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RESPUESTA PRODUCTIVA, MINERALIZACION E INTEGRIDAD DE TIBIAS
DE POLLOS DE CARNE CON DIETAS SUPLEMENTADAS CON FITASA'Y 25-
HIDROXICOLECALCIFEROL

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la suplementacion de la enzima fitasa, vitamina
25-hidroxicolecalciferol (25-OHD3) 6 ambos en dietas para pollos de carne a través de su
comportamiento productivo y caracteristicas de la tibia. Para ello, se utilizaron 200 pollos
machos de la Linea Cobb 500 de un dia de edad, distribuidos al azar en cuatro grupos de
50 aves cada uno y cada grupo fue alimentado Ad Libitum durante 21 dias, y los
tratamientos fueron: T1, control positivo; T2, iso-nutritivo como el T1, considerando la
matriz de la fitasa (0.178% Ca y 0.15% Pd); T3, iso-nutritivo como el T1, considerando la
matriz de la 25-OHD3 (0.1% Cay 0.05% Pd) y T4, iso-nutritivo como el T1, considerando
ambas matrices de la fitasa y 25-OHD3. Los resultados mostraron que el comportamiento
productivo de los pollos de carne alimentados con dietas de los tratamientos T2, T3y T4
fueron similares (P>0.05) al del grupo control positivo (T1). Mientras que los pollos
alimentados con la dieta T3 resultaron con valores menores sobre el largo, peso y densidad
de la tibia (P<0.05) a comparacién a los demas tratamientos. Los porcentajes de cenizas y
calcio de la tibia de los pollos correspondientes a los T2 6 T4 fueron menores (P<0.05) a
los pollos alimentados con las dietas de los T1 6 T3. El porcentaje de fosforo de la tibia de
los pollos correspondientes a los T2, T3 y T4 fueron similar (P>0.05) al del grupo control
positivo (T1). En conclusién, los pollos de carne alimentados con dietas reformuladas, pero
suplementados con fitasa, 25-OHDs 6 ambos presentaron similares respuestas productivas.
También hubo diferencias, por los tratamientos dietarios, sobre las caracteristicas de la

tibia como, largo, peso, densidad, y porcentajes de cenizas y calcio de la tibia.

Palabras claves: 25-hidroxicolecalciferol, fitasa, pollos de carne, comportamiento

productivo, porcentajes de ceniza y calcio de la tibia



PERFORMANCE, TIBIAS MINERALIZATION AND INTEGRITY OF
BROILERS FED DIETS FORMULATED TO CONTAIN PHYTASE AND 25-
HYDROXYCHOLECALCIFEROL

ABSTRACT

The objective of the experiment was to evaluate the effects of the inclusion, alone or in
combination, of phytase and 25-hydroxycholecalciferol vitamin (25-OHD3) on the
performance and tibia characteristics of male broilers from 1 to 21 d of age. A completely
randomized design with four treatments was applied and the treatments were: T1, Positive
Control; T2, Isonutritive to T1 considering phytase matrix (0.178% Ca and 0.15% AP); T3,
Isonutritive to T1 considering 25-OHDs; matrix (0.1% Ca and 0.05% AP) and T4,
Isonutritive to T1 considering both phytase and 25-OHD3 matrixes. Each treatment
included five replicate pens with 10 broilers per pen (200 total chicks). All broilers were
fed with a mash corn-soybean meal diets formulated according to Cobb-500
recommendations. Broilers were weighed and feed intake determined on days 7, 14, and
21. On day 21, lengths and weights of tibias from twelve broilers per treatment were
measured. Left tibias were tested for ash, calcium and phosphorus contents. Broilers fed
with T2, T3 and T4 had body weights, feed intakes and feed conversion rates similar
(p>0.05) to those of broilers fed the control diet (T1). Broilers fed T3 exhibited low
density, shorter and lighter (p<0.05) tibias than those fed the other treatments. Ash contents
and calcium concentrations in tibias from broilers fed T2 or T4 were lower (p<0.05) than
those fed T1 or T3. Phosphorus concentration in tibia from broilers fed T2, T3 and T4 were
similar (p>0.05) to those fed T1. In conclusion, dietary treatments had similar effects on
broiler performance, but did result in differences in tibia characteristics as indicated by

length, ash content and calcium concentration.

