que no
adjudican diferencias entre marcadores, evidencia de alta variabilidad y baja
repetibilidad en los resultados con el 6xido de cromo ha promovido el uso del diéxido
de titanio, que ademas tiene la ventaja de ser mejor cuantificable por método
colorimétrico. No obstante un alta proporcién de estudios emplean el método
gravimétrico de ceniza acida insoluble (con Celite® o silica), siendo que con éste tipo
de estudio se emplea mayor cantidad del marcador y se ha aludido menor precisiéon
respecto al di6xido de titanio (Adedokun, Adeola y col, 2011). En la buisqueda de
determinar lo aprovechable a partir de la dieta se debe tomar en cuenta ensayos de
digestibilidad que aclaren la mejora en las propiedades nutritivas de una dieta al

incluir por ejemplo la Fi.

1.4 Coenzima Q10

Las coenzimas son moléculas biologicas que apoyan la accién de las enzimas en los
procesos catabolicos, y en el caso de la nutricién, son claves en el metabolismo de los
alimentos. La coenzima Q (CoQ10) o ubiquinona ha sido identificada en una amplia
gama de individuos, en diferentes conformaciones quimicas como es el caso de la
COQ6 en levaduras (Ayer, Macdonald y col.,, 2015), la CoQ10 en aves y humanos y la
CoQ9 en ratas y ratones (Kamisoyama, Honda y col.,, 2010), existiendo la posibilidad
que todas las versiones pueden estar presentes en un mismo organismo. La diferencia

radica en el nimero de grupos isoprenoides que conforman la cadena de poli-
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isoprenoides (lo que se denota con el nimero), mas sin embargo el nucleo de

benzoquinona es el mismo.

En el caso de la CoQ10 se conocen tres tipos, que son dependientes del estado
oxidativo del ndcleo de benzoquinona: oxidada 6 ubiquinona (CoQ10), reducida 6
ubiquinol (CoQ10H2) y un estado intermedio 6 semiquinona (Botham y Mayes, 2012),
dentro de las cuales el ubiquinol es la que prevalece. En organelos celulares la
proporcién de ubiquinol varia, siendo mayor en la membrana interna de la
mitocondria, seguido de la externa, lisosomas, vesiculas de Golgi, membrana
plasmaticas y nucleo (Zhang, Turunen y col, 1996). En humanos, el corazén (114
ug/g) es el drgano que mas contenido presenta tanto de reducida como de oxidada,
seguido por el rifidon (67 ug/g), higado (55 ug/g), musculo (40 ug/g) y glandula
tiroides, bazo, cerebro, intestino y las testis (<40 ug/g), aunque la proporcion de la
CoQ10 reducida varia entre drganos, el pancreas y el higado son los que mayor

proporcién poseen (Aberg, Appelkvist y col., 1992).

En los alimentos, el contenido de CoQ10 es variable, siendo que por ejemplo en una
dieta comiin maiz y pasta la cantidad promedio es de 14-26 mg/kg (Pravst, Zmitek y
col, 2010), del cual dada la naturaleza lipidica e hidrofébica de la CoQ10 solo
aproximadamente el 2% puede ser absorbida en el tracto digestivo. Esta absorcién se
da gracias a un proceso de reduccion en los enterocitos (Zhang, Aberg y col., 1995),
después de lo cual el ubiquinol absorbido es transportado al higado por lipoproteinas
de baja densidad (LDL), es re-empacada y llevada por las LDL y VLDL a la circulacion,
principalmente por medio del sistema linfatico (Ayer, Macdonald y col, 2015). La
CoQ10 en el organismo permanece mas que todo en el torrente sanguineo, aunque
también es transportada a los 6rganos (Ernster y Dallner, 1995). En ratones CoQ10
administrada oralmente a dosis de 12 mmol/100 g de peso corporal llevo a
incrementar el contenido en higado y bazo, pero no en corazoén y rifién, siendo que la
absorcion en 6rganos al parecer es dependiente de la dosis y del tiempo suministrado

(Zhang, Aberg y col,, 1995). La excrecion de la coenzima se da principalmente por via
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de las sales biliares en las heces y otra parte menor por la orina (Bhagavan y Chopra,

2006).

Por lo tanto la mayoria de la CoQ10 presente en el cuerpo proviene de sintesis
interna, iniciando en los peroxisomas con la formacién de la cadena de grupos
isoprenoides, obtenidos del Acetil-CoA por la via del mevalonato. Tras ello, el nucleo
de benzoquinona, que deriva del aminoacido tirosina, se une con la cadena de
isoprenoides en la mitocondria. Se piensa que de la mitocondria la CoQ10 formada
pasa al reticulo endoplasmatico y de alli es transportado a los demas organelos por su
naturaleza no hidrosoluble (Ayer, Macdonald y col, 2015;Wang y Hekimi, 2016).
Debido a esta caracteristica de sintesis interna en la mayoria de células, a la CoQ10 se
le dio el nombre de ubiquinona, proveniente de la palabra ubicuo que significa “en
todas partes”. A la CoQ10 se le ha adjudicado funciones de importancia biolégica por
ser un acarreador de electrones en la cadena respiratoria de la membrana interna de
la mitocondria, principalmente en los procesos de formaciéon del ATP y como
antioxidante interno. También, se le reconoce como sefializador celular y molécula
activa en la expresion de genes (Crane, 2001;Bhagavan y Chopra, 2006), siendo que

éstas funciones escapan del enfoque del presente estudio.

En la mitocondria se encuentran las enzimas que participan en los procesos
fundamentales en la generacién de energia como aquellas implicadas en el ciclo del
acido citrico, la B-oxidacion, y la cadena respiratoria que permite llevar a cabo la
fosforilacidn oxidativa. La CoQ10 tiene un rol primordial en la cadena respiratoria, al
participar en la oxidacién de equivalentes reductores como el NADH y FADH
(originados del catabolismo de los carbohidratos, acidos grasos, y aminoacidos), lo
que permite la alimentacién de protones hacia el espacio intermembranal en la
mitocondria y con ello la formacion del ATP por la ATP-sintetasa. En la cadena
respiratoria existen cuatro complejos proteicos, de los cuales la CoQ10 participa en la
aceptacion de electrones a partir del NADH en el complejo 1 (NADH-Q

Oxidoreductasa) y en el complejo II (succinato Q-reductasa), movilizdndose hasta el
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complejo III (Q cit c- oxidoreductasa) donde se lleva a cabo el ciclo de Q. En dicho
ciclo, la CoQ10 pasa por sus 3 estadios: ubiquinol, semiquinona y ubiquinona, siendo
ésta ultima la encargada de entregar los electrones a la citocromo C para su reduccion
a agua, que se lleva a cabo en el complejo IV (Cit c oxidasa) (Botham y Mayes,

2012;Wang y Hekimi, 2016).

La forma reducida de la CoQ10, el ubiquinol se considera como un antioxidante no
enzimatico de alta eficacia presente en el organismo, dada su capacidad de atenuar
especies reactivas del oxigeno (ERO) y de regenerar otras moléculas antioxidantes
como el a-tocoferol y el ascorbato (Carocho y Ferreira, 2013). Puesto que la COQ10
estd presente en la cadena respiratoria celular, se considera como un antioxidante de
primer recurso, ya que es éste proceso uno de los principales generadores de ERO en
el organismo (Blokhina, Virolainen y col., 2003). El ubiquinol actda sobre el radical
superoéxido y el radical perferril (Pisoschi y Pop, 2015), protegiendo al organismo
principalmente de lipidos peroxidados (Estornell, Fato y col, 1992), aunque también
previene la oxidacién de proteinas y del ADN de una manera directa, o indirectamente
a través de la atenuacién de la oxidaciéon de lipidos (Zhang y Sevanian,

1991;Forsmark-Andree y Ernster, 1994).

Han sido reiterativos los estudios disponibles sobre la dependencia entre la acciéon
de la CoQ10 y a-tocoferol (el isobmero con mayor capacidad antioxidativa de la
vitamina E), siendo que aunque la cantidad de CoQ10 es casi de 3 a 30 veces mayor
que la del a-tocoferol, éste ultimo es diez veces mas capaz de donar electrones y
detener el proceso de lipoxidacion (Crane, 2001). Kagan, Fabisiak y col. (2000) a
partir de estudios in vitro concluyeron que el a-tocoferol es reducido activamente por
el ubiquinol, permitiendo al organismo contar con un potente antioxidante como es el
a-tocoferol, y evitar un efecto prooxidante por parte de la semiquinona (ésta molécula
puede desencadenar procesos oxidativos en las células). Asi mismo, se cree que la
CoQ10 es capaz de prevenir el inicio del proceso de lipoxidacion y estabilizar los
acidos grasos en proceso de oxidacion, mientras que el a-tocoferol solo participa en el

ultimo proceso mencionado (Ernster y Dallner, 1995). Asi mismo, la CoQ10 puede
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llevar a un estado reducido al ascorbato (antioxidante proveniente de la vitamina C)
fuera de la célula, puesto dentro de ésta es el sistema glutation peroxidasa el

encargado de hacerlo (Crane, 2001).

Esta red de trabajo entre antioxidantes en el organismo lleva a interacciones entre
las cantidades de los mismos presentes en el organismo, ya que por ejemplo bajo
condiciones de estrés oxidativo producido por dietas deficientes en selenio y a-
tocoferol, las cantidades de CoQ10 son incrementadas (Navarro, Arroyo y col, 1999);
esto también se presenta cuando las cantidades de a-tocoferol son disminuidas al
producirse una proliferacion peroxisomal (Turunen, Sindelar y col, 1999). De tal
modo que la CoQ10 podria ser incluida en el proceso de diagnostico de efecto
oxidativo, como aquel ocurrido tras el consumo con dietas de diferentes perfil

nutritivo que conlleven a cambios en los procesos metabolicos internos.

El estatus de produccién de la CoQ10 en el organismo depende de la demanda
interna, principalmente por cambios en el estado oxidativo, siendo que el contenido
de CoQ10 en las células estad presente como un mecanismo de adaptacion. Dado que la
absorcion de CoQ10 a partir de la dieta estd muy limitado por su caracteristicas
hidrofébicas y que existe evidencia que aquella absorbida tiene un destino diferente
que la sintetizada internamente (Dallner, Brismar y col., 2003), es posible clasificar a
la CoQ10 como un antioxidante interno, a diferencia de otros mas potentes como los
derivados de la vitamina C y E, los cuales si pueden ser obtenidos de la dieta y que son
clasificados como externos (Bhagavan y Chopra, 2006). Estudios en ratones
demostraron que bajo condiciones de estrés oxidativo provocado por estados
fisioldgicos como ejercicio, baja temperatura y presencia de hormona tiroidea, el
contenido de CoQ10 es aumentado en 6rganos aerdbicos como el higado (Ernster y

Dallner, 1995).

Asi mismo en estado patolégicos como de tipo vascular, el contenido de COQ10 esta
disminuido, por lo que la suplementacién de ésta coenzima ha demostrado ser de

beneficio, mas no sucede lo mismo en pacientes saludables, en los cuales el contenido
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de CoQ10 de origen dietario no altera la produccion interna (Pisoschi y Pop, 2015). De
tal modo que las células son capaces de solventar sus requerimientos propios por la
coenzima bajo condiciones normales, ya que cuentan con las enzimas y metabolitos
necesarios para la formacién y catabolismo de la CoQ10. Dallner, Brismar y col. (2003)
exponen que el proceso de regulacion en la producciéon interna de CoQ10 no siguen
vias generales relacionadas con el metabolismo de mevalonato (sustrato para la
formacién de colesterol y dolicol), mas si tiene que ver los receptores nucleares tipo

RxRa relacionados con la sintesis de lipidos.

Desde su descubrimiento hasta hoy en dia, la CoQ10 ha servido como una molécula
de diagnostico para evaluar el dafio oxidativo en seres humanos (Menke, Niklowitz y
col., 2000) y como un agente terapéutico prometedor en patologias cardiovasculares
(por ser protector de las lipoproteinas del plasma) y degenerativas de tipo
neurolégico (enfermedades de Parkinson y Huntington) y neuromusculares
(esclerosis lateral amiotrdpica), dado su rol fundamental en la mitocondria, asi como
en la terapia de cancer y diabetes mediante su rol de antioxidante (Bhagavan y
Chopra, 2006). Ello ha desencadenado el uso de la COQ10 como un suplemento
alimenticio que promete no solo traer beneficios en estados patolégicos, sino también

en preservar las células y potencializar procesos fisiol6gicos normales.

La investigacion alrededor del uso de suplementos de la COQ10 en humanos se ha
desarrollado en ciencias como la medicina clinica, el deporte y en el cuidado personal
referente a la piel y envejecimiento, siendo que en el caso de la medicina veterinaria
su efecto como suplemento también ha sido probado en pro de mejorar los
parametros productivos zootécnicos de las aves. En pollo de engorda se ha probado
como un aditivo que para reducir los problemas sistémicos relacionados con la ascitis
(Geng, Guo y col.,, 2004;Geng, Guo y col, 2004), mientras que en gallinas solamente un
estudio ha abordado su aplicaciéon en dieta para la reduccién del contenido de
colesterol en huevo (Kamisoyama, Honda y col, 2010). No obstante en el presente

estudio referido la CoQ10 sera evaluada desde el punto de vista de producciéon interna
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en las células del higado, con el objetivo de conocer el impacto de las dietas en estudio

en procesos oxidativos y de generacion de energia llevado a cabo en el ave.
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Il. FASE EXPERIMENTAL 1

Efecto de la Dosis de una Fitasa en los Parametros Productivos y Oseos de
Gallina de Postura Bovans White Alimentadas con Niveles Crecientes de Lisina

Digestible

Version en espafiol del articulo a ser publicado por la revista Brazilian Journal of
Poultry Science

I.1 Resumen

Las fitasas (Fi) de origen exdgeno pueden influir sobre la disponibilidad de la proteina
en la dieta dependiendo de la dosis empleada, como ha sido reportado previamente
en el pollo de engorda con dosis mayores a las estandar (500 FTU/kg), siendo
desconocido dicho efecto en la gallina de postura. El objetivo del presente estudio fue
determinar si el incremento de la dosis de una 6-Fi mejorada pudiera aumentar la
digestibilidad de la lisina en la dieta, mediante la evaluaciéon del desempefo
productivo y estatus 6seo en gallina Bovans White de 39 semanas de edad. Para el
estudio se emplearon 182 aves, las cuales fueron alojadas en jaulas individuales y
espacio individualizado en comedero. Las aves fueron distribuidas al azar en 13
tratamientos correspondientes a un disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial de 3x4, con 3 niveles de lisina digestible (Lis-d - 0.67, 0.77, y 0.87%) y 4
dosis de Fi (0, 300, 1200, y 4800 FTU/kg), formulados en una dieta con bajo nivel de
fosforo disponible (P-dis) (0.12%) para un total de 12 tratamientos; adicionalmente,
se incluy6 un control positivo con 0.25% de P-dis en el nivel de 0.87% de Lis-d sin Fi.
Los parametros productivos y pruebas de calidad fisica en huevo fueron evaluados
por 25 semanas; después, a 12 aves por tratamiento se les realizé eutanasia para
determinar el contenido de grasa abdominal y obtener las tibias para determinar
fuerza a la ruptura y contenido de ceniza. Las gallinas que fueron alimentadas con
1200 FTU/kg tuvieron mayor porcentaje de postura, grasa abdominal, fuerza a la

ruptura y contenido de ceniza en tibia respecto a las aves sin suplementacién de Fi
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(P<0.05). Asf mismo estas aves presentaron menos incidencia de huevos rotos y de
tipo farfara (P<0.05). Existi6 una interaccion entre los niveles de Fi y Lis-d en la masa
de huevo y la concentracién de ceniza en hueso (P<0.05). El indice de conversion y la
pérdida de peso corporal fueron menor con la inclusién de la Fi (P<0.05). No hubo
efecto de los tratamientos en los parametros de calidad de huevo (P>0.05). El
aumento del contenido de P inorganico a 0.25% incremento el peso del huevo, aunque
no mejord el peso corporal y contenido de grasa abdominal (P<0.07), siendo no
significativo en otras variables (P>0.05). En conclusion la dosis de 1200 FTU/kg
mejoro el desempefio productivo y preservo la condicion corporal y 6sea de las aves
en comparacion con las dosis de 300 y 4800 FTU/kg, aunque el nivel de Lis-d en la
dieta hizo que la respuesta hacia la Fi cambiara en variables como la masa de huevo.
No se evidencié una equivalencia con la adicion de la Fi para el nivel de Lis-d, aun

cuando se emplearon dosis altas.

Palabras Claves: Fitasa, superdosis, lisina digestible, desempefio productivo, estatus

0seo.

IL.2 Introduccion

El fosforo fitico representa de un 60 a 80% del contenido total del fésforo (P) en los
vegetales (Selle y Ravindran, 2007) dado su rol fundamental en el proceso de
germinacion, al evitar el desarrollo de procesos oxidativos intrinsecos en la semilla
(Doria, Galleschi y col, 2009). No obstante, en la alimentacion de animales
monogastricos es considerado un antinutriente por su capacidad de quelar minerales,
carbohidratos, proteinas (Angel, Saylor y col, 2006), y aminoacidos (Rutherfurd,
Edwards y col., 1997), convirtiéndolos en menos asimilablesv. Las aves tiene limitada
capacidad de producir enzimas endégenas (Truong, Yuy col, 2014) para hidrolizar el
acido fitico (A-Fi) y liberar el P de su estructura, lo que ha llevado al uso de fitasas (Fi)
exdgenas de tipo microbiano en las dietas, siendo ésta practica cada vez mas comun.
La reducciéon en el contenido de P inorgdnico en la dieta con el uso de Fi, ha

contribuido en el objetivo de disminuir la excrecion de P y disminuir el efecto
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contaminante de las excretas (Nahm, 2007). De esta manera el aporte de P por parte
de la enzima, conocido como efecto fosforico, es aceptado a nivel mundial en las
producciones de pollo de engorda, gallina de postura, y cerdos, mientras que el aporte
de la misma hacia otros nutrientes como la proteina, denominado efecto extra-
fosférico (Cowieson, Wilcock y col., 2011), sigue estando bajo investigacién en los

ultimos anos (Dersjant-Li, Awati y col., 2015).

El A-Fi puede afectar negativamente la solubilidad y por tanto la digestion de las
proteinas, mediante dos mecanismos, siendo el primero relacionado con procesos de
quelacion dependiente del punto isoeléctrico de la proteina y del pH del medio. En un
pH acido, el A-Fi es capaz de quelar directamente a la proteina por uniones con cargas
positivas del grupo amino o con aminoacidos basicos como la arginina, histidina, y
lisina, formando complejos binarios. Por otro lado en un pH basico, las cargas
negativas en los grupos carboxilos de todos los aminoacidos se unen a cationes
divalentes presentes en el medio, principalmente minerales, que ya han sido quelados
por el A-Fi, formando complejos terciarios (Cheryan y Rackis, 1980). El segundo
mecanismo se relaciona con la capacidad de los grupos fosfato de actuar como
moléculas kosmotrépicas (Selle, Cowieson y col., 2012), al establecer uniones con el
hidrégeno del agua presente alrededor de la proteina, de tal manera que la estructura
de la misma es modificada. Por lo tanto, la proteina se vuelve mas rigida, perdiendo
solubilidad, y se convierte en menos digerible en el tracto digestivo. Bye, Cowieson y
col. (2013) en un estudio in vitro concluyeron que la adicion de fitato de sodio al
medio decrecia la solubilidad y estabilidad de la lisozima, ya que se comportaba como
una molécula kosmotroépica a concentraciones mayores que 5mM, mientras que por
debajo de éste valor, era capaz de establecer uniones con la proteina causando su

desestabilizacion, por lo que sugiere la ocurrencia de ambos mecanismos.

La lisina es el aminoacido de referencia para la formulacion de dietas bajo el concepto
de proteina ideal, a pesar de ser el segundo aminodacido limitante en aves, después de
la metionina (Boisen, Hvelplund y col., 2000). La decision se tomo teniendo en cuenta

varios aspectos favorables de la lisina, incluyendo su facilidad de andlisis en el
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laboratorio, su baja desviacién hacia otras vias metabélicas mas alla de la formacién
de proteina en huevo y tejidos corporales, y su no conversion hacia otro aminoacido,
como sucede con la metionina y cisteina (Lemme, Ravindran y col., 2004). Formular
dietas bajo el concepto de proteina ideal busca en primera medida, determinar los
requerimientos del animal por la lisina, y a partir de ahi ajustar los demas
aminodacidos con proporciones fijas, por medio de la extrapolacion (Coon, 2002). En el
caso de la gallina de postura, los requerimientos de lisina digestible (Lis-d) depende
de factores como la edad del ave, el periodo productivo, la linea genética que son
capaces de cambiar la respuesta medida en masa de huevo producida y en peso

corporal (Silva, Malheiros y col., 2015).

Tomando en considereacion el efecto que el A-Fi tendria sobre la solubilidad de la
proteina presente en el alimento, existe la posibilidad que la Fi influya sobre los
requerimientos nutricionales de aminoacidos de la gallina de postura, aunque dicha
respuesta podria ser dependiente de la dosis de la enzima. Se ha encontrado que con
dosis mayores a las estandar se mejora la digestibilidad de la proteina en pollo de
engorda (Bedford y Walk, 2016), por medio del incremento de la hidrolsis del A-Fi en
el tracto digestivo (Truong, Yu y col, 2014;Zeller, Schollenberger y col, 2016). El
empleo de estas dosis mayores en pollo de engorda, conocidas como superdosis, ha
llevado a la adicién de 1500 FTU/kg con el propoésito de obtener la hidroélisis de mas
del 85% del A-Fi presente en el alimento (Wilcock y Walk, 2016), resultando en un
mejor desempeiio productivo (Cowieson, Wilcock y col, 2011). Por otra parte en el
caso de las dosis estandar, Selle, Ravindran y col. (2010) indicaron que con inclusiones
de 766 FTU/kg se logra el 42% del A-Fi hidrolizado y que con 500 FTU/kg se obtiene
0.12% de P disponible (P-dis) a partir de la dieta base, no solo en pollo de engorda,
sino también en cerdos, sugiriendo con ello un inicio de la hidrdlisis y de aporte de P

al adicionar una dosis estandar.