Key Words: 25-hydroxycholecalciferol, phytase, broilers, performance, tibia, ash



. INTRODUCCION

En la industria avicola, los avances en la seleccion genética han venido mejorando
significativamente la tasa de crecimiento en los pollos de carne, pero se siguen presentando
limitaciones con respecto al aprovechamiento de ciertos nutrientes existentes en los
ingredientes de origen vegetal, como es el caso del fésforo, ya que el 50-80% de este
elemento se encuentran ligado a las moléculas de acido fitico. El &cido fitico es
considerado como un agente anti-nutricional puesto que las aves no disponen de la enzima
correspondiente para hidrolizarla y liberar los elementos ligados a ella con el consecuente
aprovechamiento de dichos elementos por parte del ave; ademas, el &cido fitico puede
formar complejos (quelatos) con otros minerales, principalmente con el calcio debido al

alto contenido de este mineral en las dietas en relacion a los otros minerales.

La vitamina D cumple un rol importante en el metabolismo de calcio y fosforo,
particularmente en el desarrollo y mantenimiento del esqueleto asi como también sobre la
calidad de la cascara de huevo. Datos en la literatura reportan que el metabolito de la
vitamina D, 25-Hydroxy vitamina D3 (25-OHD3), es tan eficiente como la vitamina D3
misma y que su uso es considerado con frecuencia en los programas de alimentacion de los

pollos de carne y de otras especies de aves comerciales.

En la actualidad el uso de diferentes fuentes de fitasas comerciales es comun con el
propdsito de aprovechar los nutrientes ligados en el acido fitico; asimismo, el uso de 25-
OHDs3 es considerado por su influencia en el metabolismo del calcio. Sin embargo, sus
formas de participacion en la dietas pueden ser variables (como un ingrediente sin
matrices, como ingrediente con matrices u “on top”). En algunos casos solo puede ser
considerado la fitasa o la 25-OHD3 y en otros casos ambos productos. Este hecho, de una u
otra manera, no facilita una interpretacion adecuada de los resultados de las

investigaciones donde se usaron estos productos en la alimentacion de pollos de carne,



siendo necesario establecer con claridad la forma en que se usan estos productos en la
formulacion de las dietas.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la inclusién de una
fitasa y/o 25-OHD3 comerciales, considerando sus respectivas matrices nutricionales, sobre
la respuesta productiva y mineralizacion e integridad de las tibias de pollos de carne de 1 a
21 dias de edad.



1. REVISION DE LITERATURA

21 DESARROLLO DEL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es un material compuesto de 50 a 70 % mineral, 20 a 40% de matriz
organica, 5 a 10% de agua y menos de 3% de lipido. El contenido mineral del hueso es en
esencia como fosfato de calcio en la forma de hidroxiapatita (Cai0[PO4]s[OH]2), y con
pequefias cantidades de carbonato, magnesio y acido de fosfato. La matriz organica esta en
relacion estrecha con el contenido mineral y compuesta de 90-95% por colégeno de tipo |
(Rath et al., 2000; Konig y Liebich, 2005; Clarke, 2008; Welsch, 2008). Las caracteristicas
y las propiedades especificas de un hueso se deben a su composicion, dado que las
sustancias inorganicas le imparten al hueso dureza, resistencia a la compresion y a la
traccion, y en cambio las sustancias organicas le imparten al hueso elasticidad (Konig y
Liebich, 2005; Welsch, 2008; Adebiyi et al., 2009). Por lo que, se considera al tejido 6seo
como un tejido conjuntivo especializado en la funcion esquelética y de sostén (Welsch,
2008).

Como 6rgano, el hueso esta formado por hueso cortical (hueso compacto) y por hueso
esponjoso (hueso trabecular). Ambos tipos de tejidos 6seos estan compuestos por las
mismas células y los mismos elementos de la matriz, pero tienen diferencias estructurales y
funcionales. La principal diferencia estructural es cuantitativa: del 80 al 90% del volumen
del hueso cortical estd calcificado, mientras que sélo del 15% al 25% del volumen del
hueso esponjoso esté calcificado (el resto ocupado por medula 6sea, vasos sanguineos y
tejido conectivo). En la sustancia esponjosa (u hueso trabecular) existe un deposito movil
de calcio y fosforo, que sera liberado hacia la sangre cuando el cuerpo los necesite para

mantener la homeostasis en el organismo (Konig y Liebich, 2005; Vitti y Kebreab, 2010).

Durante el crecimiento de los huesos se produce cambios notorios en su forma, aunque hay



que recordar que incluso en los adultos el hueso se remodela continuamente principalmente
bajo el control directo de las hormonas que estabilizan los niveles de calcio en la sangre,
pero también como respuesta a largo plazo ante los cambios en los patrones de fuerza que
soporta el hueso. Tanto en el crecimiento, como la remodelacién, dependen de la actividad
equilibrada de dos tipos de células, una de las cuales elimina el tejido 6seo (osteoclastos)
mientras que la otra deposita tejido 6seo nuevo (osteoblastos) (Palastanga et al., 2007;
Welsch, 2008). ElI proceso de osteogénesis (u osificacién) es producido por dos
mecanismos diferentes: 1) osificacion intra-membranosa y 2) osificacion endocondral. La
osificacion intra-membranosa se da en los huesos planos del craneo, este mecanismo de
osificacion es directa en el cual el tejido dseo surge inmediatamente a partir de las células
mesenquimaticas. En cambio, en la osificacion endocondral que se da en la mayor parte de
los huesos del cuerpo, el elemento esquelético futuro primero se establece en forma de
cartilago y luego, esta pieza de cartilago se degrada y es reemplazada por los tejidos 6seos
(Eynard et al., 2008; Ross y Pawlina, 2008; Welsch, 2008).

En la osificacion, el hueso que crece en torno a la circunferencia de la diafisis sirve para
aumentar el didmetro; al mismo tiempo, las capas mas profundas van desapareciendo, y
como resultado se mantiene un espesor razonable de hueso cortical y se alarga la cavidad
de la medula 6sea (Palastanga et al., 2007). En la osificacion que se produce entre la
epifisis y la diafisis, resta un area diferenciada para el crecimiento en longitud del hueso, la
metafisis. La metéfisis, que también se denomina cartilago de conjuncion o lamina de
crecimiento, en esta regidon hay un proceso continuo de proliferacion del cartilago, y
simultaneamente hay osificacion del lado diafisario que aseguran el crecimiento en
longitud del hueso; en donde, a medida que pasa el tiempo, la matriz del cartilago de la
zona mas antigua se impregna de sales célcicas y se calcifica. Cuando el cartilago
desaparece y es reemplazado por hueso mineralizado, la epifisis y diafisis se fusionan, y
finalmente el crecimiento del hueso cesa (Palastanga et al., 2007; Eynard et al., 2008;
Cheeke y Dierenfeld, 2010).

En pollos, se ha demostrado que el tiempo para lograr la madurez del tejido 6seo es mayor
que el proceso de crecimiento. En un estudio realizado con pollos en crecimiento, desde el
ler dia hasta los 43 dias de edad, observaron incrementos en la resistencia del hueso y en el

contenido de cenizas de la tibia, llegando a sus méximos valores entre la 3ra y 5ta semana



de edad, posteriormente hubo disminucion en la resistencia del hueso, mas no se observo
cambios en el contenido de cenizas del hueso (Rath et al., 2000). Segun Ward (2004), el
contenido de cenizas de la tibia y del fémur en los pollos, estd practicamente completo
hacia los 21 dias de edad. La longitud y la anchura de estos dos huesos a los 21 dias de
edad representan el 60 % de sus valores respectivos a los 42 dias de edad. Es por ello que
durante las primeras semanas de vida del ave existe intensa presion para que se
proporcione cantidades suficientes de nutrientes como calcio, fosforo y vitamina D3, a fin

de asegurar un desarrollo esquelético dptimo.