En gallina de postura la mayoria de estudios publicados para la constatacién del uso

de Fi ex6genas, han sido llevados a cabo con dosis de 300 y 400 FTU/kg (Keshavarz,
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2003;Lim, Namkung y col., 2003;Francesch, Broz y col, 2005), existiendo una carencia
en la informaciéon concerniente a dosis mayores. Mellef, Dridi y col. (2011) no
encontraron diferencias significativas al evaluar 400, 800, y 1200 FTU/kg en gallinas
Shaver 2000 de 30 semanas de edad. De manera similar, Silva, Araujo y col. (2008) no
observaron cambios con inclusiones de 300, 600, y 1200 FTU/kg en gallinas Lohman
Brown de 44 semanas de edad. En esta misma linea genética, Agbede, Adebayo y col.
(2010) no encontraron efectos significativos con 1000 FTU/kg entre las semanas 18 y
22 de vida. Los resultados obtenidos en estos estudios sugieren que a pesar de la
diversidad en las condiciones experimentales, dosis incrementales de Fi en gallina de

postura no tienden a tener respuestas positivas.

Ademas de lo anteriormente mencionado, estudios que evalien en gallina de postura
la influencia de la dosis en el efecto extra-fosforico de la Fi, no se encuentran
disponibles, siendo que solamente, el efecto interactivo entre niveles de Fi y de L-dig
se ha reportado previamente en la producciéon de pollo de engorda (Selle y Ravindran,
2007). En el presente estudio se manejo como hip6tesis que el incremento en la dosis
de una 6-Fi proveniente de E.coli, podria aumentar la disponibilidad de la lisina a
partir de la dieta base y por tanto podria mejorar el desempeiio productivo de gallinas
Bovans White. De esta manera, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de 4 dosis de una Fi (0, 300, 1200, y 4800 FTU/kg) y 3 niveles de Lis-d (0.67, 0.77, y
0.87%) sobre los parametros productivos y estatus éseo de gallinas de 40 a 63
semanas de edad alimentadas con una dieta base de maiz y pasta de soya con bajo
contenido de P-dis (0.12%). Ademas se compard el efecto de adicionar la enzima
versus aumentar el contenido de P inorganico a 0.25%, en el nivel mas alto de L-dig

evaluado.

I.3 Materiales y Métodos
Aves. En el estudio se emplearon 182 aves con una edad de inicio de 39 semanas,
alojadas en jaulas individuales de 40*47 cm, que representa 1880 cm? de area en

superficie disponible para cada una, y con 38 cm de espacio en comedero. Al incio de
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la evaluacién, las gallinas fueron seleccionadas por peso corporal, considerando un
rango de 1653+135 g equivalentes a una desviaciéon estandar de la poblacién
muestreada. Asi mismo, durante la primer semana el porcentaje de postura de las
aves preseleccionadas fue evaluado y todas aquellas que no tuvieran una postura
regular fueron excluidas del ensayo. Se suministré agua ad libitum y un consumo
maximo de 105 g/ave/dia de alimento en presentacidn harina. El experimento se llevd
a cabo en instalaciones a temperatura ambiente con un programa de iluminacién de
16L:8N. Todo el manejo de las aves durante el experimento fue aprobado por el
comité institucional para el cuidado y uso de animales experimentales (SICUAE) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Universidad Nacional Autébnoma de

México.

Dietas y Disefio Experimental. Cuatro dosis de una Fi ex6gena fueron incluidas “on
top” en el dieta (0, 300, 1200, y 4800 FTU/kg) en tres niveles de Lis-d (0.67, 0.77,
0.87%) como un arreglo factorial de 4x3, en una dieta base con nivel bajo de P-dis
(0.12%). Ademas, se evaliio una dieta control con 0.25% P-dis en el nivel mas alto de
Lis-d evaluado (0.87%) sin adicion de Fi, para un total de 13 tratamientos. Las aves
que fueron seleccionadas se incluyeron al azar en los 13 tratamientos para un total de
14 réplicas de un ave cada una. Durante el experimento se emple6 una Fi proveniente
de Escherichia coli y expresada en Trichoderma reesei, definiéndose una FTU como la
cantidad de enzima requerida para liberar 1 mol de P inorganico/min a partir de 0.15

M/dL de fitato de sodio a una temperatura de 37 2C y un pH de 5.5.

Se elaboré una dieta base de maiz y pasta de soya, a partir de la cual se obtuvieron 13
partes iguales, que representan las dietas experimentales; en la dieta base se
incluyeron los micro-ingredientes y la enzima necesaria con el objetivo de obtener el
perfil nutricional acorde al objetivo experimental (Cuadro 1). El contenido nutricional
de las dietas fueron establecidas tomando en cuenta las recomendaciones para linea
blanca ligera de gallina de postura del NRC (1994), excepto para la L-dig y el P-dis, los

cuales fueron acorde al objetivo del estudio. Todas las dietas contenian 15% de
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proteina cruda, 2.8 Mcal/kg, y 3.5% de calcio total, y fueron formuladas a base de
aminodacidos digestibles, guardando constante el contenido de metioinina (0.38%),
cisteina-metionina (0.65%), y treonina digestible (0.61%). La celulosa fue empleada
como material inerte (World Minerals, Lompoc, CA) para preservar el 100% del
contenido nutricional en aquellas dietas bajas en cloruro de lisina y Fi, logrando los

niveles esperados para las dietas experimentales.

Parametros Productivos. Durante 25 semanas se registraron los parametros de
produccién concernientes a la producciéon de huevo comercial, las cuales fueron:
numero de huevo puesto, peso de huevo, y clasificaciéon del mismo en roto, sucio, y en
farfara, registrados diarimente por cada réplica. El consumo fue determinado
semanalmente como acumulado, mientras que el peso del ave se tom¢ al inicio y al
final del periodo experimental. Asi mismo se tomé en cuenta la mortalidad cada dia,

sin que se presentara ninguna pérdida de las aves en el periodo experimental.

Pruebas Fisicas en Huevo. Cada cuatro semanas se seleccion6 un huevo por réplica
para medir las unidades Haugh y la pigmentaciéon en yema mediante un programa
computacional (Technical Services and Supplies, Dunnington, York, UK), asi como
también para medir el grosor de cascarén sin membranas internas con un micrométro

digital (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japan).

Parametros en Hueso y Grasa Abdominal. Después de la evaluacién de parametros
productivos, se seleccionaron 12 aves por tratamiento y se les realiz6 la eutanasia
usando una inyeccion intravenosa de EUTAFIN® (pentobarbital s6dico 390 mg,
fenitoina sddica 50 mg y excipientes 1ml) a una dosis de 1 mL/5 kg de peso vivo
administrada en la vena radial. En cada ave se obtuvieron ambas tibias, destinando las
derechas para determinar la fuerza a la ruptura con un equipo MV-110 Imada (Imada
Inc.,, Northbrook, IL), fijando 3.6 cm de distancia entre las columnas de soporte. Por
otro lado las tibias izquieras fueron limpiadas de remanentes de musculo,
articulaciones, tendones, y ligamentos, para ser desengrasadas con éter etilico al 25%

en un extractor Soxhlet por 4 horas, secadas a 50 2C por 48 horas y pesadas. Los
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huesos deshidratados fueron incinerados a 500 °C por 17 horas para cuantificar el
contenido de cenizas. Adicionalmente, en cada ave muestreada se peso el contenido
de grasa abdominal y se determind su relaciéon respecto al peso corporal como

porcentaje.

Andlisis de Los Alimentos en el Laboratorio. El contenido de proteina, EM, y de P,
Ca y lisina fueron analizados en la dieta base siguiendo las técnicas de AOAC (2006).
La actividad de la Fi ex6gena en las dietas fue cuantificada por el servicio y consulta de
enzimas (Ystrad Mynach, UK) de acuerdo a métodos modificados a los propuestos por

Engelen, Heeft y col. (2001).

Analisis Estadisticos. Los tratamientos incluidos con 0.12% de P-dis fueron
analizados estadisticamente como un disefio completamente al azar con arreglo
factorial anidado al contenido de P-dis en la dieta, que también fue incluido en el
modelo como una fuente de variaciéon en el ANOVA. Tras detectar significancia, las
medias de los tratamientos fueron separadas mediante la prueba de Tukey o DMS.
Ademas de la evaluacion de los tratamientos bajo el esquema del ANOVA, los datos
fueron analizados como regresion lineal, tomando los niveles de Lis-d y de Fi como
variables cuantitativas. Valores de P menores a 7% fueron considerados como

significativos para ambas evaluaciones en el programa JMP 12®.

I.4 Resultados

La concentracién de la enzima en todos los tratamientos estuvo por arriba de los
valores esperados, presentando el incremento gradual que era esperado y cercano a
las dosis a conseguir. Las dietas sin la adicion de la Fi ex6gena no fueron analizados ya
que la técnica empleada para la cuantificacion era especifica de la enzima microbiana
(Cuadro 2). El contenido de Lis-d resultd ser cercano a los niveles establecidos como

objetivo (ver nota al pie del cuadro 3).

Gallinas alimentadas con 1200 FTU/kg presentaron mayor porcentaje de postura

que aquellas no suplementadas con Fi en niveles de 0.12% de P-dis (P<0.05). Ademas,
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aves alimentadas con 300 y 4800 FTU/kg en el mismo contenido de P-dis o con
aquellas del control positivo, no mostraron diferencia de las dietas con 1200 6 0
FTU/kg. La respuesta en dicha variable con respecto a adiciones incrementales de Fi
se ajustaron a un modelo cuadratico, siendo evidente un decline en la produccién
después de la dosis de 1200 FTU/kg (P<0.05). El peso de huevo fue mayor para aves
alimentadas con 0.25% de P-dis, comparado con el promedio obtenido en el grupo de
aves con 0.12% (P<0.07). El consumo de alimento fue menor en gallinas del nivel de
0.67% de Lis-d que aquellas con 0.77%, mientras que 0.87% no fue diferente a los
otros dos niveles (P<0.05), aunque existi6 una tendencia de los datos tipo lineal

positivo (P<0.05) (Cuadro 3).

Hubo una interaccion entre los niveles de Fi y de Lis-d en la masa de huevo (P=0.05),
en la cual gallinas alimentadas con 300 y 1200 de Fi mostraron un incremento en la
masa de huevo respecto a 4800 FTU/kg o a la no adicién de Fi en dietas con 0.67 y
0.87% de Lis-d, mientras que en 0.77%, 4800 FTU/kg fue la dosis con mejor
produccion. Por otro lado, la media de masa de huevo en los tratamientos del arreglo
factorial fue similar a la obtenida en la dieta control (P>0.05). La masa de huevo
respondié de maneral lineal y cuadratica a los incrementos del contenido de Lis-d y Fi,
respectivamente (P=0.067 y 0.071). La inclusién de Fi en la dieta redujoé el indice de
conversion en comparacion a dietas con 0.12% de P-dis sin adiciéon de Fi, mientras

que el nivel de 0.25% mostrd indices intermedios (P<0.05).

Al inicio del experimento el promedio de peso corporal fue similar entre las aves
(P>0.05), mientras que al final del periodo, una alta significancia fue encontrada
(P<0.001). Gallinas alimentadas con 300 y 1200 FTU/kg de Fi tuvieron un peso mayor
que aquellas no suplementadas con Fi en el nivel de 0.12% P-dis, mientras que con
dosis de 4800 FTU/kg o con 0.25% de P-dis los pesos fueron intermedios (P<0.01).
Gallinas no suplementadas con Fi presentaron mayor perdida de peso, ya que dietas
conteniendo 0.12% de P-dis perdieron 5.4% y en la dieta con 0.25% la perdida fue de
7.4% en promedio. Por otra parte, aves alimentadas con 300, 1200, y 4800 FTU/kg de
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Fi presentaron un peso menor de 2.5, 1.3,y 2.2%, respectivamente (P<0.001)(Cuadro
3). El peso corporal final y pérdida de peso fueron altamente significativos a un ajuste
con un modelo cuadratico al incremento de la dosis de la Fi hasta 1200 FTU/kg, por
arriba de la cual la respuesta positiva cay6 (P<0.001). Aves alimentadas con 0.25% de
P-dis sin Fi presentaron el menor contenido de grasa abdominal comparado con
aquellas suplementadas con 1200 FTU/kg en el nivel de 0.12% de P-dis (P=0.060). En
cuanto al efecto del P-dis, gallinas alimentadas con la dieta de 0.25% de P-dis tuvieron
menor contenido de grasa abdominal que aquellas con 0.12% de P-dis

(P<0.05)(Cuadro 3).

Aves sumplementadas con 1200 o con 4800 FTU/kg de Fi presentaron menos
postura de huevo roto que aquellas no suplementadas con Fi en dietas con 0.12% de
P-dis. No obstante, dicha diferencia no se presenté con 300 FTU/kg de Fiy con la dieta
control (P<0.05). Resultados similares fueron obtenidos para huevos tipo farfara,
aunque las gallinas suplementadas con 4800 FTU/kg no mostraron menos postura
que la dieta sin Fi en 0.12% de P-dis (P<0.05). La respuesta en porcentaje de huevos
roto (P=0.063) y en farfara (P<0.05) fue ajustado a un modelo cuadratico con el
incremento de la dosis de la Fi, con una minima presentacion de éste tipo de huevo en
la inclusién de 1200 FTU/kg. Asi mismo, en el caso del huevo tipo farfara la respuesta
fue tipo lineal con el al aumento de los niveles de Lis-d (P<0.05). En huevo sucio no
existié efecto de los tratamientos, ni tampoco significancia de los modelos lineales

evaluados (P>0.05) (Cuadro 4).

Una interaccion significativa fue obtenida para los niveles de Lis-d y Fi en la variable
de masa de huevo comercializable (aquellos huevos producidos, menos los rotos y
tipo farfara) (P=0.056), siendo que en el nivel de 0.67% de Lis-d, la adicién de la Fi
significo una mejora en la produccion, mientras que en el de 0.77% fue la dosis de
4800 FTU/kg la que presentd la mayor masa, y en 0.87% lo hizo las dosis de 300 y
1200 FTU/kg. No obstante, esta variable de huevo comercializable fue altamente

influenciada por el incremento de la dosis de la Fi, lo que resulté en ajuste de los datos
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a un modelo cuadratico con incremento positivo hasta 1200 FTU/kg (P=0.006). En la
misma variale, el contenido de 0.25% de P-dis resulté en menos producciéon que en
promedio el grupo de 0.12% (P=0.070). No hubo efecto en el grosor del cascarén y la
pigmentacion en yema (P>0.05). En relacién a las unidades Haugh, las gallinas
alimentadas con 0.12% de P-dis prensentaron un promedio mas alto que aquellas

alimentadas con 0.25% de P-dis (P=0.057) (Cuadro 4).

Tanto la fuerza a la ruptura (P=0.006) como el peso en ceniza (P=0.015) en tibia,
fueron mayores en aves alimentadas con 1200 FTU/kg de Fi en comparacion con aves
sin adicién de Fi en el nivel de 0.12% de P-dis. Ademas, se encontré una interaccion
entre la Lis-d y la Fi en el peso deshidratado del hueso y en la concentracion de
cenizas (P<0.001), en la cual en el nivel de 0.87%, las dosis de 1200 y 4800 FTU/kg
presentaron mayor promedio, pero en 0.77% el efecto fue contrario. No se
encontraron cambios en los parametros examinados en el hueso, cuando se evaluad el

nivel de P-dis (P>0.05) (Cuadro 5).

IL5 Discusion

La cuantificacién de la actividad de la Fi en las dietas mostré que la concentraciéon de
la enzima fue semejante a la dosis esperada en cada tratamiento, constatando la
presencia de la misma asi como su incremento gradual. Existen diversos factores que
pueden afectar la cuantificacion de la Fi exdgena en alimento, los cuales son
inherentes a las condiciones de muestreo en laboratorio o en la granja y/o al
momento de cuantificar la actividad enzimatica en el laboratorio (Weaver et al,
2009). A pesar de que los valores cuantificados fueron mas altos que los esperados, la
interpretacién de los resultados de éste estudio se basara en las dosis propuestas
inicialmente con el objetivo de no cometer una interpretaciéon errénea a partir de

ellos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que existe un efecto
positivo en la producciéon de huevo cuando la Fi se incluy6 en la dieta, aunque la

intensidad de la respuesta estuvo relacionada con la dosis empleada. En este caso,
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s6lo 1200 FTU/kg increment6 el porcentaje de producciéon en comparaciéon con la no
inclusion de la Fi, mientras que las dosis de 300 y 4800 FTU/kg no lograron una
mejora en la produccidn en los tres niveles de Lis-d probados, resultando en un efecto
cuadratico. Mellef, Dridi y col. (2011) reportaron que inclusiones de 1200 FTU/kg
llevo a una mayor producciéon de huevo en comparacién con 800 FTU/kg; mientras
tanto, 800 FTU/kg fue mejor que 400 FTU/kg en gallina de la linea Hy-Line W-36 al
probar una 6-Fi proveniente de A. oryzae. Por el contratio, Silva, Araujo y col. (2008)
no encontraron ninguna diferencia al evaluar 300, 600, y 1200 FTU/kg de una 3-Fi
proveniente de A. niger, por lo que recomendaron el empleo de la dosis de 300
FTU/kg para mejorar el indice de conversion en gallinas Lohman Brown. La
variablidad en los resultados reportados al evaluar dosis de Fi pudiera estar
relacionado con diferencias en la actividad catalitica de las enzimas, dado su origen
proteico. Estudios in vitro han demostrado que un mismo efecto puede darse con
distintas cantidades de Fi, tomando en cuenta las propiedades catalitcas intrinsecas
de cada enzima (Weaver, Ullah y col, 2009;Nielsen, Nyffenegger y col, 2015). En
condiciones in vivo, Onyango, Bedford y col. (2005) reportaron una mayor actividad
residual al probar 1000 FTU/kg de una 6-Fi proveniente de E. coli que de una Fi del
mismo tipo producida por P. Lyci, cuando las enzimas fueron medidas en la digesta de

molleja, yeyuno, e ileon en pollos de 7 dias de edad.

En el presente estudio, a pesar de haberse mejorado el porcentaje de produccidn, el
peso del huevo permaneci6 similar entre los tratamientos, ain cuando tanto la adicién
de Fi y el nivel de Lis-d en la dieta han sido reportados como factores que pueden
influir el peso (Novak, Yakout y col.,, 2004;Silversides, Scott y col, 2006). Solamente la
suplementacion con P inorganico en la dieta alter6 éste parametro, siendo similar a lo
reportado por Ceylan, Scheideler y col. (2003) y Englmaierova, Dlouha y col. (2012),
pero diferente de los reportes de Augspurger, Webel y col. (2007), Lim, Namkung y
col. (2003), y Viana, Albino y col. (2009). A pesar que el peso del huevo no se afecté
por los tratamientos, cuando ésta variable fue considerada junto con el nimero de

huevos producidos en la masa de huevo, la interaccién entre los factores produjé que

57



en el nivel de 0.77% de Lis-d, las superdosis de 1200 y 4800 FTU/kg presentaran
mayor produccién que 300 FTU/kg, contrastando con los otros niveles de L-dis (0.67
y 0.87%), en los que 4800 FTU/kg resulté en un efecto negativo. A pesar de dicho
efecto interactivo, la evidencia de una tendencia cuadratica de los datos, no solo en
ésta variable sino también en produccién de huevo, resalta el efecto adverso hacia la
dosis de 4800 FTU/kg. Por otro lado, el incremento del nivel del Lis-d en la dieta
significoé un respuesta lineal positiva en la masa de huevo, resaltando la influencia que
puede tener la Lis-d en el desempefio productivo, lo que en el presente ensayo fue

mayor en el nivel de 0.87%.

En la literatura las recomendaciones de los niveles de Lis-d en la dieta son inciertas
para la gallina de postura de linea ligera; el manual de manejo de Bovans aconseja el
uso de 903 mg/d para una dOptima produccion (Hendrix Genetics Company, 2009),
mientras que el NRC va mas abajo hasta 580 mg/d o 690 mg/d en el caso de tener una
dieta de 2900 kcal (NRC, 1994). Rostagno, Albino y col. (2017) recomendaron valores
medios cercanos a 756 mg/d para aves de 40 semanas y de 708 mg/d para aquellas de
65 semanas. Ademdas, de la falta de uniformidad en las recomendaciones, las
evaluaciones publicadas acerca del tema son pocas. Silva, Malheiros y col. (2015)
estimaron que consumos de 707, 660, y 669 mg/ave/d de Lis-d son los 6ptimos para
la masa de huevo en gallinas Dekalb White de 37-40, 41-44, y 45-48 semanas de edad,
respectivamente, los cuales son cercanos al nivel considerado en éste estudio como

bajo, el cual fue de 692 mg/d.