22 FITASA

La fitasa (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolasa) es una enzima que puede hidrolizar el
acido fitico, para obtener derivados de mio-inositol menos fosforilados y fosfatos
inorganicos (Khalid et al., 2013). Las fitasas estdn presentes en las plantas, en las
secreciones digestivas (origen animal) y pueden ser producidas por microorganismos
(fitasas exdgenas) (Selle y Ravindran, 2006; Khalid et al., 2013). Las fitasas en las plantas
son termoldbiles, tienen actividad a niveles de pH 5.0 (aproximadamente) y son muy
sensibles a los cambios de pH. Por esta razon, las fitasas de origen vegetal son poco
eficientes para aumentar la disponibilidad del fésforo-fitico y ser consideradas en las
formulaciones de las dietas (Méndez, 1998; Khalid et al., 2013).

En la mucosa intestinal de las aves se han demostrado la presencia de fitasas endégenas,
pero la actividad de estas enzimas son casi nulas. Estudios realizados con vesiculas del
borde de la mucosa han demostrado que el pH 6ptimo para la actividad de la fitasa de la
mucosa intestinal es de alrededor de 6 (Adeola et al., 2005). Las fitasas que son producidas
por los microorganismos (fitasas exogenas), son producidas comercialmente y pueden ser

adicionadas en las dietas para aves y cerdos (Chung et al., 2013).

La Union Internacional de Quimica Aplicada y la Union Internacional de Bioguimica
(IUPAC-1UB) ha clasificado a las fitasas en dos tipos, la 3-fitasa 6 por la Enzyme
Commission (EC) como EC 3.1.3.8 (de origen microbiano) y la 6-fitasa 6 EC 3.1.3.26 (de

origen vegetal). La 3-fitasa es simplemente una enzima que inicia la desfosforilacion del



acido fitico en la posicion 3" del anillo de inositol. En forma similar, la 6-fitasa inicia la
desfoforilacion en la posicion 6 (Khalid et al., 2013). Segin Wodzinski y Ullah (1996), la
3-fitasa no hidroliza completamente el acido fitico, pues no puede degradar el inositol
monofosfato, lo que significa que libera cinco de los seis fosfatos del acido fitico; mientras

que la 6- fitasa si es capaz de hidrolizar completamente el &cido fitico.

Entre los productos comercialmente disponibles se tiene a la 6-fitasa que se puede originar
a partir de la Escherichia coli y Peniophora lycii, etc., y la 3-fitasa que se puede generar a
partir del Aspergillus niger (Adeola et al., 2004; Selle y Ravindran, 2006; Khalid et al.,
2013). Segun Adeola et al. (2004), la fitasa que se origina del E. coli manifiesta actividad
en un intervalo de pH 6ptimo de 2.5 a 3.5; en cambio la 3-fitasa flngica (A. niger) tiene un
rango de actividad amplio, con pH entre 2.5- 5.5. No se han demostrado sinergias en la
utilizacion de las fitasas de origen fangico y las de origen bacteriana sobre el nivel de
fosforo plasmatico (Pattacini et al., 2012). La interpretacion de eficiencia de una enzima
comercial, puede ser influenciado por el nivel de pH dptimo debido a que las fitasas, de
origen fangico o bacteriano, necesitan un medio acido para alcanzar su maxima eficiencia

y asi poder liberar el fosforo proveniente del acido fitico (loli, 2013).

En pollos de carne, debido a que el nivel de pH en el intestino delgado es entre 5.5-6.6,
puede haber un impacto negativo sobre la disponibilidad del fésforo-fitico y sobre la
disponibilidad de los minerales quelados con el &cido fitico. La mayor parte de la fitasa es
activa en los segmentos proximales del tracto gastrointestinal (buche, proventriculo y
molleja) del ave, en donde los niveles de pH son bajos e incrementa la degradacién del
acido fitico (Campbell y Bedford, 1992). Ademas, se ha demostrado que la adicién de
calcio en las dietas aumenta el pH en el buche, lugar principal de degradacién del acido
fitico por las fitasas exdgenas, reduciendo la eficiencia de la fitasa para liberar el fosforo
fitico (Tamim et al., 2004; Selle et al., 2009).