Por otro lado el nivel de Lis-d en la dieta afect6 el consumo de alimento, siendo mas
bajo en el nivel de 0.67%), lo que indica un aporte insuficiente. Las gallinas de postura
son capaces de modular su consumo dependiendo del contenido nutricional de la
dieta, principalmente por el aporte energético (Scanes, Campbell y col, 1987), o por
deficiencias en minerales (Barkley, Miller y col, 2004), siendo que en el caso del
contenido de lisina la relacién atn no es clara. Torii, Yokawa y col. (1996) encontraron
en ratas que restringir L-lisina en la dieta causaba bajo consumo y conllevaba a

anorexia y retardo en el crecimiento, siendo remediada esta condiciéon con el
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suministro de lisina por sangre. En el mismo estudio, los autores demostraton que la
porcién ventromedial del hipotdlamo y el area hipotalamica en el cerebro eran los
responsable de regular los niveles de lisina corporales, demostrando el rol del sistema
nervioso central sobre el apetito por la lisina. Por lo tanto, es probable que debido a la
disminucién en el consumo con el nivel de 0.67% de Lis-d, se produjera una
subsecuente baja en la actividad metabdlica y por lo tanto una reducciéon en el

desempefio productivo, los cual fue parcialemente resuelto por la adicion de la Fi.

A pesar del efecto de la Lis-d en el consumo de alimento, el efecto principal de la Fi
presente en otros parametros como produccion de huevo, se extendioé al indice de
conversion, lo que contrasta con estudios previos. Augspurger, Webel y col. (2007)
encontraron que dosis de 150, 300, y 10000 FTU/kg de una 6-Fi de E. coli expresada
en A. niger no afectaban los resultados obtenidos en el indice de conversion de
gallinas tipo White Leghorn alimentadas con dieta con 0.10% de P-dis. Silversides,
Scott y col. (2006) reportaron resultados similares con dosis de 300, 500, y 700
FTU/kg de una 6-Fi de E. coli expresada en S. pombe en aves ISA-white de 34 a 40
semanas de edad. En el presente estudio, el control ejercido en la cantidad de
alimento a consumir pudo haber sido un factor limitante para no darse un cambio en
el peso del huevo; sin embargo, permitié6 dar enfasis en el efecto de la Fi sobre la
liberacién de nutrientes a partir de la dieta. En éste sentido, la inclusién de la Fi
aumentod los nutrientes asimilables a partir de la dieta, puesto que ofreciendo una
misma cantidad de alimento, mejores rendimientos productivos se produjeron con la
inclusion de la enzima (300, 1200, y 4800 FTU/kg), incluyendo el indice de

conversion.

La disminucion del efecto antinutricional del A-Fi presente en la dieta por la adicion
de una Fi ex6gena fue evidente en las tres dosis evaluadas en el presente estudio,
aunque con 1200 FTU/kg la respuesta fue mayor. Mediante una mayor hidrolisis del
A-Fi obtenida con dosis altas de Fi, se libera mas P a partir de la dieta (Van der Klis,
Versteegh y col.,, 1997;Shirley y Edwards, 2003;Zeller, Schollenberger y col, 2015) y se

reduce el impacto quelante del A-Fi por disminuir la cantidad de moléculas intactas y
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de derivados como los ésteres bajos de inositol. De esta manera se pudo dar una
mayor disponibilidad de nutrientes diferentes al P como es el caso de la proteina
(Prattley, Stanley y col., 1982) y carbohidratos (Thompson y Yoon, 1984), permitiendo
una mejora en la produccién y menor uso de las reservas corporales de las aves.
Silversides, Scott y col. (2006) encontraron que solo con el uso de 700 FTU/kg se daba
un cambio positivo en el peso corporal, al evaluar dosis de 300, 500, y 700 FTU/kg.
Scott, Kampen y col. (2000) demostraron que inclusiones de 250 y 500 FTU/kg de una
3-Fi originada de A. niger evitaba la pérdida de peso corporal de una manera
proporcional, sin que cambios en el contenido de P y Ca de la dieta afectara la
respuesta, demostrando la capacidad que tiene la Fi para sostener la produccion sin
hacer uso de las reservas corporales de las gallinas. No obstante, ambigiiedad en los
resultados también son encontrados, en los cuales no se ha demostrado un efecto
significativo con el incremento en la dosis de la Fi (Augspurger, Webel y col,
2007;Yildiz, Olgun y col, 2010). Francesch, Broz y col (2005) observaron una
ganancia en el peso del ave con inclusiones de 300 y 500 FTU/kg, siendo que con el
incremento del P inorganico en la dieta (1.1 vs 3.2 g/kg de P no fitico) o con el uso de
150 FTU/kg el efecto no se presentd. En el presente estudio, suplementar la dieta con
P inorganico resulté en una pérdida de peso mas pronunciada, lo cual también da
soporte a la idea de un efecto adicional de Fi al aporte de P. No obstante, la evidencia
de pérdida de peso durante el periodo experimental en la mayoria de las aves resulta
ser similar a lo encontrado por Keshavarz (2003) al evaluar la inclusion de la vitamina

D3, 1la 25-0H-D3, y 300 FTU/kg de Fi.

Una mejor obtencién de nutrientes a partir de la dieta fue obtenida en gallinas
alimentadas con 1200 FTU/kg de Fi al conservar las reservas de grasa abdominal, lo
que no fue posible obtener con 300 FTU/kg. La adicion de la Fi conservé las reservas
energéticas en la gallina, lo que puede ser explicado por el aporte de inositol a partir
del A-Fi que tiene la superdosis, afectando el transporte de lipoproteinas en el higado
para la sintesis de triglicéridos (Burton y Wells, 1979), o al evitar el efecto negativo

sobre los lipidos por quelacién del A-Fi (Cosgrove, 1966). Adicionalmente, la
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incapacidad de permitir un mejor desempefio productivo y mantener las reservas
corporales con la suplementaciéon de P inorganico fue evidente, asi como también el
mejoramiento alcanzado por 1200 FTU/kg de Fi, lo que a su vez se proyecta como una
estrategia en la bisqueda de prolongar el ciclo de postura y mejorar la rentabilidad en

la produccién.

Tomando en consideracion los resultados obtenidos en la clasificacion del huevo, se
observa que las dosis de 1200 y 4800 FTU/kg permitieron mejores condiciones para
la formacién de un cascarén resistente, por una mayor disponibildad de minerales a
partir de al dieta, lo que termin6 en disminuir la incidencia de huevo roto. Hassanien,
Sanaa (2011) encontraron que adicionar 1000 FTU/kg causaba una mayor resistencia
a la ruptura en comparacion con 700 FTU/kg, y a su vez esta dosis era mejor que
inclusiones de 500 y 0 FTU/kg. En el mismo estudio, los resultados observados en
ruptura de cascarén fueron semejantes a aquellos obtenidos para los niveles en
sangre de P, Ca, y Mg. Mientras tanto en el presente estudio, fue evidente que 4800
FTU/kg no disminuyé la presencia de huevo en farfara de la misma manera que 1200
FTU/kg, lo que tampoco fue obtenido por la dosis de 300 FTU/kg. Esto indica que el
efecto de la dosis en cuanto a parametros en cdscara puede causar diferente estatus
en la formacién de la misma, lo que a su vez influye en el potencial comercializable del

huevo.

La lisina hace parte de la matrix proteica en los cuerpos mamilares presentes en el
cascaron (Hincke, Nys y col.,, 2012); por tanto es posible que la disponibilidad de este
aminodacido a partir de la dieta altera el proceso de deposicién mineral durante la
formacién del cascardn, dejando defectos en su micro-estrucura (Solomon, 2010). En
el presente estudio, la lisina influy6 el incremento en la incidencia de huevos en
farfara, sin que se viera afectado el grosor del cascaron, reforzando la idea de una
mayor influencia de la micro-estructura que la macro-estructura en la resistencia del
cascaron, ya que la disposicién y el tamaiio de los cristales de los minerales en el
mismo cambia sus propiedades mecanicas (Hernandez-Hernandez, Vidal y col,, 2008).

Un importante punto a tener en cuenta fue que el disefio del experimento se llevé a
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cabo en un sistema de jaula individual, permitiéndo una mayor influencia dietaria en
la ruptura de la cascara, al anular aquella derivada de la limitaciéon del espacio en

jaula.

Cuando el efecto de los tratamientos sobre los huevos no vendibles (rotos y en
farfara) fue combinado con el de la masa de huevo, en la variable de huevos
comercializables, el efecto del nivel de Lis-d sobre la accion de la Fi fue mas
significativo. Al respecto, solo un estudio ha sido publicado acerca de la implicacion
del efecto combinado o aislado de la dosis de la Fi y el nivel de lisina en la dieta. Selle,
Ravindran y col. (2007) encontraron que la adicién de 500 FTU/kg de una 3-Fi
originada a partir de A. niger en pollo de engorda de 7 a 28 dias de edad tuvo un mejor
desempefio en una dieta con nivel de L-dig considerado como deficiente (10.0 g/kg)
en comparacion con un nivel adecuado (11.8 g/kg). Por otra parte en el presente
estudio, la limitaciéon de lisina del nivel de 0.67% indujo un bajo metabolismo
reflejado en un bajo consumo de alimento, lo que disminuy6 el uso de nutrientes
liberados por la Fi, resultanto en una ligera respuesta a la superdosis. Adicionalmente,
en el nivel de 0.87%, en la dieta sin Fi, el bajo aporte de P pero alto contenido de lisina
produjo un desbalance que impact6 negativamente el desempefio productivo; sin
embargo, el equilibrio de los nutrientes en la dieta fue logrado con la adiciéon de 300 y
1200 FTU/kg, pero no con 4800 FTU/kg. En el nivel medio de Lis-d (0.77%), 300
FTU/kg no obtuvo una produccion de masa de huevo como el alcanzado por la
superdosis con inclusiones de 1200 y 4800 FTU/kg. En general, 300 FTU/kg de Fi no
fue suficiente para cubrir los requerimientos de nutrientes en la produccién y a la par
evitar el uso de las reservas energéticas en el cuerpo. Esta situacion fue remediada
incluyendo la dosis de 1200 FTU/kg, lo que resultd en una accién mas uniforme de la
enzima en los tres niveles de Lis-d evaluados, resultando en una frecuente

diferenciacién estadistica de ésta dosis respecto a la no inclusion de la enzima.

La fuerza a la ruptura, que es un importante parametro del estatus éseo, es
incrementado al existir una mayor disponibilidad de P a partir de la dieta (Shaw,

Blake y col,, 2010), siendo que con 1200 FTU/kg fue la dosis de Fi mas adecuada para
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lograrlo, comparado con 300 y 4800 FTU/kg, que condujo la presencia hasta de un
efecto cuadratico. El mismo patron de resultados fue observado en peso de ceniza,
concordando con la correlacién establecido por Kim, Donalson y col. (2004) para la
fuerza a la ruptura y ceniza, lo que indica que existe una mayor liberacién de P de la
dieta para sostener el estatus 6seo por parte de la superdosis que por parte de désis
estandar. Este hecho también tiene soporte en los hallazgos de Adeola , Walk (2013)
en pollo de engorda, en los que la utilizaciéon del P proveniente de la accion de la Fi
para la mineralizacidon 6sea esta cerca de 87.4 y 92.8% con el uso de 5y 6 g de Ca

altamente soluble, respectivamente.

Por otra parte, la adiciéon de P inorganico a las dietas result6 en resistencia a la
ruptura en hueso y peso de cenizas similar a las inclusiones de Fi de 300 y 4800
FTU/kg, dejando entre ver que un mayor efecto fosférico de la enzima es obtenido
también con superdosis, siendo que en el caso de gallina de postura la inclusiéon de
1200 FTU/kg pudiera ser considerada para lograr tal efecto. Por otra parte, los
cambios obtenidos en la concentraciéon de ceniza dependiente del nivel de Lis-d en la
dieta, pudiera ser consecuencia de alteraciones en el componente proteico del hueso o
como un efecto colateral del cambio metabélico por el nivel de Lis-d de la dieta. En
niveles de 0.67 y 0.77% la concentracion de ceniza fue reducida con el incremento de
la dosis de la Fi, pero en 0.87% la respuesta fue contraria. A diferencia, Ravindran,
Selle y col. (2001), no encontraron cambios en el contenido de ceniza al incrementar

los niveles de lisina en pollo de engorda de 28 dias de edad.

Es probable que la inclusion de 4800 FTU/kg tuviera mayor hidrélisis del A-Fi y por
tanto aumentara la disponibilidad de nutrientes en la dieta. No obstante, dicha dosis
causo una depresion del desempefio productivo y no mostro6 beneficios para el estatus
0seo de gallinas alimentadas con 0.67 y 0.87% de Lis-d, al compararse con la dosis de
1200 FTU/kg. Una posible explicacion esta dada por un consecuente desbalance de
nutrientes, ya que al aumentar el contenido de P con la Fi, la relaciéon de Ca:P, por
ejemplo, se habria roto. Li, Angel y col. (2015) encontraron que al incrementar el nivel

de P-dis en la dieta, se disminuia el Ca total e ionizado en sangre de pollitos,
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concluyendo que con cierto exceso o deficiencia en estos minerales, su homeostasis se
afectaria y por tanto el desempefio productivo y composicién 6sea del ave. Pocos
estudios se han llevado a cabo con altas inclusiones de Fi en gallina de postura, y
contrario a lo observado en el presente estudio donde 4800 produj6 un cambio
positivo en la produccién de huevo solo en el nivel de 0.77% de Lis-d, Meyer , Parsons
(2011) no encontraron cambios en la respuesta al evaluar 150, 250, y 15000 FTU/kg
de una 6-Fi proveniente de E.coli en gallina Hy-line W-36, similar a los resultados de
Augspurger, Webel y col. (2007) con 250, 500, 1000, y 10000 FTU/kg de una 6-Fi en

aves de la linea Single-Comb White Leghorn.

En conclusidn, la suplementacion de 1200 FTU/kg de una Fi derivada de E.coli,
mejoro el desempefio productivo mientras preservd las reservas corporales y el téjido
0seo en gallina Bovans white, lo cual no fue logrado con inclusiones de 300 y 4800
FTU/kg o con la suplementacién de P inorganico. Parece ser que la Fi tiene
implicaciones en la disponibilidad de nutrientes mas alla del P y que ademas un
mayor efecto fosforico y extra-fosférico de la enzima es obtenido con el uso de la
superdosis. Por otra parte, la accién de la Fi sobre parametros productivos y estatus
6seo en la gallina, fue dependiente de los niveles de Lis-d en la dieta, sin que se

presentara una equivalencia de la Fi sobre dichos niveles.
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Cuadro 1. Composicion y analisis del contenido nutricional de la dieta base

Ingrediente Kilogramos
Maiz amarillo (8%) 690.0
Pasta de soya (48%) 199.5
Carbonato de calcio 94.3
Sal (NaCl) 4.0
Celulosa 3.0
Vitaminas y minerales® 2.4
DL- metionina 84% 1.6
Ortofosfato 18:21 1.3

Pigmento amarillo 15 g/Kg (Tagetes erecta) 1.0

Pigmento rojo 5 g/Kg (Capsicum annuum) 0.8
Cloruro de colina 60% 0.8
BMD-100° 0.5
Cyromazine 1% 0.5
Antioxidante? 0.2
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L- Lisina 76.4% 0.0

Escherichia coli- Fitasa 0.0

Contenido Nutricional

Proteina cruda (%) 15.10
Energia metabolizable (Mcal/kg)" 2.80
Metionina y cisteina digestible (%) 0.65
Metionina digestible (%) 0.38
Lisina digestible (%) 0.67
Treonina digestible (%) 0.61
Calcio total (%)’ 3.5

Fésforo total (%)° 0.34
Fésforo disponible (%) 0.12

tValor analizado; ttValor calculado.!Premezcla vitaminica provee: Vitamina A 10,000,000 Ul; 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 f6lico 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; Selenio 0.30g; Antioxidante 125g; Vehiculos c.b.p 1,000,000g por kg de dieta.2 BHA (hidroxibutilanisol) 1.2%, BHT
(butil hidroxitolueno) 9.0%, Etoxiquina 4.8%, Agentes quelantes 10%.
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Cuadro 2. Actividad fitasica esperada y cuantificada en muestras de alimento!

Esperada Lisina Digestible Analizada Recuperada CVv
(FTU%kg) (%) (FTU/Kg) (%0) (%)
300 485 162 14
1200 0.67 1340 112
4800 5345 111
300 402 134
1200 0.77 1400 117
4800 5498 115 9
300 390 130 13
1200 0.87 1600 133
4800 5780 120

1 Muestras de alimento analizadas por Enzyme Services and Consultancy Ltd.- Ystrad Mynach, UK, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

2Una FTU es definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de P inorganico por minuto a partir de
0.15M/dl de fitato de sodio a 372Cy pH 5.
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Cuadro 3. Efecto interactivo de la adiciéon de una fitasa y niveles de lisina digestible en la dieta sobre los parametros

productivos y deposicion de grasa abdominal en gallinas Bovans White de 40-65 semanas de edad

P-  Fitasa Lisina Produccion Consumo de Peso corporal (g) Deposicion
Dis (FTU/ dig. de huevo hiii%c(le) alimento I‘MS\S/ZI ?e) (If) Inicial Final Pérdida aggc?rl;leﬁ‘la:;ll
) k) %) (%) Y (gaverdia) S R ¢ M SN C7) (%)
0 85.9 58.7 102.5 50.3 2.04 1,620 1,531 5.2 1.94
300 . 87.1 62.0 103.2 53.8% 1.92 1,660 1,620 2.3 1.80
1200 0.67 88.7 60.0 104.0 53.2% 1.96 1,652 1,634 2.8 2.13
4800 88.3 59.2 103.1 52.2% 1.98 1,641 1,606 2.7 2.17
0 88.2 60.8 104.7 53.7% 1.96 1,664 1,527 5.7 1.70
012 300 ) 86.2 60.8 104.6 52.4% 201 1626 1,582 25 2.00
1200 0.77 89.6 59.8 103.6 53.4% 1.95 1,653 1,636 1.0 2.00
4800 90.3 60.8 104.2 54.8° 1.90 1,641 1614 2.1 1.58
0 84.1 60.9 104.9 51.2% 2.06 1,662 1,596 5.3 1.30
300 90.1 60.2 103.9 54.1% 1.92 1,669 1,628 2.7 1.94
1200 0.87° 90.2 60.3 105.0 54.3% 1.94 1,670 1,653 0.2 2.29
4800 88.3 58.9 103.0 52.0% 1.99 1,670 1,589 1.7 2.47
0.25 0 84.5 61.9 103.8 52.2% 2.01 1,680 1,571 6.9 1.34
SEM 0.828 0.506 0.343 0.530 0021 1332 1531 0.551 0.140
Promedio de Efectos Principales
0 86.1° 60.1 104.0 51.7° 2.021* 1654  1551° 5.4 1.65%®
012 300 87.8% 61.0 103.9 53.4° 1.953" 1,652  1,610° 2.5° 1.91%
1200 89.4° 60.1 104.2 53.6° 1.949° 1,663  1,641° 1.3° 2.14°
4800 89.0% 59.6 103.4 53.0° 1.957° 1,651  1,603% 2.9° 2.07*
0.25 0 86.2%° 61.9 103.8 53.2% 1.958® 1678  1,560% 6.9° 1.34°
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0.67 87.5 60.0 103.2° 52.4 1.976 1,657 1,598 3.2 2.01

0.12 0.77 88.6 60.5 104.3? 53.6 1.956 1,665 1,590 2.8 1.82
0.87 88.2 60.1 104.2% 52.9 1.978 1,672 1,616 2.5 2.00
0.25 ' 86.2 61.9 103.8%® 53.2 1.958 1,678 1,560 6.9 1.34
0.12 88.1 60.2° 103.4 53.0 1.970 1,655 1,601 2.9° 1.94°
0.25 86.2 61.9° 103.8 53.2 1.958 1,678 1,603 6.9° 1.34°
Valores-P (Significancia del Efecto)
Fitasa 0.019* C 0.282 0.425 0.044*C 0.045* 0.719 0.001°C <.0001"C 0.060* C
Lisina 0.533 0.604 0.012* L 0.176 L  0.644  0.575 0.328 0.525 0.442
Lisina*fitasa 0.168 0.200 0.121 0.051* 0.106  0.913 0.570 0.741 0.111
P-Dis 0.217 0.068 0.911 0.768 0.750 0.457 0.144  <.0001™" 0.017*

Significancia estadistica P < 0.07,” P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias.
L, Efecto lineal y C, Cuadratico.

Valores analizados en orden son: 0.69, 0.67, 0.68, y 0.70.

2Valores analizados en orden son: 0.80, 0.76, 0.79, y 0.78.

3Valores analizados en orden son: 0.86, 0.87, 0.87, 0.89, y 0.83.
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Cuadro 4. Efecto interactivo de la adiciéon de una fitasa y niveles de lisina digestible en la dieta sobre los tipo de huevo

producido, masa de huevo comercializable, y pruebas fisicas en huevo de gallinas Bovans White de 40-65 semanas de edad

Huevo producido (%o)

Prueba fisica en huevo

P- Fitasa Lisina Masa de huevo
Dis (FTU/ dig. ) _ comercializable  Grosor de Unidades _ .
(%) kg) (%) Roto Farfara Sucio (%) cascarén (mm)  Haugh ' '9mentacion
0 0.59 0.63 0.70 42.5% 317 95.1 9.2
300 0.67 0.43 0.67 0.45 46.3%° 323 92.3 9.6
1200 : 0.20 0.37 1.25 46.3%° 316 91.1 9.5
4800 0.25 0.94 1.07 45,12 314 91.7 9.4
0 0.58 1.13 0.62 46.5%° 308 89.9 9.2
0.12 300 077 0.61 1.02 1.26 43.9° 318 93.1 9.4
1200 ' 0.25 0.31 1.16 47.2% 318 92.3 9.2
4800 0.29 0.61 0.76 48.8° 315 94.2 9.4
0 1.14 2.25 0.57 41.6° 310 89.6 9.2
300 0.56 0.80 0.72 47.9%® 313 92.0 9.1
1200 0.87 0.16 0.64 0.89 48.2° 320 92.4 9.3
4800 0.30 0.56 1.21 45,1°%¢ 313 93.9 9.2
0.25 0 0.39 1.55 1.39 43.0% 314 89.3 9.2
SEM 0.156 0.243 0.196 0.868 3.332 0.893 0.111
Promedio de Efectos Principales
0 0.77° 1.39% 0.64 43.5° 312 91.5 9.2
300 0.55% 0.78% 0.81 46.0® 318 92.5 9.4
1200 0.20° 0.24° 1.05 47.2° 318 91.9 9.3
4800 0.28" 0.43% 1.01 46.3° 314 93.3 9.33
0.25 0 0.39% 1.52% 1.39 43.0° 314 89.2 9.20
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0.67 0.37 0.65 0.83 45.1 318 92.6 9.43
0.77 0.43 0.76 0.95 46.6 315 92.4 9.25
0.87 0.54 1.06 0.85 45.7 314 92.1 9.21
0.25 0.87 0.39 1.52 1.39 43.0 314 89.2 9.20
0.12 0.45 0.82 0.88 45.8° 316 92.4° 9.30
0.25 0.39 1.52 1.39 43.0° 314 89.2° 9.20
Valores-P (Significancia del Efecto)
Fitasa 0.037*C 0.037*C 0.392 0.017* C 0.402 0.569 0.274
Lisina 0.656 0.335L 0.865 0.337 0.647 0.878 L 0.226
Lisina*fitasa 0.873 0.381 0.646 0.056* 0.881 0.121 0.416
P-Dis 0.368 0.118 0.153 0.070* 0.826 0.057* 0.629

Significancia estadistica P < 0.07,™ P < 0.01, ™ P < 0.001. > Muestran diferencia significativa entre las medias.

L, Efecto lineal y C, Cuadratico.
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Cuadro 5. Efecto interactivo de la adicién de una fitasa y niveles de lisina digestible en la dieta sobre parametros dseos en

gallinas Bovans White de 65 semanas de edad

P-Dis Fitasa Lisina dig. Fuerzaala Peso de hueso Concentracion de Peso de
(%0) (FTU/kQ) (%0) ruptura (kg/cm2)  deshidratado (g) ceniza (%) ceniza (q)
0 16.1 4.26" 48.2° 2.05
300 0.67 17.4 4.49% 49.3% 2.21
1200 ' 18.9 5.11° 47.3° 2.42
4800 18.3 4.61% 48.0°° 2.20
0 16.0 4.01° 49.6° 1.98
0.12 300 0.77 18.6 4,43 51.0° 2.26
1200 ' 19.0 4.78% 48.8" 2.33
4800 16.7 4.49% 48.6™ 2.18
0 17.3 4.41%° 50.1%¢ 2.21
300 17.8 4.78% 48.3" 2.30
1200 0.87 18.2 3.99° 53.7° 2.14
4800 18.7 4.04° 53.4° 2.16
0.25 0 18.5 4.64% 49.4™ 2.29
SEM 0.463 0.100 0.458 0.051
Promedio de Efectos Principales
0 16.5° 423" 49.3 2.08°
0.12 300 17.9° 4.56% 49.5 2.26"
1200 18.7° 4.63° 49.9 2.30°
4800 17.9% 4.38% 50.0 2.18%
0.25 0 18.5% 4.64% 49.4 2,29
0.12 0.67 17.6 4.62° 48.2° 2.22
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0.77 17.6 4.43% 49.1° 2.19

057 18.0 4.31° 51.3 2.20
0.25 ' 18.5 4.64% 49.4% 2.29
0.12 17.7 4.47 49.6 2.21
0.25 18.5 4.64 49.4 2.29
Valores-P (Significancia del Efecto)

Fitasa 0.006** C 0.019* L 0.649 C 0.015* C
Lisina 0.722 0.035* L <.0001 0.847
Lisina*fitasa 0.354 <.0001 <.0001 0.148
P-Dis 0.340 0.280 0.687 0.315

Significancia estadistica P < 0.07,™ P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias.

L, Efecto lineal y C, Cuadratico.
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III. FASE EXPERIMENTAL 2

Efecto de la Superdosis de una Fitasa en la Digestibilidad Ileal de Amino Acidos
y Minerales Dependiendo del Nivel de Lisina Digestible en Dieta para Gallina

Bovans White

I11.1 Resumen

El empleo de altas dosis de fitasa (Fi) de tipo exdgena puede permitir mayor
disponibilidad de nutrientes limitantes en la dieta, como es el caso de la lisina,
mediante una hidroélisis mas profunda del acido fitico y por ende una disminucion de
su capacidad quelante. El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de
diferentes dosis de una Fi en dietas con niveles crecientes de lisina digestible (Lis-d),
sobre la digestibilidad de aminoacidos (AA) y minerales. Para ello se evaluaron cuatro
dosis de Fi (0,300, 1200, y 4800 FTU/kg) en tres niveles de Lis-d (0.67, 0.77,y 0.87%)
de una dieta base de maiz y pasta de soya baja en fosforo disponible (0.12% - Pdis). Se
incluy6 un tratamiento adicional con 0.25% de Pdis en el nivel de 0.87% de Lis-d sin
Fi. El diéxido de titanio fue suministrado en la dieta como marcador indigestible por
dos semanas a una dosis de 5 g/kg, tras ser alimentadas por 25 semanas con las dietas
experimentales. Se emplearon 182 gallinas de la linea Bovans White de 40 semanas de
edad, de las cuales tras realizar eutanasia, se obtuvo el contenido del ileon posterior
de tres aves, el cual fue mezclado en un pool, para obtener un total de cuatro muestras
por tratamiento. Se cuantific6 el contenido de AA limitantes (excepto Trp), no
limitantes, P, Ca, Zn, Cu, Co, Mn, Mg, Fe, K, y Na en la digesta del ileon y de determiné
el coeficiente aparente de digestibilidad para cada nutriente. Fue significativa la
interaccién entre las dosis de la Fi y los niveles de Lis-d para todos los AA (P<0.05),
siendo que en el nivel de 0.67% de Lis-d, la digestibilidad se ajusté a un modelo lineal
con el incremento de la dosis de la Fi, mientras que en 0.77 y 0.87% el ajuste fue de
tipo cuadratico (P<0.05). La digestibilidad del P fue mayor cuando se incrementé la

dosis de la Fi, aunque la respuesta a la enzima fue mas leve en el nivel de 0.87% de

78



Lis-d (P=0.034). No hubo diferencia entre los tratamientos para la digestibilidad de Ca,
Zn, Cu, Co, Mn, y Fe (P>0.05). La adicion de la Fi en la dieta mejoré la digestibildad de
Mg, Na, y K en los niveles de 0.67% (excepto para la dosis de 300 FTU/kg) y 0.77% de
Lis-d. No obstante, la adicion gradual de la Fi afecté negativamente la digestibilidad de
Mg y Na en el nivel de 0.87% de Lis-d (P<0.05). El contenido de Lis-d en la dieta
influy6 significativamente la respuesta obtenida hacia la Fi en la digestibilidad de los
AA evaluados, P y Mg. Sin embargo, la dosis de 1200 FTU/kg result6 en el incremento
de la digestibilidad de los AA y P en comparacién con la no inclusién de la enzima o
con la dosis de 300 FTU/kg. Por otra parte, el aporte de P con un nivel de Pdis de

0.25% no fue similar a aquel observado con la inclusi6 de la Fi.

Palabras Claves: Superdosis de fitasa, digestibilidad aparente en iledn, digestibilidad

de aminoacidos, digestibilidad de minerales, gallina de postura.

I11.2 Introduccion

El acido fitico (A-Fi) ha sido un importante punto de investigacidn en la nutricién de
aves comerciales, con mayor relevancia sobre la disponibilidad de nutrientes en el
alimento mas alla del P. El A-Fi posee 12 protones intercambiables, que poseen la
capacidad de formar uniones de tipo di o tri valentes con cationes presentes en el
medio (Cheryan y Rackis, 1980;Angel, Tamim y col, 2002). En el caso del tracto
digestivo, la formacién de complejos entre el A-Fi y moléculas del medio afecta
negativamente la disponibilidad de los mismos para ser absorbidos y posteriormente
ser utilizados en el metabolismo (Selle y Ravindran, 2007). No obstante, existen
condiciones que pueden modular las interacciones entre el A-Fi y los nutrientes, tal
como la fuerza de unién y la relacién molar entre los mismos (Maenz, Engele-Schaan y
col.,, 1999). Referente a la fuerza de unién, Maddaiah, Kurnick y col. (1964) reportaron
que el Zn2*posee mas afinidad para ser quelado por el A-Fi seguido del Cu?*, Co?*,
Mn3+y por ultimo el Ca2+*; no obstante, Vohra, Gray y col. (1965) detectaron una mayor
capacidad por parte del Cu?*. A pesar que el Ca tiene mas baja afinidad que otros

minerales, este cation ha sido altamente contemplado como un factor influyente en la
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formacién de los complejos, teniendo en cuenta las altas cantidades de Ca empleadas

en las dietas de aves (Selle, Cowieson y col., 2009).

El efecto anti-nutritivo anteriormente mencionado del A-Fi es remediado al quebrar
su estructura en los componente bases que lo componen, mediante la ruptura de los
enlaces covalentes entre los grupos fosfato y el anillo de inositol. Este proceso es
efectuado en el organismo por enzimas conocidas como fosfatasas, entre las cuales se
encuentran las fitasas (Fi), las cuales son especificas del A-Fi (Vats y Banerjee,
2004;Greiner y Konietzny, 2011), y son capaces de producir como productos finales
ésteres bajos de inositol (Ins-P), mono-fosfatos, y/o inositol libre (Konietzny y
Greiner, 2002). La cantidad de enzima puede afectar el efecto hidrolitico de la Fi
(Cowieson, Wilcock y col, 2011), como ha sido encontrado por Walk, Santos y col
(2014) con la adicion de 1500 FTU/kg de Fi, que redujé en 33% la concentracion de
Ins-5P, Ins-4P, e Ins-3P respecto a dosis de 500 FTU/kg, siendo que dosis bajas de Fi
pudieran incrementar o sostener la presencia de moléculas con capacidad quelante
como los Ins-5, 4, y 3P (Persson, Tiirk y col., 1998). Por lo tanto, la dosis estandar no
obtienen los beneficios en la absorcién de nutrientes presentes en la dieta base, como
es el caso de dosis mas altas conocidas como superdosis (Bedford y Walk, 2016). El
uso de superdosis trae consigo tres ventajas: mejor relacién entre las cantidades
disponibles de P y Ca en el tracto digestivo, atenuacién de la capacidad quelante del A-
Fi e Ins-P (principalmente Ins-5, 4, y 3P), y mayor disponibilidad de inositol libre a
partir de la dieta (Cowieson, Wilcock y col, 2011).

La capacidad quelante del A-Fi puede no solo limita el uso de la proteina en el
alimento (Kies, De Jonge y col, 2006), sino también la actividad de moléculas con
estructura proteica como son las enzimas de tipo endogeno presentes en el tracto
digestivo. Bye, Cowieson y col. (2013) estudiaron in vitro la solubilidad de la lisozima,
tripsina, y quimotripsina al adicionar fitato de Na, encontrando que la actividad de las
tres enzimas fue negativamente afectada al incrementar la concentracion del fitato. En
el caso especifico de la pepsina, se ha reportado que el A-Fi tiene la capacidad de

formar enlaces directos con el grupo amino en su estructura (Vaintraub y Bulmaga,
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1991), o mediante la unién con Ca?*, la cual es mas comun (Caldwell, 1992). Yu,
Cowieson y col. (2012) observaron in vitro que la inhibiciéon de la pepsina se detenia
cuando se degradaba el A-Fi mas alla del Ins-4P. De tal manera que el A-Fi o incluso
los Ins-P pueden afectar negativamente la absorcién de la proteina al limitar la
solubilidad de aquella presente en el alimento o al bloquear las enzimas intrinsecas
del tracto digestivo que efectuan a la digestion de la misma (Cowieson, Ravindran y

col.,, 2008).

La presencia de complejos indigestibles en el tracto gastro-intestinal desencadena
mecanismos internos que modifican la homeostasis en los mecanismos digestivos y
por lo tanto llevan a un balance negativo en la absorcion de nutrientes. Una de estas
modificaciones estd dada por la produccion del acido clorhidrico, la cual se
incrementa como un intento para hacer el medio mas hidrosoluble y obtener la
digestion de los compuestos quelados. En pollo de engorda y gallina de postura se ha
encontrado que la inclusién de una Fi microbiana alcaliniza el pH de la molleja
(Morgan, Walk y col.,, 2014;Martinez Rojas, Avila Gonzalez y col,, 2017), explicado en la
formacién de menos compuestos indigestibles. Dada la produccién de Aacido
clorhidrico, mas mucina es requerida para proteger la mucosa intestinal, llevando a
una consecuente perdida de aminoacidos (AA) endégenos (Cowieson, Acamovic y col.,
2004). Ademas de la mucina, mas bicarbonato de sodio es secretado a partir del
pancreas, higado, y estbmago para llevar el pH a un rango mas alcalino, alterando la
los niveles de Na interno y consecuentemente la via dependiente de éste mineral para
el transporte de nutrientes en el intestino (Selle, Cowieson y col, 2012). Liu, Ru y col.
(2008) detectaron una mayor expresion de la proteina del transportador dependiente
de Na en el intestino con la adicion de una Fi exd6gena en la dieta, lo cual sugiere
mejoras en la absorcion de nutrientes mas alla del P, tal y como fue reportado por Liu,

Ru y col. (2008) con almidén y proteina.

Existen algunas caracteristicas especificas del metabolismo de la lisina (Lis) que la
hace distinguirse de los demas AA limitantes, como por ejemplo, que su destino

principal en el cuerpo es la formacién de proteina. Benevenga , Blemings (2007)
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postularon que una de las razones por las cuales la Lis es usada directamente para la
formacién de proteina esta basada en su Unica interaccién con las enzimas catabélicas
presentes dentro de la célula, independiente de la disponibilidad de Lis a partir de la
dieta. Otras caracteristicas de la Lis, es su aporte constante hacia los procesos
oxidativos en el cuerpo y su capacidad de ser almacenada en los tejidos bioldgicos.
Van Goudoever, Stoll y col. (2000) mostraron que en cerdos alimentados con dietas
bajas en proteina durante cuatro dias, como el tiempo iba pasando, el sistema de
organos compuesto por estomago, intestino, pancreas, y bazo cambié de una fuente de
Lis corporal a un aporte combinado de reservas corporales y proveniente de la dieta,

sin que la taza de oxidacion dejara de ser del 60% proveniente de la dieta.

Recientemente, los requerimientos de Lis en gallina de postura han sido evaluados
(Novak, Yakout y col,, 2004;Santos, Geraldo y col, 2014;De Carvalho, Stringhini y col,
2015;Silva, Malheiros y col, 2015), sin tomar en cuenta su impacto en la digestibilidad
de otros nutrientes. Por otro lado, la informacién disponible sobre el efecto de la Fi en
la digestibilidad de nutrientes mas all4 del P es limitada en gallina de postura (Snow,
Douglas y col, 2003;Hughes, Dahiya y col, 2009), siendo nula la evaluacién de
superdosis con niveles variables en dieta de Lis digestible (Lis-d). En el presente
estudio se hipotetiz6 que mediante el incremento en la dosis de una Fi exdgena, la
digestibilidad de AA limitantes y no limitantes se mejoraria, cubriendo en parte los
requerimientos de Lis. Asi mismo, se esperaba que la disponibilidad de Zn, Fe, Mg, Cu,
Mn, Ca, Na, y K fuera mayor con la adicién de la Fi, y mas aun con la aplicacion de la
superdosis. Para ello, se evalud el efecto de cuatro dosis de una Fi exégena (0, 300,
1200, y 4800 FTU/kg) en tres niveles de Lis-d (0.67, 0.77, y 0.87%) sobre la
digestibilidad de AA limitantes (excepto Trp), no limitantes, Zn, Fe, Mg, Cu, Mn, Ca, Na,
y K en gallinas Bovans White alimentadas con una dieta a base de maiz y pasta de soya
baja en P disponible (Pdis - 0.12%) por 25 semanas. Adicionalmente, se evaluaron las
implicaciones sobre la digestibilidad al incluir P inorganico (0.25% de Pdis) en la dieta

con 0.87% de Lis-d sin presencia de Fi.
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I11.3 Materiales y Métodos

Prueba de Digestibilidad. Las aves que fueron evaluadas en parametros productivos,
se alimentaron por dos semanas con las correspondientes dietas experimentales
conteniendo didxido de titanio (TiO2) como marcador indigestible a una dosis de 5
g/kg. Al finalizar éste periodo, 12 aves por tratamiento fueron seleccionadas al azar y
se les realiz6 la eutanasia con EUTAFIN® (pentobarbital sédico 390 mg, fenitoina
sédica 50 mg y excipientes 1ml), el cual se suministré en la vena radial a una dosis de
1 mL/5 kg de peso vivo. La cavidad abdominal fue expuesta y el ileon fue diseccionado
como la porcion del intestino desde el diverticulum de Meckel hasta 2 cm antes de la
valvula ileo-cecal, tras lo cual se obtuvo la mitad posterior. El contenido del ileon
terminal fue lavado con 5 ml de agua deionizada, evitando causar presiéon en la
mucosa intestinal, mezclandose el lavado obtenido de cuatro aves; la muestra fue
congelada a -18°C y liofilizada durante 72 horas para su almacenaje y posterior
analisis.

Analisis de Laboratorio. Los AA limitantes (con exepcion del Trp) y no limitantes
fueron cuantificados en las dietas y en las muestras de ileon. En resumen, 1 gramo de
muestra fue oxidada usando una solucidn de peréxido de hidrogeno, acido féormico, y
fenol; posteriormente, se hidroliz6 con acido clorhidrico a 6M por 24 horas a 110 °C.
Los AA fueron separados usando cromatografia de intercambio iénico con
cuantificacion post-columna a una lectura de 570 nm de ninhidrina (en el caso de Pro
fue de 440 nm). El di6xido de titanio fue analizado de acuerdo al método descrito por

Short, Gorton y col. (1996).

Para el analisis de los minerales, las muestras fueron incineradas a 500 ¢C durante 8
horas. En las cenizas se cuantificé el contenido de P, Ca, Zn, Cu, Co, Mn, Mg, Fe, K, y Na
por espectofotometria de absorcién atémica, siguiendo los procedimientos descritos
por el AOAC (2006). El coeficiente de digestibilidad ileal aparente (CDIA) fue

calculado usando la siguiente formula para cada AA y mineral:

CDIA = [(nutriente/Ti02) dieta - (nutriente/ TiO2) ileon]/(nutriente/ TiO2) dieta.
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Analisis Estadistico. Los tratmientos con 0.12% de contenido de Pdis fueron
analizados como un disefio completamente al azar con arreglo factorial anidado al
contenido de Pdis en la dieta, por lo tanto el nivel de Pdis se incluy6 en el modelo
como una fuente de variacion. Las medias fueron separadas con la prueba de Tukey,
incluyendo aquellas con interaccion significativa de los niveles de Fi y Lis-d. El modelo

estadistico que describe el analisis es el siguiente:

Y = p+yit [@m+ Bn + aPmn] i) + € Gk

En el cual, p es la media general, y es el ith nivel del contenido de Pdis, a es el efecto

del mt nivel de Lis-d,  es el efecto de la nth dosis de Fi, y € es el error experimental.

Adicionalmente, los datos fueron analizados por medio de regresion lineal, tomando
los niveles de Fi y Lis-d como variables cuantitativas, por medio de la opcion de ajuste
de modelo en el programa JMP® version 12, el cual fue empleado para el analisis

también del ANOVA con una significancia del 5% o menos.

I11.4 Resultados

La interaccidn entre los niveles de Lis-d y la dosis de Fi fue significativa en el analisis
ANOVA para la digestibilidad de AA limitantes y no limitantes (P<0.05)(Cuadros 1y
3). Ademas, la digestibilidad de Asp e His disminuy6 con el incremento del contenido

de Pdis a 0.25%, mientras que en el caso de la Tyr fue incrementada (P<0.05)(Cuadros

1y 3).

En el analisis de regresion de los datos de AA limitantes, se encontr6 que
dependiendo del AA evaluado, el contenido de Lis-d afecté la respuesta a la adicién de
Fi (P<0.05). En el nivel del 0.67% de Lis-d, al incrementar la dosis de la Fi, el
comportamiento de los datos fue de tipo lineal en la mayoria de AA limitantes, a
excepcion de la Thr. En 0.77% de Lis-d, se presenté una tendencia lineal para Arg, His,
Ile, Lys, y Val, y una tendencia cuadratica para Leu y Met, sin que la Cys y Phe
presentaran algun tipo de ajuste. En el nivel méas alto de Lis-d evaluado, es decir en

0.87%, menos significancia estadistica fue encontrada, ya que solo Arg, Cys, lle, y Val
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fueron significativos para el modelo cuadratico. Por otro lado, la digestibilidad de la
Thr fue significativa para el efecto principal de Fi y Lis-d (P<0.05), siendo de tipo
positiva lineal hacia el incremento del contenido de Lis-d y de tipo cuadratico con las

dosis de Fi (Cuadro 2).

En el caso de AA no limitantes, la respuesta a la inclusién gradual de la Fi fue de tipo
lineal en el nivel de 0.67% de Lis-d para Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, y Pro, siendo similar
para el nivel de 0.77%, aunque el ajuste no fue significativo para la Pro. En 0.87% de
Lis-d el efecto a la dosis de la Fi fue descrito por una funcién cuadratica para Asp, Glu,
Gly, y Ser, pero no para Ala y Pro (P<0.001). La digestibilidad obtenida para la Tyr no

se ajusto a ninguin modelo lineal (P>0.05)(Cuadro 4).

La digestibilidad de P fue mayor con el incremento de la dosis de la Fi en los niveles
de 0.67 y 0.77% de Lis-d, mientras que en 0.87% el efecto de Fi dependid de la dosis
de la Fi evaluada (P=0.062). De esta manera, 4800 FTU/kg de Fi incrementé la
digestibilidad del P en comparacién con la no inclusién de la enzima y con la dosis de
300 FTU/kg en el nivel de 0.12% de Pdis, asi también respecto a la dieta con 0.25% de
Pdis. Adicionalmente en el efecto principal de la enzima, la dosis de 1200 FTU/kg
mostré una mayor digestibilidad que 0 FTU/kg con 0.12% de Pdis (P=<.0001). La Fi
influy6 la digestibilidad de Mg dependiendo del nivel de Lis-d en la dieta: en todolos
los niveles se incrementd, aunque el efecto fue mas acentuado en el nivel de 0.67% y
fue disminuyendo en 0.77% y mas en el nivel de 0.87% (P<0.05). De manera similar,
el incremento en el contenido de Lis-d de 0.67% 6 0.77% a 0.87% redujo la respuesta
positiva a la inclusién de la Fi en la digestibilidad de K y Na (P<0.05)(Cuadro 5),
provocando en el Na una respuesta de tipo lineal y cuadratica, para los niveles de 0.67
y 0.77% de Lis-d, respectivamente (Cuadro 6). La inclusién de P inorganico para
alcanzar un nivel de 0.25% de Pdis en la dieta aumentd los coeficientes de
digestibilidad en el Ca, Zn, Cu, Fe, K, y Na con referencia al grupo de aves alimentadas
con 0.12% de P-dis; por otro lado, en el caso del Mg el coeficiente fue reducido

(P>0.05)(Cuadro 5).
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I11.5 Discusion

Los niveles de AA limitantes en la dieta provocaron cambios fisiolégicos dirigidos a
preservar el rango bioldgico dentro del organismo, por medio de modificaciones que
abarcan incluso el patron del consumo de alimento (Gietzen, Hao y col, 2007).
Recientemente, los AA han sido considerados como moléculas de seiializacion
intercelular con la capacidad de reprimir la taza de transcripcion general en una
célula, lo que termina por dismiuir la sintesis de proteina en general cuando hay
alguna limitacion en la disponibilidad de un AA (Kilberg, Pan y col.,, 2005). As{ mismo,
bajos niveles de AA dentro del organismo puede inducir el arresto del ciclo celular en
la etapa GO, es decir en la etapa de cero actividad celular, como un mecanismo de
proteccion (Sherr y Roberts, 1995). En el presente estudio, el nivel de 0.67% de Lis-d
en la dieta no fue suficiente para cubrir los requerimientos del ave por éste AA y
mantener un metabolismo normal, resultando en una reduccién en el consumo y por
lo tanto menos capacidad de obtenerlo a partir de la dieta. No obstante, las gallinas
alimentadas con dicho nivel no mostraron un mayor detrimento en su desempefio,
posiblemente porque la deficiencia del nivel de Lis en la dieta es menos impactante en
el organismo, si es comparado con otros AA como la Leu (Said y Hegsted, 1970), y la

capacidad de almacenarlo en el cuerpo.

El ajuste lineal negativo de los datos al incremento gradual de la dosis de la Fi en el
nivel mas bajo de Lis-d (0.67%) sugiere una reduccion del efecto adverso del A-Fi al
incrementar su hidrolisis, con un consecuente incremento en la disponibilidad de AA
para ser absorbidos. Ravindran, Selle y col. (2001) encontraron en pollitos que
adiciones graduales de una Fi en una dieta con 1.00% de Lis-d (la cual era deficiente)
incrementaba de manera global la digestibilidad de los AA en una manera lineal,
siendo que 500 FTU/kg de Fi mejoro6 la digestibilidad en 3.4%. A pesar que el disefio
experimental del presente estudio fue planeado para demostrar si con la inclusiéon de
la Fi, la suplementacién de Lis sintética podria ser menor, la presencia de la Fi en
0.67% de Lis-d no fue suficiente para obtener resultados equiparables al aporte hecho

por 0.77%, el cual tampoco result6é ser similar al nivel de 0.87%. Estos resultados
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pudieron ser consecuencia no solo de la respuesta Unica hacia la liberacién por la
enzima en cada condicion de la dieta con los diferentes niveles, tales como lo obtenido
en la formacién de complejos quelados binarios y terciarios (Adeola y Sands, 2003),
sino también dado el resultado positivo general en la disponibilidad de muchos
nutrientes, no solo la Lis. Es importante destacar que el consumo de alimento en el
nivel de 0.67% de Lis-d presentd un leve incremento con la adicion de la Fij,
resultando en una alteracion en la digestibilidad de los AA, tal y como ha sido

mencionado por Selle, Cowieson y col. (2012).

Un efecto extra-fosférico de la Fi es obtenido a través de mejoras en la digestibilidad
de AA, tal y como ha sido reportado en pollo de engorda (Gehring, Bedford y col,
2013;Amerah, Plumstead y col, 2014); sin embargo, los estudios en gallina de postura
son limitados y los resultados obtenidos de ellos son contradictorios. Jalal, Scheideler
y col. (1999) observaron un incremento significativo en la digestibilidad de Met, Cys,
Ala, y Glu con el uso de 250 y 300 FTU/kg en una dieta base de maiz y pasta de soya.
Por el contrario, Agbede, Kluth y col. (2009) no encontraron ninguna evidencia de
aumento en la digestibilidad de los AA usando 1500 FTU/kg de una Fi derivada de P.
Lycii incluida en una dieta a base de harina de girasol y de colza con dos niveles de P
no fitico (8.0 y 4.0 g/kg). Este mismo grupo de investigacion, no observé ningin
resultado positivo usando 5000 FTU/kg de la misma Fi y el mismo tipo de dieta
evaluada, asi esta fuera deficiente en Met (Agbede, Adebayo y col.,, 2010). No obstante,
en ninguno de los estudios se describe la metodologia empleada para obtener la
muestra intestinal, de tal manera que es posible incurrir en algunos errores al
momento de hacer la evaluacion de la digestibilidad y de detectar diferencia
significativa, como si fue posible en el presente estudio. En primera medida, la seccion
de intestino a muestrear influye en la determinacion de la digestibilidad como
consecuencia de la presencia de procesos digestivos y absorcion. Rezvani, Kluth y col.
(2008) recomendaron obtener la digesta de las secciones central y terminal del ileon
entre el diverticulo de Meckel y la unién ileo-cecal en la gallina de postura dado que

en esta seccion, casi todo el componente proteico de la dieta ha sido absorbido y la
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actividad microbiana es baja. Asi mismo, la manera de obtener la digesta puede
enmascarar el efecto de la dieta, dada la contribucién de los AA enddgenos en la
muestra; asi, Adedokun, Adeola y col. (2011) adivierten que el uso del lavado con agua
deionizada es preferido sobre estrujar el tejido. Finalmente, el tipo de marcador
indestible puede llevar a varibailidad, ya que estudios con 6xido de cromo no han
mostrado resultados positivos, mientras que con el diéxido de titanio y la técnica de
ceniza acida insoluble para medir concentraciéon de moléculas son catalogadas como

mas precisas (Selle, Cowieson y col., 2012).

La respuesta a la Fi decrecié cuando el nivel de Lis-d fue incrementado al adicionar
cloruro de Lis. De manera similar, Selle, Ravindran y col. (2007) reportaron que dosis
de 500 FTU/kg de Fi llevé a un mejor desempefio productivo en una dieta con 10.0
g/kg de Lis que con 11.8 g/kg, concluyéndose que existié una accién favorable sobre
la digestibilidad de Arg, Lys, Phe, Asp, Glu, Gli, y Ser por la dosis de la Fi y el contenido
de Lis menor, en pollos de engorda de 7-28 dias de edad. En el mismo estudio un
efecto principal de la Lis fue hallado sobre Iso, Met, Phe, Val, Asp, Glu, y Tyr, el cual fue
adjudicado al estimulo de la Lis sobre los transportadores epiteliales en el intestino
tal como el sistema b%* que asimila AA basicos, a-AA dipolares, y Cys. He, Yang y col.
(2013) encontraron que cerdos alimentados con una dieta a base de maiz,
incrementaron la expresion de transportadores uniporte tipo CAT-1 presentes en las
zonas de base, apical y baso lateral en intestino, con una dieta sin adicién de Lis. Asi
mismo, la inclusién de éste AA aument6 la expresion de varios transportadores
(basicos b%*+-AT, neutro, de ornitina, y* cationico dependiente de Na, y de tipo LAT-1).
De tal manera que la activacion de transportadores proteicos en membrana puede ser
regulada por la disponibilidad de un solo AA, aun cuando éste no es un substrato para
el transportador (Handlogten, Kilberg y col, 1982), lo que termina por alterar la

absorcion y por tanto la presencia de otros AA en el organismo.

Ademas, la Lis posee un fuerte efecto sobre los requerimientos de otros AA

limitantes en la sintesis de proteina, al ser el AA de referencia en el concepto de
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proteina ideal (Boisen, Hvelplund y col, 2000). Consecuentemente, los cambios
producidos en las cantidades absorbidas de Lis en el tracto digestivo tiene efecto
sobre las cantidades requeridas por otros AA dentro del organismo, mediante el
cambio en la relacién molar con la Lis, y de esta manera tener un impacto en el
proceso de absorcion de todos los AA. Por lo tanto, dicho rol fisiolégico de la Lis, es la
razon para establecer en primer medida su nivel dptimo en la dieta y a partir de alli,
definir las cantidades relativas de los demas AA limitantes (Lemme, Ravindran y col,
2004). Ademas, un efecto de Fi y Lis-d sobre los AA no limitantes fue observado en el
presente estudio producto de la estrecha relaciéon entre los AA limitantes y no

limitantes en la sintesis de proteina (Heger, 2003).

Las dietas experimentales no cambiaron la digestibilidad de la Met a pesar de ser el
primer AA limitante en aves, incluso cuando la dosis de la Fi fue modificada. En cuanto
a los AA no limitantes, la Pro presenté menor significancia de efecto y junto con la Met
fueron los Unicos AA sin ajuste a un modelo lineal. Esto es similar a los resultados
reportados por Hughes, Dahiya y col. (2009) cuando una Fi ex6gena fue evaluada en
dosis de 0, 200, 400, y 600 FTU/kg. Contrariamente, la Arg fue el AA limitante con
mayor respuesta, probablemente debido al efecto adverso que presenta la Arg con un

mayor contenido de Lys en la dieta (D'Mello, 2003).

Hughes, Dahiya y col. (2009) encontraron que con dosis incrementales de una 6-Fi
proveniente de E.coli (0, 200, 400,y 600 FTU/kg), la digestibilidad de AA se reducia en
dietas con 0.25% de Pdis, mientras que aquellas con 0.15% ningin efecto fue
observado para la enzima en gallinas de las lineas Shaver White y Bovans con 42
semanas de edad. En el mismo estudio se concluyé que un nivel de P por arriba de los
requerimientos de la gallina, reducia la digestibilidad de la proteina y AA, tomando en
consideracion que la retencion de proteina en heces en niveles de 0.25% de Pdis fue
mayor que con 0.35%, y que éste ultimo nivel tuvo menor retencidon que con el uso de
0.15% de Pdis. La presencia de P en el tracto digestivo es uno de los factores mas

influyentes en la hidroélisis del A-Fi, ya que impacta negativamente la produccién de
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enzimas endogenas complementarias a la accién de una Fi exdégena sobre la
libreraciéon del P dietario (Shastak, Zeller y col., 2014). Por lo tanto, en el presente
estudio fue posible que dado el menor contenido de P inorganico en la dieta (0.12%),
se diera un efecto mas significativo de la Fi sobre la digestibilidad de AA, parecido a lo
reportado por Van der Klis, Versteegh y col. (1997) al evaluar dosis de 0, 250, y 500
FTU/kg en 0.77% de Lis-d. No obstante, a pesar de que otros estudios han dado al Ca
mayor capacidad de impactar la accién de la Fi sobre la digestibilidad general de los
AA (Li, Angel y col, 2015), en este estudio éste efecto fue no significativo tomando en
cuenta que el contenido dietario del Ca fue el mismo para todos los tratamientos y

cubria los requerimientos del mismo.

Siendo que la dosis de la Fi y la hidrolisis del A-Fi estan relacionados directamente,
las superdosis como 1200 y 4800 FTU/kg pudieron mitigar en mayor medida el efecto
antinutritivo del A-Fi a través de generar mas Ins-P con menos capacidad quelante
(Shirley y Edwards, 2003;Walk, Santos y col, 2014), y por lo tanto generar mas
nutrientes libres. Por ello, puede ser considerado que en altos niveles de Lis-d, la
disponibilidad de AA a partir de 4800 FTU/kg estuvo por encima de la cantidad
necesaria para el organismo, llevando en un mal balance de nutrientes y a una
respuesta negativa, especialmente en la digestibilidad de Arg, Cys, Ile, y Val. Gehring,
Bedford y col. (2013) encontraron un efecto positivo lineal sobre la digestibilidad de
AA evaluando 0, 500, 1000, y 2000 FTU/kg en pollo de engorda de 32 dias de edad; no
obstante, en el mismo reporte los datos no se ajustaron a ningin modelo de regresion,
incluyendo el cuadratico con evaluacién de 0, 1000, 2000, 4000, 8000, y hasta 16000
FTU/kg.

Liu, Liuy col. (2007) encontraron que la absorcién de AA incrementd en un 2% con la
adicion de 300 FTU/g de tres Fi diferentes: dos provenientes de E.coli y una de A.
niger, al ser comparadas con una dieta de 0.15% de P no fitico y 3.18% de Ca total, en
gallina Hy-Line Brown de 28 semanas de edad. En el mismo estudio, la digestibilidad

mejor6 con el incremento del P no fitico en la dieta a 0.28% y del Ca a 3.30%. El
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porcentaje de aumento en la digestibilidad de los AA visto en el estudio de Liu, fue
cercano al obtenido por 1200 FTU/kg en el presente estudio, ya que 300, 1200 y 4800
FTU/kg modificaron la digestibilidad en -0.11%, 2.46%, y 3.24%, respectivamente. El
resultado global recopilado para la dosis de 300 FTU/kg fue una consecuencia del
marcado efecto negativo sobre ésta dosis del nivel de 0.67% de Lis-d, sugiriendo una
continuidad del efecto antinutricional del A-Fi con dosis estandar de la Fj,
probablemente debido a la presencia de Ins-P con capacidad quelante (Bedford y

Walk, 2016).

En la presente fase del estudio fue evidente un aumento en la liberaciéon de P por
parte de la Fi, dada la mayor absorcidn del mismo en el intestino, por lo que el nivel de
P interno probablemente increment¢, tal y como lo encontrado en plasma sanguineo
por Silva, Araujo y col. (2008) con 300, 600, y 1200 FTU/kg de Fi. Estudios previos en
gallina de postura han reportado que el empleo de 250 y 500 FTU/kg de una 3-Fi lleva
aun 50y 66% en la hidrdlisis del A-Fi (Van der Klis, Versteegh y col., 1997), asi como
a un incremento de 39.0%, 44.6%, y 51.3% en la digestibilidad de P en ileon probando
dosis de 150, 300, y 450 FTU/kg, respectivamente (Francesch, Broz y col, 2005). Los
resultados del presente estudio sugieren que el P liberado por la superdosis es alin
requerido y usado por el organismo de la gallina, no solo destinandolo a la produccién
de huevo sino también a la mejora del estatus 6seo, contrastando con el insuficiente
aporte de la dosis estandar. Por otro lado, Liu, Liu y col. (2007) encontraron una
mayor digestibilidad del P con un contenido de 0.28% Pdis (58.63%) que con 300
FTU/kg de una Fi (41.67%) en gallinas Hy-line Brown alimentadas con 0.58% de Lis-
d. En contraste a éstos resultados, en el presente estudio la suplementaciéon de P
inorganico llevé a un menor coeficiente de digestibilidad en el P (56%) que con el uso
de dosis de 300 FTU/kg (58%) o con las superdosis (66 y 74%), ain con la

disminucién del efecto de la enzima en el nivel de 0.87% de Lis-d.

Van der Klis, Versteegh y col (1997) detectar6n una reducciéon del 12% en la

degradacién del P fitico cuando el contenido de Ca en la dieta fue aumentado de 30 a
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40 g/kg probando 250 FTU/kg en gallinas White Leghorn. Hallazgos similares han
sido obtenidos en estudios en pollo de engorda (Adeola y Walk, 2013;Li, Angel y col.,
2015), resaltando la estrecha relacién que existe entre el Ca y el P, en la hidrdlisis del
A-Fi, siendo similar a aquella presente en los procesos metabolicos. En este estudio la
digestibilidad de Ca no fue afectada por la adicién de la Fi, a pesar que se esperaba una
mayor absorcion de Ca como un intento en mantener el balance interno, resultado del
aumento en la biodisponibilidad y absorcién del P por la accién de la Fi. No obstante,
la retencion de Ca fue menor cuando se adicion6 1200 FTU/kg en la dieta con 0.67%
de Lis-d y con 300 FTU/kg en 0.87% de Lis-d, llevando a una reduccion en el
promedio y consecuentemente a un efecto no estadisticamente significativo para éstas
dosis. Agbede, Kluth y col. (2009) concluyeron que el aumento en la digestibilidad de
AA observada con una 6-Fi de P. Lycii, era reducida de 1.9% a 0.6%, cuando se
disminuia el contenido de Ca total de 4.49% a 3.85%, en gallinas Lohman Brown
caecectomizadas. Estos resultados resaltan la complejidad de las interacciones entre
los nutrientes dentro del proceso digestivo, parte de los cuales el Ca cumple un alto
impacto en la respuesta hacia la adicion de Fi exdgenas. No obstante, en el caso que se
presentara un exceso de Ca como consecuencia de la limitaciéon en el aporte de P
dietario, éste seria excretado (Bar, 2009) y no conservado, para mantener la relaciéon
de P y Ca en los procesos biologicos presentes en la formaciéon de huevo (Barkley,
Miller y col,, 2004). Por lo tanto, no es posible considerar la falta en el aporte de Ca

como una causa del efecto negativo observado en la dosis de 4800 FTU /kg.

Tomando en consideracién la capacidad del A-Fi para quelar cationes como Zn, Cu,
Co, Mn, Mg, y Fe (Angel, Tamim y col,, 2002), se esperaba que la Fi pudiera impactar la
absorcion en el tracto digestivo de éstos minerales como ha sido previamente
reportado en pollo de engorda (Brenes, Viveros y col, 2003). No obstante, solo se
encontro un efecto de Fi sobre la digestibilidad de Mg, pero ningin posible aporte
extra de los minerales por parte del A-Fi fue usado, probablemente porque el
contenido de minerales por la premezcla pudo haber cubierto las necesidades de las

aves. En cuanto a la significancia en la interaccién por los niveles de Fi y Lis-d para el
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Mg, pudo ser una consecuencia del efecto de la Lis en el metabolismo general como se
mencion6 anteriormente para los AA, ya que no es posible una influencia directa en el
transporte epitelial en el intestino como se preseta en el caso de complejo para Zn-bis-
Gly, dado las propiedades de AA basico de la Lys (Ashmead, 2012). Por otro lado, el
efecto significativo principal de la Fi solo sobre el Mg no era esperado, teniendo en
cuanto que se ha demostrado una mayor fuerza de union del A-Fi hacia otros

minerales como el Zn y el Cu (Maddaiah, Kurnick y col, 1964).

Uno de los nutrientes mayormente impactado por la mitigacion del efecto anti-
nutritivo del A-Fi es el Na (Truong, Yuy col, 2014), puesto que la presencia del A-Fi
incrementa la producciéon de moco intestinal, como un mecanismo de compensacion
hacia aconglomerados de moléculas indigestibles, resultando en una mayor pérdida
de los componentes endogenos como es el Na (Selle, Cowieson y col, 2012). Por esta
razon, cuando la Fi exégena fue incluida en la dieta, se obtuvo un resultado directo en
la homeostasis de Na, mejorando la digestibilidad, aunque fue dependiente de la dosis
empleada. Dosis de 1200 y 4800 FTU/kg incrementaron el coeficiente de
digestibilidad en un 13.4% y 3.5%, respectivamente y con 300 FTU/kg éste fue
reducido en un 22.7%. Cowieson, Acamovic y col. (2004) observaron que con dosis de
1000 FTU/kg se evitaba el efecto negativo del A-Fi sobre la excrecion de Na en pollo
de engorda, aunque no se obtuvo ningiin cambio en cuanto al Zn, Fe, Mg, Mn, y Cu.
Ademas, teniendo en cuenta el efecto de los niveles de Lis-d y de Fi sobre el balance de
Na y K, y de estos mismo sobre la bomba Na/K, pudo haber existido una alteracién en
la absorcidn global de los AA y nutrientes diferentes al P, con la evaluacion de dichos

factores (Liu, Ruy col, 2008).

111.6 Conclusion

Existe evidencia que la Fi tiene un efecto extra-fosfoérico al influir en la disponibilidad
de AA limitantes y no limitantes a partir de la dieta, lo cual es dependiente de la dosis
de la enzima que se emplee, puesto que es mayor con dosis altas. No obstante, la

superdosis de la Fi también llevo a una mayor disponibilidad de P en comparacién con
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la dosis estandar, y por lo tanto la superdosis también mejora el efecto fosférico de la
enzima. El nivel de Lis-d influyé la respuesta en la digestibilidad de AA y minerales de
la Fi, posiblemente mediante la alteracién en lo requerimientos por dichos nutrientes,

pero no debido a la liberacién especifica de Lis por la enzima.
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Cuadro 1. Efecto de la adicién de cuatro dosis de una fitasa y tres niveles de lisina digestible sobre los coeficientes de

digestibilidad aparente de aminoacidos limitantes en ileon de gallinas Bovans White de 67 semanas de edad

P- Fitasa Lisina
Dis (FTU/ dig. (%) Arg Cys His Ile Leu Lys Met Phe Thr Val
(%) kg) '
0 0.8804 0.688 0.857ab (.834abc  (.858ab 0.836>  0.8963b 0.861abc  0.7502b  (.807ab
300 0.67 0.837¢ 0.643>  0.795¢  0.778¢ 0.827b 0.768¢ 0.875>  0.823¢  0.667° 0.758b
1200 ' 0.9023bcd  0.729%  0.8632> 0.855>  (.8802 0.862ab  0.9102> (0.871abc  0.7692  (.8302b
4800 0.923a 0.786°  0.900a  0.891a 0.9082 0.8982 0.9352  0.9072  0.8162 0.871a
0 0.904abed  (0,7292b  (0.8702b 0.8532»  (0.8762>  0.8882b  (0.9082> (.875abc  0.7732  (0.8282b
012 300 0.77 0.908abc  0.767* 0.8703» 0.858%  0.875>  0.871a> 0.9183> (0.8803>c 0.7912 0.838a
1200 ' 0.917ab¢  0.780° 0.8832b (.8753>  0.904a 0.8932b  0.9322  0.8942b  0.7972 0.8572
4800 0.922a 0.763° 0.890a> (0.8833  0.9012 0.9062 0.9302 0.879abc  0.8032  (.878ab
0 0.892¢d  0.711°° 0.8732> 0.832ac  (.861a>  0.883ab  0.912ab (0.830bc  0.744  (.811ab
300 0.918ab 0.760*° 0.8943 0.869%>  0.8862 0.897ab  0.9242b (0.8652bc  (.7852 0.8502
1200 0.87 0.914abc  0.771° 0.8702> 0.8633>  0.8862 0.8952b  0.9172b (.874abc  (0.78072 0.849a
4800 0.896bcd  0.721% 0.842bc  0.827bc  0.859ab  0.870ab  (.898ab (.858abc  (.754a  (.807ab
0.25 0 0.893¢cd 0.748%  0.846bc 0.830a>  (0.870a>  (0.872ab (0.912ab (.8622bc (.751ab  (.824ab
SEM 0.005 0.012 0.006 0.007 0.006 0.007 0.006 0.008 0.010 0.009
Promedio de Efectos Principales
0 0.892bc 0.709>  0.8672> 0.8402>  (.865°b 0.869ab 0.905 0.855»  0.7562b  0.816b
0.12 300 0.887¢ 0.723ab  (0.853b  0.835P 0.863b 0.845b 0.906 0.856>  0.747b 0.815P
1200 0.911ab 0.7602  0.8722  0.8642 0.890a 0.883a 0.920 0.8802  0.782ab  (.8452b
4800 0.913a 0.7562>  0.8772  0.8672 0.8892 0.891a 0.921 0.8842  0.7912 0.852a
0.25 0 0.893abc  (.748ab  (0.846> 0.8302>  (.8702 0.872a 0912  0.8622» (.751ab  (.824ab
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0.67 0.885P 0.711>  0.854>  0.839P 0.868P 0.841>  0.904> 0.8652>  0.750P 0.816b
0.12 0.77 0.912a 0.7602 0.8782 0.8672 0.889a 0.8892 0.922a 0.882a 0.791a 0.8502

0.87 0.9052 0.7412>  0.8702> 0.8482>  (.8732 0.8862  0.9132 0.856> 0.7652>  0.8292
0.25 ' 0.893ab 0.748>  0.846> 0.8302>  (0.8702b 0.872ab  0.912ab (0.8622> (0.751ab  (0.824ab
0.12 0.901 0.737  0.867>  0.851 0.877 0872 0913 0868  0.769  0.832b
0.25 0.893 0.748  0.8462  0.830 0.870 0.872 0912 0862 0751  0.8242

Valores-P (Significancia del Efecto)

Fitasa 0.001 0.011*  0.048* 0.004** 0.002** <.001 0.088  0.019* 0.009** 0.004**
Lisina 0.001 0.008** 0.008** 0.010* 0.017* <.001 0.037*  0.026* 0.007** 0.009**
Lisina*fitasa <.001 0.006** <.001 <.001 0.001 <.001 0.008* 0.018* <.001 0.001
P-Dis 0.353 0.620 0.063*  0.112 0.513 0.974 0.936 0.666 0.323 0.582

Significancia estadistica *P < 0.05,™ P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias.
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Cuadro 2. Coeficientes del andlisis de regresion en la digestibilidad aparente de aminoacidos limitantes

Variable Lis Fi FiC Lis * Fi

Arg 0.0002 0.0001 0.0310 0.0014

0.67 L =0.8654677 + 1.256e-5*Fi

0.77 L =0.9071855 + 3.2552e-6* Fi

0.87 C =0.897319 + 2.3559e-5* Fi - 4.9966e-9* Fi *2
Cys 0.0003 <.0001 0.0191 0.0011

0.67 L =0.6725 + 2.4444e-5* Fi

0.87 C =0.7338209 + 4.7042e-5* Fi - 1.0387e-8* Fi ~2
His 0.0011 0.0002 0.2820 0.0002

0.67 L =0.830371 + 1.4685e-5* Fi

0.77 L =0.8716935 + 4.0438e-6* Fi
Ile 0.0086 <.0001 0.0354 0.0007

0.67 L =0.8125726 + 1.6859e-5* Fi

0.77 L =0.8583952 + 5.6618e-6* Fi

0.87 C =0.8382141 + 3.5778e-5*Fi - 7.9762e-9* Fi "2
Leu 0.0046 <.0001 0.0118 0.0003

0.67 L =0.8472903 + 1.3149e-5* Fi

0.77 C =0.8718636 + 3.1669e-5* Fi - 5.3509e-9* Fi ~2
Lys <.0001 0.0002 0.1679 0.0005

0.67 L =0.8112823 + 1.8868e-5* Fi

0.77 L =0.8807661 + 5.4263e-6* Fi
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Met
0.67
0.77

Phe
0.67

Thr
Lis
Fi

Val
0.67
0.77
0.87

0.0012

0.4008
L

0.0128

0.0001 0.0916 0.0004
= 0.8880242 + 9.9846e-6* Fi
=0.909223 + 2.4731e-5* Fi - 4.2409e-9* Fi "2

0.0054 0.0873 0.0308
=0.8445484 + 0.0000131* Fi
0.0012 0.0051 0.1258

= 0.7286459 + 0.0497629*Lis
=0.7489468 + 2.9688e-5* Fi - 4.3672e-9* Fi "2

0.0023
L
L
C

<.0001 0.0006 0.0497
=0.7886935 + 1.7615e-5* Fi
=0.8352419 + 9.3702e-6* Fi
=0.8232552 + 3.5855e-5* Fi - 8.1975e-9* Fi "2

L, Efecto lineal y C, Efecto cuadratico.
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Cuadro 3. Efecto de la adicién de cuatro dosis de una fitasa y tres niveles de lisina digestible sobre los coeficientes de

digestibilidad aparente de aminoacidos no limitantes en ileon de gallinas Bovans White de 67 semanas de edad

P(;Z;S (FEIEEJI/SI?g) dli_gI.SI(rf]’/i) Ala Asp Glu Gly Pro Ser Tyr
0 0.829abcd  (.820abc  0.868  (0.7773  0.8283%  (.805a> (0.853ab
300 067 0.7944 0.771¢ 0.846P 0.712b 0.804>  0.749>  0.822ab
1200 0.849abcd  (.843ab  (0.888>  (0.791a  0.849a>  0.8282  0.8412
4800 0.895a 0.875a 0.919a=  0.844>  0.8862  0.863  0.891a
0 0.842abcd  (.839ab  (0.884>  0.797a  0.847a  0.8252 (0.858®
0.12 300 077 0.841abcd  (.849ab  (0.895>  (0.800a 0.8712  0.8382  0.874a
1200 0.871abc  (0.864a>  0.909a 0.8252 0.8792  0.8562  0.872a
4800 0.883ab 0.872a>  0.913a 0.838a 0.876  0.8582  0.8422b
0 0.810«d  0.821abc  (0.869ab  (0.774a  0.833a  0.810a  0.798b
300 0.8563bcd  (.862ab  (.899a 0.8202  0.8563  0.844a (0.8272b
1200 0.87 0.859abcd  (.854ab  (.898a 0.813a 0.8682  0.8462  0.868
4800 0.824bed  (0.822abc  (0.875a  (0.767a  0.851a>  (0.819a  (.856%
0.25 0 0.845abed  (0.811bc  (0.872b  (.782a  (.848%  0.8152  0.891a
SEM  0.008 0.007 0.006 0.010 0.008 0.008  0.008

Promedio de Efectos Principales

0 0.827¢ 0.827a>  0.880>  0.7832>  0.836>  0.813bc  (0.836P
0.12 300 0.830b¢ 0.827a  0.900a 0777  0.8442>  0.810c  0.841b
1200 0.8602 0.8542  0.885®  0.810%  0.8663  0.843a> 0.860
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4800 0.8672 0.8562 0.872a 0.8162 0.8712  0.8472  0.8632
0.25 0 0.845abc 0.811b 0.8742  0.782a>  (0.848>  (.815ac (0.891a
0.67 0.841ab 0.827b 0.880P 0.781>  0.842a>  0.811>  0.852b

0.12 0.77 0.8592 0.8562 0.898a 0.8152  0.868a%  0.8442 0.8612
087 0.837b 0.840a>  0.903a>  (0.794a>  0.852a  0.829ab (.837ab

0.25 0.845ab 0.811>  0.872a>  (.782a  0.848>  0.815a»  (.891a
0.12 0.846 0.841a 0.889 0.796 0.854 0.828  0.850°
0.25 0.845 0.811b 0.872 0.782 0.848 0.815  0.891a

Valores-P (Significancia del Efecto)

Fitasa 0.001%*  0.007**  0.003**  0.012*  0.004** 0.001** 0.059*
Lisina 0.069* 0.011* 0.025* 0.019* 0.020%*  0.003***  0.063*
Lisina*fitasa 0.003**  0.0003** 0.005** 0.001***  0.049*  0.001*** 0.005**
P-Dis 0.961 0.028* 0.128 0.406 0.633 0.332  0.008**

Significancia estadistica "P < 0.05, ™ P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias.
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Cuadro 4. Coeficientes del andlisis de regresion en la digestibilidad aparente de aminoacidos no limitantes

Variable Lis Fi FiC Lis * Fi

Ala 0.029* <.0001 0.041* 0.001***

0.67 L =0.8143952 + 1.717e-5*Fi

0.77 L =0.8461694 + 8.3052e-6* Fi
Asp 0.013* 0.001*** 0.022* 0.003***

0.67 L =0.802371 + 1.5717e-5* Fi

0.77 L =0.8469677 + 5.7348e-6* Fi

0.87 C =0.8245131 + 4.218e-5* Fi - 8.9356e-9* Fi 12
Glu 0.017* <.0001 0.018* 0.002***

0.67 L =0.8600968 + 1.2716e-5* Fi

0.77 L =0.8925887 + 4.8643e-6* Fi

0.87 C =0.8756396 + 2.9827e-5* Fi - 6.252e-9* Fi 72
Gly 0.004*** 0.001*** 0.081 0.001***

0.67 L =0.7491855 + 0.00002* Fi

0.77 L =0.8020726 + 8.0492e-6* Fi

0.87 C =0.7862187 + 3.9423e-5* Fi - 9.0846e-9* Fi 2
Pro 0.012* 0.001*** 0.030* 0.011*

0.67 L =0.8192097 + 1.4272e-5* Fi

0.77 C =0.8533443 + 3.0388e-5* Fi - 5.3754e-9* Fi A2
Ser 0.002*** 0.001*** 0.022 0.003***

0.67 L =0.7840161 + 1.7133e-5* Fi

0.77 L =0.8358871 + 5.3891e-6* Fi

0.87 C =0.8178959 + 3.6082e-5* Fi - 7.4906e-9* Fi 2
Tyr 0.624 0.183 0.531 0.270

L, Efecto lineal y C, Efecto cuadratico.
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Cuadro 5. Efecto de la adicién de cuatro dosis de una fitasa y tres niveles de lisina digestible sobre los coeficientes de

digestibilidad aparente de minerales en fleon de gallinas Bovans White de 67 semanas de edad

P- : .
. Fitasa Lisina
(Ig/los) (FTU/kg)  dig. (%) P Ca Zn Fe Mg Mn Cu K Na
0 0.463b 0.374 0.248 0.149  0.4347bc 0.060 0.489  0.7862> -0.246¢
300 0.67 0.440b 0.524 0.354 0.054  0.363bd  -0.026 0.293  0.7172>  -0.530¢
1200 ' 0.5662b 0.349 0.090 0.336  0.4202c  -0.175 0.091 0.7762b -0.0162bc
4800 0.7252 0.514 0.218 0.162 0.4452b 0.035 0.546 0.8572  0.102abc
0 0.4500 0.402 0.244 0.213  0.4082bcd  0.033 0.497  0.7842b  -0.185¢«
0.12 300 0.77 0.602ab 0.657 0.355 0.369 0.483a 0.203 0.395 0.821ab -(.225abc
1200 ' 0.713a 0.653 0.385 0.246 0.4502b 0.098 0.324  0.837ab  (.2682b
4800 0.752a 0.676 0.405 0.211 0.4562 0.054 0.442  0.8362>  (0.045abc
0 0.5912b 0.472 0.409 0.255 0.5122 0.162 0.415 0.811ab  (.147abc
300 0.721a 0.311 0.202 0.046 0.473ab -0.025 0.189  0.8182b  (.045<
1200 0.87 0.714 0.621 0.435 0.310  0.4092bcd  0.164 0.381 0.8162> 0.1062bc
4800 0.7302 0.612 0.388 0.272 0.321cd 0.228 0.294  0.7492b  -0.087hc
0.25 0 0.564a2b 0.729 0.498 0.484 0.311d 0.192 0.532 0.716>  0.391a
SEM 0.027 0.063 0.052 0.051 0.024 0.066 0.036 0.015 0.049
Promedio de Efectos Principales
0 0.501¢ 0.416 0.300 0.206 0.451 0.085 0.4662  0.793  -0.015«
0.12 300 0.588bc 0.497 0.304 0.156 0.440 0.051 0.191>  0.785 -0.2424
' 1200 0.6642b 0.541 0.303 0.297 0.426 0.029 0.3672  0.810 0.119b
4800 0.7362 0.600 0.337 0.215 0.407 0.106 0.4272  0.814 0.020bc
0.25 0 0.564bc 0.729 0.498 0.484 0.311 0.192 0.5322  0.716 0.391a
0.12 0.67 0.549b 0.440 0.228»  0.175 0.416 -0.027 0.362 0.784 -0.172¢
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0.77 0.6292b 0.597 0.3472>  0.260 0.449 0.097 0.407 0.819 0.039p

0.87 0.6892 0.504 0.3582 0.221 0.429 0.132 0.320 0.798 -0.015b
0.25 ' 0.56442b 0.729 0.4982 0.484 0.311 0.192 0.532 0.716 0.3912
0.12 0.622 0.513>  0.311> 0.218>  0.4312 0.067 0363 0.8002  -0.049°
0.25 0.564 0.7292  0.4982  0.4842  0.311b 0.192 05322  0.716>  0.3912

Valores-P (Significancia del Efecto)

Fitasa <.0001 0.204 0.951 0.277 0.579 0.844 <.0001 0.483 <.0001
Lisina 0.007*** 0.131 0.079 0.401 0.503 0.129 0.145 0.155 0.002**
Lisina*fitasa 0.062* 0.393 0.131 0.201 0.035* 0.452 0.093  0.008** 0.001***
P-Dis 0.226 0.059*  0.048* 0.006** 0.006** 0.298 0.011* 0.003* <.0001

Significancia estadistica "P < 0.05, ™ P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias.

107




Cuadro 6. Coeficientes del andlisis de regresion en la digestibilidad aparente de minerales

Variable Lis Fi FiC Lis * Fi

P <.0001 0.007%** 0.002** 0.031*

0.67 L =0.4588226 + 5.7057e-5*Fi

0.77 C =0.4825624 + 0.0002538* Fi-4.1211e-8* Fi "2

0.87 C =0.6045351 + 0.0001393* Fi - 2.3656e-8* Fi "2
Ca 0.125 0.964 0.925 0.764
Zn 0.090 0.596 0.654 0.654
Fe 0.187 0.175 0.165 0.022*
Mg 0.438 0.080 0.059* 0.645

Fi L =0.4180849 - 3.233e-6* Fi
Mn 0.149 0.443 0.399 0.639
Cu 0.175 0.187 0.165 0.022*
K 0.111 0.003** 0.161 0.010*

0.67 L =0.7494032 + 0.0000218* Fi
Na <.0001 0.007*** 0.071 0.007***

0.67 L =-0.322266 + 9.5367e-5* Fi

0.77 C =-0.151911 + 0.0004687* Fi - 8.9152e-8* Fi"2

L, Efecto lineal y C, Efecto cuadratico.
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IV. FASE EXPERIMENTAL 3

Evaluando el Nivel de Lisina Digestible Sobre el Efecto de la Dosis de una Fitasa

en Hidrélisis del Acido Fitico y sintesis de Coenzima Q10

IV.1 Resumen

La superdosis de la fitasa (Fi) conlleva a una mayor hidrdlisis del acido fitico (A-Fi) e
incrementa la sintesis de coenzima Q10 (CoQ10) en el higado de pollo de engorda, sin
que exista ningun reporte previo en gallina de postura. El objetivo del presente
estudio fue determinar el efecto de cuatro dosis de una Fi (0, 300, 1200, y 4800
FTU/kg) en tres niveles de Lis-d (0.67, 0.77, y 0.87%) sobre la hidrdlisis del A-Fi en la
digesta de molleja de gallinas de postura alimentadas con 0.12% de P disponible
(Pdis). Adicionalmente, se evaliio una dieta con 0.25% de Pdis en el nivel de 0.87%
sin adicién de la Fi. El contenido de CoQ10 en higado se cuantificé en las primeras tres
dosis de la enzima y en el menor y mayor nivel de Lis-d evaluado, asi como en la dieta
con 0.25% de Pdis. La incusién de la enzima redujé el contenido de A-Fi en dietas con
0.12 y 0.25% de Pdis (P<0.001). Las dosis de 1200 y 4800 FTU/kg mostraron menor
contenido de ésteres bajos de inositol (Ins-P) que la dosis de 300 FTU/kg (P<0.05). El
contenido de Ins-4 y 2P aumenté al incluir la Fi en cantidades decrecientes de Lis-d
(P<0.05). La cantidad de inositol fue mayor con dosis de 1200 FTU/kg (P<0.01). No
existid diferencia entre niveles de 0.25% y 0.12% de Pdis para la hidrdlisis inicial del
A-Fi y contenido del inositol, aunque con 0.25% Pdis la concentracién de Ins- 5 y 4P
fue menor (P<0.05). La cantidad de CoQ10 fue similar entre las dosis de la Fi en el
nivel de 0.67% de Lis-d, mientras que en 0.87% la adicién de la Fi redujo la
concentracion de la coenzima en higado (P<0.05). Se observo una correlacién negativa
para el contenido de CoQ10 y el desempefio productivo, asi como para la
digestibilidad de aminoacidos y minerales (P<0.06). La superdosis permiti6 una
mayor hidrdlisis del A-Fi que las dosis estdndar en gallina de postura, mientras que la

adicion de la Fi mejord el estatus metabdlico.
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Palabras Claves: Lisina digestible en dieta, dosis de fitasa, hidrdlisis del acido fitico,

coenzima Q10 en higado.

V.2 Introduccion

El acido fitico (A-Fi) es una molécula formada por seis grupos fosfatos unidos a un
anillo base de inositol (Angel, Tamim y col., 2002). Las fitasas (Fi) y las fosfatasas son
enzimas capaces de acelerar el rompimiento de los enlaces covalentes de la estructura
interna del A-Fi (Cosgrove, 1966;Greiner y Konietzny, 2011), pudiendo obtener
grupos fosfato libres y/o ésteres bajos de inositol (Ins-P), dependiendo de la enzima
usada (Greiner, Carlsson y col, 2000). Dentro de la clasificaciéon de las Fi, las de tipo
fosfatasas acido histidina pueden obtener Ins-1P y cinco grupos fosfato (Wyss,
Pasamontes y col, 1999;Konietzny y Greiner, 2002), mientras que el ultimo grupo es
liberado por fosfatasas originados en los enterocitos (Maenz y Classen, 1998) y en la
microbiota (Ptak, Bedford y col, 2015) del tracto digestivo. La superdosis de Fi, que
son dosis mas altas que las estandar, son capaces de obtener una mayor hidrélisis del
A-Fi presente en el alimento (Shirley y Edwards, 2003;Zeller, Schollenberger y col,
2015), mayor cantidad de Ins-P e inositol libre (Lee y Bedford, 2016), lo cual ha sido
relacionado con resultados positivos en el desempefio productivo de pollos de

engorda (Morgan, Walk y col., 2014;Zeller, Schollenberger y col, 2016).

Cuando se produce una mayor hidrolisis del A-Fi, por una parte se reduce el impacto
del proceso de quelacion (Cheryan y Rackis, 1980), y por otra parte se libera mayor
cantidad de P (Chung, Rutherfurd y col, 2013). La implementacién de la superdosis
impacta en su mayoria la disponibilidad de los nutrientes a partir de la dieta base,
afianzando el efecto fosférico de la Fi y consiguiendo una marcada accién extra-
fosforica de la misma (Cowieson, Wilcock y col,, 2011), relacionada principalmente
con procesos metabdlicos de proteina y minerales (Selle, Cowieson y col., 2012). Asi, el
efecto extra-fosférico implica modificaciones en las vias metabolicas que puede llevar
a alteraciones en el sistema de moléculas participantes, incluidas las coenzimas

(Karadas, Pirgozliev y col, 2010).
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La coenzima Q10 (CoQ10) es un componente crucial en el proceso de producciéon de
energia celular y como un antioxidante endégeno presente en las membranas
celulares (Pisoschi y Pop, 2015); también participa en otras funciones bioquimicas
como regulacion de expresion de genes y sefiales celulares (Crane, 2001). En la
membrana interna de la mitocondria, la CoQ10 es un acarreador de electrones de la
cadena respiratoria en la formacion de ATP. En el complejo III de la cadena
respiratoria, la CoQ10 estd presente en tres formas dependiendo de su estado
oxidativo: ubiquinona (forma oxidada-CoQ10), ubisemiquinona, y ubiquinol (forma
reducida y acarreador de electrones-CoQ10H2) (Botham y Mayes, 2012). El ubiquinol
protege las membranas del dafio oxidativo (Menke, Niklowitz y col,, 2000) y regenera
otros antioxidantes como el a-tocoferol y el ascorbato (Wang y Hekimi, 2016). In vitro,
se ha demostrado que la propiedad antioxidantes de la CoQ10 permite menor
oxidaciéon de la proteina y peroxidacion de los lipidos (Ernster, Forsmark y col,

1992:Forsmark-AndrEe, Dallner y col., 1995).

El contenido de CoQ10 en el cuerpo proviene principalmente de la sintesis interna,
siendo solo cerca del 2% el obtenido a partir la dieta, dada la baja solubilidad de la
CoQ10 en las condiciones del tracto gastro-intestinal (Zhang, Abergy col, 1995). No
todas las membranas celulares poseen las enzimas para la biosintesis de la CoQ10,
pero en aquellas que si, la coenzima es sintetizada a partir de la unién del nucleo de
benzoquinona con diez grupos isoprenoides. El nicleo de benzoquinona se deriva de
la tirosina y fenilalanina y la cola de isoprenoides de la via del mevalonato de la
coenzima A (Ayer, Macdonald y col., 2015). Los 6rganos con mayor contenido de
CoQ10 son el corazoén (114 ug/g), el rinon (67 ug/g), y el higado (55 ug/g), aunque el
pancreas (100%), el higado (95%), y los intestinos (93%) presentan mayor
proporcion de ubiquinol, que resulta ser la forma mas comudn presente en el cuerpo

(Aberg, Appelkvist y col., 1992).

Karadas, Pirgozliev y col. (2010) encontraron que el contenido de CoQ10 en el higado
fue mayor con la inclusién de dosis altas (12500 FTU/kg) de un 6-Fi proveniente de

E.coli o con el aumento a 0.45% del contenido de Pdis, en comparacion con el nivel de
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0.25% de Pdis con o sin la adicién de 250 FTU/kg de una Fi, en pollo de engorda de 21
dias. En otro estudio, Karadas, Pappas y col. (2005) reportaron que la concentraciéon
de CoQ10 incrementd en el higado de pollo de engorda de 35 semanas de edad
alimentados con 500 y 250 FTU/kg de una Fi comparado con la no inclusién de la
enzima en la dieta. Asi mismo en pavos, mayor concentracion de CoQ10 fue
observada con la adicion de 500 FTU/kg a los 35 dias de edad, pero no a los 21 dias
(Karadas, Pirgozliev y col, 2005).

La degradacion del A-Fi puede ser influenciada por muchos factores presentes en la
dieta tal y como el contenido de P. Hughes, Dahiya y col. (2009) encontraron una
respuesta lineal negativa en la digestibilidad en el ileon del fitato evaluando 200, 400,
y 600 FTU/kg de Fi en una dieta a base de maiz y pasta de soya con 0.25% de Pdis. En
el mismo estudio la disminucion de Pdis a 0.15% no ajusto los datos a un modelo de
regresion, aunque en éste nivel de Pdis la dosis de 500 FTU/kg llevé a mayor
digestibilidad de fitato que con el contenido de 0.35% de Pdis. Agbede, Kluth y col.
(2009) encontraron que la inclusién de 1000 FTU/kg increment6 el contenido de Ins-
5y 3P, y disminuy6 el del Ins-6P en ileon; ademas, el nivel de 0.8% del P total
presenté mayor contenido de Ins-6P que el nivel de 0.4%. Van der Klis, Versteegh y
col. (1997) reportaron mas degradacion de fitato, usando 500 y 250 FTU/kg en la

dieta que cuando no se incluyo la Fi.

En la gallina de postura, los estudios que se han realizado acerca de las implicaciones
con la inclusiéon de dosis altas de Fi sobre los mecanismos metabdlicos son escasos.
Adicionalmente, para la CoQ10 no existén previos reportes disponibles en gallina de
postura bajo el concepto de superdosis. En el presente estudio se hipotetizo que la
aplicacion de la superdosis de una Fi pudiera llevar a una mayor hidrolisis del A-Fi en
la molleja y a mayor contenido de CoQ10 en higado que una dosis estandar, como una
respuesta positiva en general del metabolismo a aporte de la Fi. De tal manera que se
evaluaron cuatro dosis de una Fi (0, 300, 1200, y 4800 FTU/kg) en tres niveles de Lis-
d (0.67, 0.77, y 0.87%) sobre la concentracion de Ins-P; asi mismo, se determiné el

efecto de las tres primeras dosis de la Fi (0, 300, y 1200 FTU/kg) en el menor y mayor
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contenido de Lis-d (0.67% y 0.87%) sobre el contenido de CoQ10 en higado de
gallinas de postura Bovans White alimentadas con 0.12% de Pdis. Ademas se analiz6
el impacto del contenido de Pdis sobre la hidroélisis del A-Fiy concentracién de CoQ10,

incluyendo un tratamiento adicional con 0.25% de Pdis en el nivel de 0.87% de Lis-d.

IV.3 Materiales y Métodos

Muestreo. En las gallinas de postura seleccionadas para obtener el contenido de ileon
y la tibias, se muestreo la digesta presente en la molleja, manteniendo los mismos
grupo hechos para los andlisis de AA y minerales. La digesta de las tres gallinas fue
homogenizada, congelada a -4°C, y liofilizad por 72 horas, siendo en total cuatro
muestras por tratamiento y 52 muestras en total. El higado de cada ave fue
diseccionado y congelado a -40 °C para su posterior analisis de laboratorio. Tomando
en cuenta los resultados obtenidos en la produccién, se decidié analizar solo los
higados correspondientes a los tratamientos con 0, 300, y 1200 FTU/kg de Fi en el
niveles de 0.67 y 0.87% de Lis-d, asi como de la dieta control con 0.25% de Pdis para

la cuantificacion de CoQ10.

Cuantificacién de Esteres Bajos de Inositol. Los ésteres bajos de inositol fueron
determinados mediante la técnica de cromatografia de intercambio idnico siguiendo

la metodologia descrita por Blaabjergy col. (2010).

Cuantificacion de CoQ10. Fue cuantificada en el pool de tres higados, siguiendo los
grupos de muestreo usados durante los andlisis de la hidrélisis y digestibilidad, para
un total de 28 muestras. La extraccion de la CoQ10 se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita por Karadas, Pirgozliev y col. (2010) y la cuantificacién tomando la metologia
de Mattila , Kumpulainen (2001). En resumen, cada pool de higados fue licuado y
mezclado con 5% (p/v en H20) de una solucion salina de NaCl (0.7 ml) y etanol (1 ml)
con el fin de obtener la coenzima en la fase del hexano. La extraccion fue hecha dos
veces y la fase de hexano fue combinada, evaporada, y reconstituida en una mezcla de

metanol/etanol (1:1, v/v). La CoQ10 fue cuantificada con HPLC usando el equipo
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Hewlett-Packard 1100 y una columna Vydac 201TP54 (5 um, 250 X 4.6 mm, The
Separations Goup, U.S.A). Para la fase mévil se usé6 metanol/2-propanol/etanol
(70:15:15, v/v/v) y una taza de flujo 0.8 ml/min, empleandose una inyeccién de
volumen de 50 uL. La instrumentacién fue controlada por el programa computacional

HP 3D Chem Station, Rev. A. 06.01 y el reactivo de la coenzima empleado fue el

#C9538-1G obtenido de Sigma Chemicals Co., U.S.A.

Analisis Estadistico. Los tratamientos con 0.12% de Pdis fueron analizados como un
disefio completamente al azar con arreglo factorial con efectos principales e
interacciones, anidadas al nivel de Pdis en la dieta, el cual ademas fue incluido como
una fuente de variacién del ANOVA. Las medias fueron separadas usando la prueba de
Tukey o la DMS. Ademas se realiz6é un analisis de regresion a los datos tomando los
niveles de Fi y Lis-d como variables cuantitativas. El contenido de CoQ10 fue evaluado
con una correlacion bivariada respecto a los coeficientes de digestibilidad de AA
limitantes y no limitantes, P, Ca y las principales variables de produccién, usando el
coeficiente de Pearson. Los datos fueron analizados con el programa JMP 12® y los

valores de P significativos fueron tomados como aquellos menores a 0.07.

V.4 Resultados

La inclusion de la Fi redujo6 significativamente la concentracion de Ins-6P en las dosis
de 300, 1200, y 4800 FTU/kg de Fi respecto a las dietas sin la enzima en los dos
niveles de Pdis (0.12 y 0.25%). Adicionalmente, la dosis de 4800 FTU/kg tuvo menos
concentracion de Ins-6P que la de 300 FTU/kg, aunque, 1200 FTU/kg no fue diferente
de 300 y 4800 FTU/kg (P<0.001). La dieta con 0.25% de Pdis en el nivel de 0.87% de
Lis-d increment6 la cantidad presente de Ins-6P en comparacién con las dietas con
0.12% de Pdis en los niveles de 0.67 y 0.77% de Lis-d (P<0.05), resultando en un
efecto significativo del nivel de Pdis (P<0.001). La concentracién de Ins-5P en la dieta
control fue mayor que en la dieta con 0.12% sin la Fi en el nivel de 0.87% de Lis-d. Por
otro lado, la inclusion de la Fi redujé el contenido de Ins-5P comparada con la dieta

control. Las dosis de 1200 y 4800 FTU/kg presentaron menor contenido de Ins-5P

114



que la no inclusion de Fi en 0.12% de Pdis, y la dosis 300 FTU/kg lo redujo respecto a
la dieta con 0.25% de Pdis (P<0.001). Ademas, en los niveles de 0.67 y 0.77% de Lis-d,
el contenido de Ins-5P fue menor que en 0.87%, siendo ésta ultima de menor
concentracion que el nivel de 0.25% de Pdis (P<0.05) (Cuadro 1). Existi6 una
interaccién entre las dosis de la Fi y los niveles de Lis-d en la concentracion de Ins-4P.
En este caso, solamente en 0.87% de Lis-d, la no adiciéon de la Fi increment6 el
contenido de Ins-4P, sin embargo inclusiones incrementales de la enzima llev6 a una
reduccién gradual de la concentracion en los tres niveles de Lis-d (P<0.001) (figura
1a). No hubo efecto del nivel de Pdis para la cuantificacion de los Ins-4P

(P=0.392)(Cuadro 1).

El contenido de los Ins-3P fue mayor sin la presencia de la Fi respecto a dosis de
1200y 4800 FTU/kg en 0.12% de Pdis y respecto a la dieta control. Ademas, las dosis
de 1200 y 4800 FTU/kg resultaron en una disminucién de la concentracién, que la
dosis de 300 FTU/kg (P<0.001). Aves alimentadas con 0.77% de Lis-d tuvieron menor
concentracion de Ins-3P que aquellas con 0.67% y que 0.87 % de Lis-d en 0.12% de
Pdis pero no respecto a las de 0.87% de Lis-d en 0.25% de Pdis. En la cuantifiacion de
Ins-2P, exsitié una interaccién para los niveles de Fi y Lis-d, siendo que en el nivel de
0.67% de Lis-d la inclusion gradual de la enzima disminuyé el contenido de Ins-2P,
mientras que en 0.77% y 0.87% la concentracion fue mayor (Figura 1b). Ademas, la
dieta control present6 mas cantidad de Ins-2P que el promedio de los tratamientos
con 0.12% de Pdis (P<0.001) (Cuadro 1). Las aves alimentadas con 1200 FTU/kg
tuvieron mayor concentracion de inositol que la no inclusién de la Fi en dietas con
0.12 y 0.25% de Pdis. Asi mismo, el nivel de 0.25% de Pdis presenté6 menor contenido
que la dosis de 4800 FTU/kg, resultando en un menor concentracion en general del
nivel de 0.25% que del 0.12% de Pdis (P<0.05)(Cuadro 1). En el analisis de regresion,
la respuesta al incremento de la dosis de Fi se ajusté a un modelo cuadratico en la
evaluacion de los Ins-6, 5, 3P, e inositol (P<0.05). Por otra parte, en el Ins-4P el efecto

de la Fi fue de tipo lineal (P=0.07) y en el Ins-2P no fue significativo (P=0.130). Niveles
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incrementales de Lis-d resultaron en una respuesta de tipo lineal, solamente en los

Ins-4 y 2P (P<0.001)(Cuadro 2).

Se presentd una interaccion en el contenido de CoQ10 en el higado para los niveles
de Lis-d y Fi. En el nivel de 0.67% de Lis-d, no exisité diferencia en la concentracién de
la coenzima entre las dosis de Fi, mientras que en 0.87%, no adicionar la enzima
resulté en un mayor contenido que con el uso de 300 y 1200 FTU/kg. Por otro lado,
incluir 1200 FTU/kg en 0.87% de Lis-d resulté en una reduccién de la CoQ10 en
comparacion con dosis de la Fi de 0, 300,y 1200 FTU/kg en el nivel de 0.67% de Lis-d,
y también en comparacion con la dieta control (P<0.001). Ademas, 0.25% de Pdis
presentd menor contenido de la coenzima que el promedio del grupo con 0.12%
(P=0.001)(Cuadro 1). El contenido de CoQ10 en higado fue correlacionado
negativamente con la digestibilidad de AA limitantes, no limitantes (incluyendo la
tirosina), P, la produccién de masa de huevo y el contenido de grasa abdominal.
Contrariamente, se present6 una correlaciéon positiva entre el contenido de CoQ10 y la

pérdida de peso (Cuadro 4).

IV.5 Discusion

Estudios previos han mostrado una mayor degradacion del A-Fi con el incremento de
la dosis de la Fi en pollo de engorda (Van der Klis, Versteegh y col., 1997;Walk, Santos
y col, 2014), existiendo evidencia de una relacién lineal positiva con niveles graduales
de la enzima (Shirley y Edwards, 2003), incluso en el caso de la gallina de postura
(Hughes, Dahiya y col, 2009). En el presente estudio, el grado de hidrdlisis del A-Fi fue
dependiente de la dosis de la Fi empleada, ya que 300 FTU/kg fue mas efectiva al
reducir el contenido de Ins-6P en la digesta, mientras que las dosis de 1200 y 4800
FTU/kg llevaron la hidroélisis mas alla de la molécula inicial, al incrementar la
concentracion de Ins-5, 4, y 3P, e incluso la dosis de 1200 FTU/kg dejé mas inositol
libre. De ello se deduce en primera medida que existe una efectividad de la dosis

estandar para iniciar la ruptura del A-Fi, con bajo alcance de degradacién total, y en
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segunda, que 1200 FTU/kg lleva a mayor disponibilidad del inositol, en el caso de la

gallina de postura.

Recientemente, Wilcock , Walk (2016) decriben como principal objetivo en el empleo
de superdosis de 1500 FTU/kg en pollo de engorda, el obtener una hidrélisis de mas
del 85% del A-Fi. Siendo que con el empleo de dosis estandar como la de 500 FTU/kg,
la degradacién conseguida es de 29.3% (Camden, Morel y col,, 2001) o 33.5% (Tamim,
Angel y col, 2004), reportandose una desaparicion del 58 y 95% del P fitico en ileon,
con la adiciéon de 750 y 12000 FTU/kg de Fi (Shirley y Edwards, 2003). En el presente
estudio, la adicién de 4800, 1200, y 300 FTU/kg resulté en una reducciéon de 77.9,
60.9, y 40.9% del contenido de Ins-6P en molleja, indicando una reduccion gradual de
la cantidad presente de moléculas intactas del A-Fi cuando la Fi fue adicionada en una
manera incremental. Por lo tanto, la ocurrencia del proceso de quelacion en la digesta
fue disminuido con altas dosis de la enzima, al evitar la presencia de Ins-6P que es la

molécula de mayor capacidad quelante con moléculas circundantes.

Persson, Tiirk y col. (1998) reportaron una menor fuerza de unién para los Ins-4 y 3P
con el Cu, Zn, y Cd, en comparacion a los Ins-6 y 5P, lo cual no fue asociado a una
perdida de la capacidad de unién de los grupos fosfato que permanecen ligados. Yu,
Cowieson y col. (2012) in vitro, encontraron mayor actividad de la pepsina cuando se
redujo la concentracién de los Ins-6 y 5P. Adicionalmente, Xu, Price y col. (1992)
observaron un incremento en la solubilidad del Ca y del Zn cuando el A-Fi fue
degradado hasta obtener Ins-3P, in vitro. De esta manera, dosis altas de Fi puede
generar mas Ins-P con subsecuente menor fuerza de union covalente, promoviendo la
homeostasis en el proceso de digestion e incrementando la disponibilidad de

nutrientes, que de otra manera son susceptibles a ser quelados por el A-Fi.

La superdosis no solo resulté en menor presencia de los Ins-6, 5, y 4P, sino también
en mayor disponibilidad del inositol, mejorando el perfil nutricional de la dieta. De
hecho, el inositol es categorizado como un nutracéutico, teniendo en cuenta su

impacto en la formacién de energia (Lee y Bedford, 2016) y en el metabolismo de
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lipidos (Burton y Wells, 1979). Asi mismo, el inositol se conoce como la estructura
base para la sintesis de inositol pirofosfato y polifosfatos inorganicos, los cuales
recientemente han sido catalogados como mensajeros metabodlicos y moléculas claves
en la homeostasis celular (Wilson, Livermore y col.,, 2013). Dichas moléculas son parte
fundamental de procesos biolégicos como el almacenamiento en la célula de P
(Auesukaree, Tochio y col, 2005), liberacion de insulina, y formacién de acidos grasos
en la mitocondria (Bhandari, Juluri y col, 2008). Zyta, Mika y col. (2012) investigaron
el efecto de incluir 0.1% de inositol oral purificado en la producciéon de huevo,
concluyendo que la suplementacion de inositol sintético caus6é un detrimento en el
desempefio productivo comparado con la inclusion de 300 FTU/kg de dos Fi
comerciales, sugiriendo una mejor disponibilidad del inositol liberado por la enzima.
En el presente estudio las dosis de 1200 y 4800 FTU/kg incrementaron la
disponibilidad del inositol dietario en la molleja, y una vez presente en el intesino, fue

absorbido, siendo una de las principales razones del efecto positivo.

Un importante resultado a discutir en éste estudio fue el hecho que el nivel de Lis-d
influyera la degradacion del A-Fi, posiblemente dado a la fenémenos de interacciones
entre moléculas. Kaup , Greger (1990) investigaron el impacto del tipo de sal de
cloruro sobre la absorcién en intestino, deposicién en hueso, y excrecion del P, Ca, y
Mg en ratas, encontraron que el cloruro de Lis causaba mayor excreciéon de Ca, y
cuando el Ca y la Lis eran suplementados en la dieta, la absorciéon de P y Mg en el
intestino, y la deposicion de Mg en el hueso eran afectados negativamente, siendo
posible que aniones como el cloruro podrian afectar el proceso de digetion. Bye,
Cowieson y col. (2013) concluyeron que el NaCl cambia la estabilidad de las moléculas
de agua alrededor del fitato, mitigando el impacto negativo del mismo sobre la
solubilidad de mioglobina y sero albumina humana, en estudios in vitro. Por otra
parte, Xu, Price y col. (1992) notaron que la adicion de NaCl incrementaba la fuerza de
union de los Ins-6 y 5P, provocando que la solubilidad del Zn incrementara. En el caso
del Ins-4P, el NaCl dismuy®¢ la solubilidad de Zn en concentraciones de 0.05 M, pero la

increment6 cuando la concentraciéon aumenté a 0.15M, mientras que los Ins-3P redujé
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su fuerza de unién cuando el NaCl de sodio fue adicionado a la solucién. De esta
manera se evidencia la capacidad del i6n cloruro para desencadenar cambios
electrostaticos dependientes del tipo de Ins-P presente, siendo que en el presente
estudio resulté en una interaccion entre la Fi y los niveles de Lis-d dietario, solamente

para el caso de los Ins-4 y 2P.

Tomando en cuénta lo mencionado anteriormente, la adicién de cloruro de Lis en la
dieta pudo haber alterado la solubilidad del A-Fiy con ello el proceso de hidrélisis en
molleja, resultando en un efecto principal e interactivo del nivel de Lis-d en la dieta.
Una comportamiento similar ha sido reportado para el Cu; Banks, Thompson y col
(2004) observaron una reduccion en la retencién del P en intestino al incrementar la
concentracion de Cu de 125 a 250 ppm, manteniéndose la tendencia con contenidos
has 375 ppm pero no con 10 y 62.5 ppm. En el estudio de Banks, el Cu fue adicionado
en forma de sulfato a una dieta a base de maiz y pasta de soya con un nivel constante
de Ca de 0.70%. Wilcock , Walk (2016) adjudican que el efecto observado del Cu sobre
la solubilidad de los complejos Cu-fitato estd condicionado por la fuente de la
molécula, ya que el sulfato, cloruro, y cloruro tribasico provoca mayor insolubilidad al
Cu que el citrato y tipos de Lis en un pH de 5.5. Esto refuerza la idea que la
composicion de las moléculas circundantes en el medio influyen en la estabilidad del
A-Fiy por lo tanto su susceptibilidad a la accidn de la Fi. No obstante, ningtin efecto en
minerales como el Zn ha sido encontrado previamente (Walk, 2014), probablemente
porque las fuentes disponibles actualmente del Zn no cambian la interaccion electro-

estatica entre el A-Fi y los moléculas circundantes en el medio.

Las aves como el pollo de engorda y la gallina de postura pueden producir enzimas
endogenas en el tracto digestivo capaces de hidrolizar el A-Fi hasta obtener grupos
fosfato e inositol libre (Maenz y Classen, 1998;Morgan, Walk y col, 2015).
Adionalmente, las aves también tienen un sistema de enzimas efectivas basado en
fosfatasas y Fien higado y sangre para regular la cantidad disponible de P (Cowieson,
Wilcock y col, 2011), de tal modo que los tratamientos sin Fi mostraron una

degradacién parcial del A-Fi en este estudio. Sin embargo, la extensién de hidrolisis
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del A-Fi no fue suficiente para cubrir lo requerimientos de P, incluso en el caso de la
gallina de postura que posee un 35% mas capacidad de degradacion del A-Fi que los
pollo de engorda (Maenz y Classen, 1998), y mucho menos para obtener un beneficio
mas alla de éste mineral. Truong, Yu y col. (2014) reportaron que del 63.1% de la
hidroélisis del fitato, el 23.8% correspondia a la accién de las enzimas enddgenas del
tracto digestivo y el 39.3% a la adicion de 1000 FTU/kg de una Fi exdgena, resaltando

la importancia de incluir una ezima ex6gena con mayor capacidad hidrolitica.

La falta de aporte de P a partir de la dieta base es remediada comtinmente con la
adiciéon de una fuente inorganica; no obstante, la presencia del P puede inhibir la
accion de Fi exdgenas. Shastak, Zeller y col. (2014) reportaron una reduccion en el
porcentaje de hidrolisis de Ins-6P en la digesta del ileon y en la excrecion, cuando el
nivel de P inorganico fue aumentado de 0.075 a 0.15% usando fosfato monocalcico
monohidratado. En el mismo estudio, efectos similares fueron observados con una
dieta semi-sintética con maiz y pasta de soya, suplementada con niveles graduales de
0.05, 0.10, y 0.15% de fosfato monosédico anhidrico. Ademds, un incremento
significativo de los isémeros Ins-5 y 4P fueron obtenidos para ambas fuentes de P
inorganico, en pollo de engorda de 20-24 dias de edad. De manera similar, Li, Angel y
col. (2016) atribuyeron el incremento de los Ins-6P a un mayor contenido de P no
fitico con 0.45% comparado con 0.28% en la digesta del proventriculo y molleja de
pollo de engorda de 13 dias de edad, alimentados con una dieta base mixta que incluia
fosfato monocalcico como P inorganico. En el presente estudio la adicion de 0.12% de
fosfato monocalcico llevé a un mayor contenido de Ins-6 y 5P lo que pudo haber
propiciado menos disponibiidad de los nutrientes, y también un decrecimiento en las
cantidades de Ins-2P e inositol, con lo que ningiin beneficio extra-fosférico con la

adicion de P inorganico fue observado.

El contenido de CoQ10 en la célula es un indicador del estatus oxidativo del
organismo, siendo que altas concentraciones de CoQ10 sugieren un incremento en la
necesidad de atenuar especies reactivas de oxigeno (Pisoschi y Pop, 2015), como

aquellos productos del catabolismo de lipidos, carbohidratos, y proteinas (Ernster y
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Dallner, 1995;Ayer, Macdonald y col,, 2015). Estudios en ratén han indicado que bajo
condiciones de estrés oxidativo desencadenado por el ejercicio, bajas temperaturas, y
alteracién de la hormona tiroide, una mayor sintesis de CoQ10 esta presente en
orgdnos aerobicos como el higado (Ernster y Dallner, 1995), siendo factible que
procesos fisiolégicos similares pasaran en el nivel de 0.87% de Lis, puesto que
presentd mas concentracién de la coenzima. En este caso, la no adiciéon de la Fi
conllevaba a un desequilibrio en el contenido de la dieta que era baja en P, y por lo
tanto mayor tasa de catabolismo para lidiar con el contenido extra del aminoacido,
incluyendo procesos como el ciclo del acido citrico, en el que la CoQ10 es una
molécula clave (Botham y Mayes, 2012). No obstante en el nivel de 0.67% de Lis-d, la
concentracion fue menor debido a una menor tasa de metabolismo, y reflejado en una
disminuciéon en el consumo del alimento. Por otra parte, la CoQ10 presente en el
alimento se descarta como un factor que variara la respuesta al contenido en el higado
puesto que la CoQ1l0 presente en la dieta base fue la misma para todos los
tratamientos, y solo habria sido posible que el 2-3% fuera absorbido (Pravst, Zmitek y

col., 2010;Ayer, Macdonald y col, 2015).

Existen otras moléculas mas consideradas para la evaluacién del estatus oxidativo
del organismo tales como el a-tocoferol y ascorbato, los cuales son categorizados
como antioxidantes externos dada la fuerte influencia del contenido en dieta sobre su
concentracion en el organismo, mientras que en el caso de la CoQ10 es considerado
como un antioxidante endégeno (Zhang, Turunen y col., 1996;Pisoschi y Pop, 2015).
Por lo tanto, la evaluacion del contenido de CoQ10 en forma de ubiquinol, solo
considera procesos inherentes a las vias metabolicas en el organismo y siendo su
evaluacion en un organo activo como el higado, permite una mejor idea de dichos
procesos al tener en cuenta que la forma reducida estd mas presente que la oxidada
(Dallner, Brismar y col.,, 2003;Ayer, Macdonald y col., 2015). Por otra parte, en el caso
de evaluar el estatus oxidativo por métodos indirectos como los TBARS o directos

como la enzima glutation peroxidasa (Pisoschi y Pop, 2015), no se se estaria teniendo
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en cuenta cambios en el proceso de fosforilaciéon oxidativa que es esencial para la

produccién de energia, lo que da una idea del efecto extra-fosforico de la Fi ex6gena.

El contenido de CoQ10 mostré menos variacion con la evaluacién de la dosis
estandar y de la superdosis de Fi en el nivel de Lis-d de 0.67% que en 0.87%. Esto
sugiere que el nivel de 0.67% no aporto suficientes nutrientes para mantener una tasa
metabdlica. Siendo que la disponibilidad de P incrementé con la adicion de la Fi, esto
compenso parcialmente la falta de balance de los nutrientes en la dieta, pero no de
una forma suficiente para regular el nivel de Lis-d, resultando pequefios cambios en la
concentracion de CoQ10. Contrariamente, en 0.87% de Lis-d, la adicién de P
inorganico decreci6 la concentracion de CoQ10 en un 58%, como también fue hecho
por la adicién de la Fi, y ain mas con la dosis de 1200 FTU/kg. Ademas tomando en
consideracion la existencia de una correlacion negativa entre la concentracion de la
CoQ10 con un desempeio positivo en la produccién de huevo y la digestibilidad de AA
y P, la dosis de 1200 FTU/kg permitié un equilibrio mayor en los procesos

metabdlicos en las gallinas que dosis de 300 FTU /kg.

Contrario a los resultados obtenidos en el presente estudio, Karadas, Pirgozliev y col.
(2010) en pollo de engorda, encontraron mayor contenido de CoQ10 en higado en
pollo de engorda con mejor desempefio productivo, es decir aquellos alimentados con
500 FTU/kg (99.95 ug/g) y 12500 FTU/kg (119.7 ug/g) de Fi en comparacién con 250
FTU/kg (63.86 ug/g). Ademas, Karadas no reportd cambios en el contenido de la
coenzima usando 12500 FTU/kg respecto a la suplementacién de P inorganico (129.9
y 119.7 ug/g, respectivamente). Los autores mencionados anteriormente asumen que
altas concentraciones de CoQ10 potencializa el estatus oxidativo de la membranas
celulares en el higado y permite un mayor desempefio productivo. Los resultados
contradictorios en nuestro estudio probablemente son causados por las
caracteristicas de la edad y de los procesos de crecimiento de los tejidos corporales
propios de la gallina en un periodo final del ciclo de postura. Desafortunadamente, no
existen estudios previos respecto al efecto de la dieta en el estatus de la CoQ10 en el

higado en la produccién de huevo. El tnico trabajo publicado al respecto investigé las
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implicaciones de la suplementacién de CoQ10 en la dieta, encontrando que niveles de
0.8% de coQ10, incrementaba el contenido de la coenzima en higado sin permitir
mejoras en la producciéon de huevo o en su perfil nutricional (Kamisoyama, Honda y

col,, 2010).

IVV.6 Conclusion

La inclusion en dosis estandar de una 6-Fi en la dieta fue capaz de inciar el proceso de
degradacién del A-Fi, aunque la superdosis llevé a una hidrélisis mas profunda dado
el aumento en la presencia de Ins-P e inositol libre en molleja.El nivel de 0.87% de Lis-
d increment¢ la tasa de degradacion del A-Fi, siendo su causante un punto a clarificar
en futuras investigaciones. No obstante, la adicién de P inorganico no afectd la
hidrélisis del A-Fi, aunque estabilizd la sintensis de CoQ10 al regular el contenido de P
en la dieta base. La inclusion de la Fi llevé a un contenido equitativo de CoQ10 en el
nivel de 0.67% de Lis-d, mientras que en 0.87% la Fi redujé las necesidades de

sintesis de la CoQ10 con dosis estandar y superdosis.
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Cuadro 1. Efecto de la adicién de cuatro dosis de una fitasa en tres niveles incrementales de lisina digestible sobre la

concentracion del 4cido fitico y moléculas derivadas, y sobre el contenido de coenzima Q10 en higado en gallinas Bovans White

de 67 semanas de edad

P- Fitasa Lisina dig Ins6P¢ Ins5P Ins4P Ins3P Ins2P Inositol CoQ10°
Dis (FTU/ (%) ' N
(%) kg) mol/g Peso Seco
0 4159 400 3¢ 557 167° 656 392.9°
300 067 2108 259 93 554 546° 871 338.8"
1200 ' 1859 205 45 383 394° 103 380.2°
4800 489 43 15¢ 328 207 629
0 2991 362 49 411 321" 293
012 300 077 1627 192 83 380 3730 450
' 1200 ' 701 78 34 318 493" 78
4800 326 43 5¢ 303 452" 841
0 3260 640 769° 648 921° 441 607.5°
300 2424 428 334° 511 911° 572 300.5°
1200 0.87 1511 252 260" 376 963° 1078 217.5°
4800 1480 283 123 350 1034° 1145
0.25 0 4187 827 192°< 364 882° 119 257.0%
SEM 253.5 44.07 26.80 26.70 37.27 103.5 25.51
Promedio de Efectos Principales
0 3470° 467° 273° 539° 470° 463°° 500.2°
012 300 2053:’ 293 170%° 482%° 610" 631°° 319.7°
' 1200 1357°° 178° 113 359° 617" 963° 298.8°
4800 765° 123° 48° 327° 564° 871%
0.25 0 4187° 827° 192°¢ 364" 882° 119° 257.0°

135




0.12 0.67 2154° 227° 39° 456° 329° 797 370.6
0.77 1411° 169° 43° 353° 410° 591
0.87 2169° 401° 372° 471° 957° 809 375.1
0.25 ' 4187° 827° 192° 364% 882° 119 257.0
0.12 1911° 265° 151 427 565° 732° 372.9°
0.25 4187° 827° 192 364 882° 119° 257.0°
Valores-P (Significancia del Efecto)
Phytase <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.025* 0.005** <.0001
Lysine 0.025* 0.001 <.0001 0.001 <.0001 0.156 0.831
Lysine*Phytase 0.469 0.879 <.0001 0.289 0.011* 0.314 <.0001
AvP <.0001 <.0001 0.392 0.191 <.0001 0.002** 0.001

aE] contenido de CoQ10 es reportada en tres dosis de fitasa (0, 300, y 1200 FTU/kg) y dos niveles de lisina digestible (0.67 y

0.87%) en la dieta
bCoenzima Q10

<Esteres bajos de inositol

Significancia estadistica *P < 0.05,™ P < 0.01, ™ P < 0.001. b Muestran diferencia significativa entre las medias
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Cuadro 2. Valores de probabilidad del andlisis de regresién en las moleculas de la hidrélisis del acido fitico y coenzima Q10

Variable Lis Fi FiC Lis * Fi
Ins-6P 0.521 <.0001 <.0001 0.266
Fi C =3317- 2.2201*Fi+ 0.0003522* Fi *2
Ins-5Pb 0.001*** <.0001 0.001*** 0.692
Fi C =502-0.3696* Fi + 6.0625e-5* Fi "2
Ins-4P <.0001 0.066* 0.375 0.038*
Lis L =-1038 + 1533.386*Lis
Fi L =206-0.0361* Fi
Ins-3P 0.649 0.001 *** 0.018* 0.539
Fi C =504- 0.1431* Fi + 0.0000221* Fi *2
Ins-2P <.0001 0.130 0.140 0.150
Lis L =-1857+ 3145.8509*Lis
Inositol 0.671 <.0001 0.001*** 0.006**
Fi C =405 + 0.6058* Fi - 0.000106* Fi ~2
Coenzim Q102 0.454 0.036* 0.059*
Fi L =394.99152 - 0.0901973* Fi

aE] contenido de CoQ10 es reportada en tres dosis de fitasa (0, 300, y 1200 FTU/kg) y dos niveles de lisina digestible (0.67 y
0.87%) en la dieta

bEsteres bajos de inositol
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Cuadro 3. Coeficientes de correlacién entre el contenido de coenzima Q10 y la digestibilidad de nutrientes y parametros

productivos en gallinas Bovans White de 67 semanas de edad

Variable p value CO?:;::::E de
Digestibilidad de Ca NS
Digestibilidad de P 0.064 -0.355
Digestibilidad de Lysine NS
Digestibilidad de Tyrosine 0.007 -0.496
Digestibilidad de AA Limitantes?! 0.012 -0.469
Digestibilidad de AA no Limitantes? 0.005 -0.518
Pérdida de Peso Corporal (%) 0.021 0.434
Grasa Abdominal (%) 0.059 -0.362
Consumo de Alimento (g) NS
Masa de Huevo (g) 0.070 -0.347
Ruptura en Hueso (kg/cm3) NS

1 Aminoacidos limitantes incluyen la arginina, cisteina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, y
valina.

Z Aminoacidos no limitantes incluyen la alanina, asparagina, glutamato, glicina, prolina, serina, y tirosina.
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Figura 1. Cuantificacién de los ésteres de inositol fosfato 2 y 4 en la digesta de molleja de tres niveles de lisina digestible y

cuatro dosis de fitasa en gallinas Bovans White de 67 semanas de edad
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IMPLICACIONES Y CONCLUSIONES

Con inclusiones de dosis altas de fitasa, es decir de superdosis, que en el caso de la
gallina de postura corresponden a 1200 y 4800 FTU/kg, se obtuvé una mayor
hidroélisis del acido fitico con mayor contenido de ésteres bajos de inositol tipo 2 y 3
en molleja. Por lo tanto, se esperaba que el efecto negativo del acido fitico sobre la
disponibilidad de aminoacidos y minerales cationes positivos fuera atenuado. Por otra
parte, el contenido de lisina digestible en la dieta influy6 en el proceso de degradacién
del acido fitico, sin que el alcance del presente estudio permitiera conocer la razén de
este resultado. No obstante, teniendo en cuenta el lugar de muestreo y la naturaleza
quelante del acido fitico, podria pensarse en un efecto del catién cloruro de la lisina
sintética sobre la solubilidad del acido fitico, y por tanto cambiar su susceptibilidad a
la fitasa. Por lo tanto, las futuras investigaciones in vivo deben estar encaminadas
hacia la evaluacién de dicho efecto de la lisina sobre el proceso hidrolitico del acido

fitico y suimpacto en los procesos de digestidn y absorcioén de nutrientes.

Aunque el efecto extra-fosforico de la fitasa fue observado en la digestibilidad de
aminodcidos, el contenido de lisina digestible de la dieta resulté ser un factor mas
influyente sobre la digestibilidad, asi como también sobre el efecto de la dosis de la
enzima. Por otro lado, el empleo en el organismo de la lisina a partir de la accién de la
fitasa, esta condicionado a la relaciéon de éste aminoacido con las cantidades de los
demas, por lo que no se puede tener solo en cuenta la liberacion de lisina
especificamente. Por lo tanto, en el presente estudio no fue posible obtener una
equivalencia en el nivel de lisina con el uso de la fitasa, inclusive cuando se incluyé las
superdosis. Es importante resaltar que el nivel de lisina digestible con mejor perfil
nutritivo fue el maximo planteado, es decir de 0.87%, el cual es cercano al

recomendado por la guia de manejo de la linea genética.

La inclusion de la fitasa permiti6 mejorar el intercambio de los iones Na y K en el
intestino, aunque similar a lo ocurrido en los aminoacidos, el alcance del resultado

positivo fue dependiente del nivel de lisina digestible en la dieta. Si se tiene en cuenta
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el rol destacado que el Na tiene en el proceso de absorciéon de nutrientes, estos
resultados sugieren mejor desarrollo del proceso de digestién con la inclusién de la
enzima. No obstante, en el caso de la gallina de postura el efecto positivo no pudo ser
alcanzado por la dosis de 300 FTU/kg, ni con la inclusiéon de 4800 FTU/kg, en cuyo
caso la presencia excesiva de nutrientes disponibles a partir de la dieta gener6 un

desbalance en el proceso de absorcion y por lo tanto un pérdida de dichos iones.

Asi mismo, el uso de la superdosis también llevo a mayor disponibilidad de P, que fue
absorbido y utilizado en procesos internos como formacién de tejido 6seo y mayor
resistencia a la ruptura en tibia, sin ser notorio dicho efecto en el contenido de ceniza.
Por lo tanto, el efecto fosférico de la fitasa se increment6 con la superdosis, en
comparacion con la dosis estandar (300 FTU/kg), mismo que resulto ser similar a la
disponibilidad obtenida con la adicién de P inorganico. Si se toma en cuenta que
existié mayor disponibilidad de inositol con la superdosis, especificamente con 1200
FTU/kg, es posible que en el caso de la gallina de postura, el mejor desempefio de esta
dosis se deba a un incremento en la liberacién de los nutrientes contenidos en la

estructura del acido fitico.

Por otro lado, a pesar que se esperaba un efecto positivo con la fitasa en la
digestibilidad de minerales como el Zn, Fe, Cu, este no resulto ser significativo,
posiblemente porque el contenido en la dieta ya cubria sus requerimientos. En el caso
del Ca, que es mineral de gran importancia para la industria del huevo, no fue visto un
efecto de la fitasa a pesar del marcado efecto de la enzima en la disponibilidad del P, lo
cual hubiera afectado la absorcién del Ca, teniendo en cuenta la estrecha relacion de
éste mineral con el P. Es posible que al igual que los demas minerales, los
requerimientos del Ca ya fueran cubiertos por el aporte inorganico de éste mineral en

la dieta con el nivel de 3.5% de Ca total.

En parametros productivos, el efecto del nivel de lisina sobre la accién de la fitasa
solo se observd en la masa de huevo comercializable; teniendo en cuenta, que dicha

variable condensa los resultados obtenidos en la cantidad producida de huevo como
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la calidad del mismo, es importante considerar las interacciones de la fitasa con los
niveles de lisina digestible. No obstante, las dietas con 1200 FTU/kg mostraron
resultados positivos en la cantidad producida de huevo y en la preservacion de las
reservas corporales incluyendo la grasa abdominal, que resultaron ser de mayor
significancia estadistica. Por lo tanto, a pesar que la dieta suministrada era baja en P
disponible, la inclusién de la superdosis permitié una produccidon de huevo eficiente
sin necesidad de hacer uso de las reservas corporales, lo cual también sugiere un
efecto mas alla del P, dependiente de la dosis de la enzima usada. Por otro lado, la no
significancia de la enzima en el peso de huevo pudo ser consecuencia del consumo
maximo de alimento permitido, el cual también llevo a que el comportamiento del
indice de conversion se viera positivamente influenciado por la adicién de la fitasa. El
efecto negativo en general evidenciado para la dosis de 4800 FTU/kg en la produccion
difiere con lo reportado en pollo de engorda, ya que con inclusiones hasta de 12000
FTU/kg no hay ninglin efecto negativo, por lo que no es conveniente extrapolar

informacion generada en la produccién de carne hacia la produccion de huevo.

Evidencia de condiciones mas acorde a las necesidades bioldgicas fueron logradas
con el uso de la fitasa, en particular con 1200 FTU/kg y también con el uso de 0.87%
de lisina digestible, las cuales permitieron rangos mas cercanos a la homeostasis en
los procesos metabdlicos en la gallina, lo que se vio reflejado en una menor necesidad
en la sintesis de coenzima Q10 en higado. Una vez mas, esto resulta opuesto a lo
reportado en pollo de engorda, y por tanto resalta la marcada diferencia entre las
producciones y la necesidad de realizar investigacion propia para el estatus fisiolégico
intrinseco de la gallina de postura, en una busqueda constante hacia la eficiencia en la

formacién del huevo.
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