Para la medicion de la actividad de la fitasa no existe una unidad internacional, debido a
esto siempre hay confusion en las comparaciones de eficiencia de las diferentes fuentes de
fitasa. Para definir la unidad de medicion de la actividad de la fitasa, va depender de las
condiciones del ensayo, concentracion del sustrato utilizado (fitato de sodio), temperatura

del ensayo y nivel de pH. Sobre la fitasa proveniente del A. niger, la actividad de esta fitasa



se define como unidad de fitasa (FTU), donde el valor de un FTU es la cantidad de fitasa
que libera 1 pmol de ortofosfato inorganico/minuto a partir de 0.0051 mol/L de fitato de
sodio bajo condiciones de pH 5.5 y a 37° C de temperatura. Otras abreviaturas, como la
FYT, Uy PU se han venido utilizando para referirse sobre la actividad de diferentes fitasas
comerciales, aunque al parecer estas actividades han sido determinadas bajo similares
condiciones in vitro (Selle y Ravindran, 2006; Khalid et al., 2013).

23 CONTENIDO DE FOSFORO EN LAS FUENTES VEGETALES

Las fuentes vegetales que son utilizados en la alimentacion animal, presentan un amplio
rango de variacion en contenido de fésforo. En general, los forrajes de gramineas tienen un
contenido superior a los de las leguminosas, y las semillas (granos de cereales,
leguminosos y oleaginosos) mayor que los forrajes. Los subproductos del procesado de
granos (salvados de trigo, salvado de arroz o harinas de oleaginosas) son especialmente
ricos en fosforo, mientras que los tubérculos, raices, hojas y bulbos son los mas pobres
(Cuadro 1) (Khalid et al., 2013).

En los vegetales, la mayor parte del fosforo se encuentra principalmente en forma de acido
fitico, que representa aproximadamente entre 50 a 80% del fosforo total, el fosforo restante
se encuentra formando parte de los compuestos tales como fosfolipidos, fosfoproteinas,
acidos nucleicos y una pequefia proporcién (8-12%) como fosfatos inorganicos (Godoy y
Chicco, 2005). Sin embargo, el fésforo como parte del acido fitico no es disponible para
los animales monogastricos, debido a que éstos no estan previstos de suficiente actividad
de fosfatasas enddgenas (fitasas), enzimas que son capaces de liberar el grupo fosfato de la
estructura del acido fitico (Adeola et al., 2005).



Cuadro 1: Promedio (y rango) del fésforo total y fosforo fitico, y proporcion del
fosforo fitico en ingredientes utilizados para la alimentacion de pollos de carne

Numero de ] ; y
) Fosforo Fosforo | Proporcion
) conjuntos de . )
Ingredientes total fitico de fosforo

datos / .
(9/Kg) (9/KQ) fitico (%)
muestras

Cereales

Cebada 4/41 3.21+0.48 | 1.96+0.17 | 61.0 (59-68)
Maiz 7145 2.62+ 0.30 | 1.88+0.25 | 71.6 (66-85)
Sorgo 5/41 3.01+0.5 |2.18+0.40 | 72.6 (65-83)
Trigo 6/97 3.07£0.17 | 2.19£0.55 | 71.6 (55-79)
Harina de semillas oleaginosas

Harina de canola 4/28 9.72£1.5 | 6.45+1.89 | 66.4 (36-76)

Harina de semilla de
3/21 10.02+2.1 | 7.72+2.1 | 77.1 (70-80)

algodon

Harina de soya 6/89 6.49+0.62 | 3.88+0.5 | 59.9 (53-68)
Sub- productos

Salvado de arroz 6/37 17.82+6.7 |14.17+8.15| 79.5 (42-90)
Salvado de trigo 6/25 10.96+3.02 | 8.36+1.3 | 76.3 (50-87)

Fuente: Khalid et al. (2013)

2.3.1 ACIDOFITICO

En la literatura se usan tres nombres para los sustratos de la enzima fitasa: fitato (acido
fitico); 0 fitina. El acido fitico, también denominado mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexaquis
fosfato deshidrogenado (IP6), es un fosfato orgéanico de estructura alcohdlica ciclica
formado por la esterificacion del alcohol inositol ciclico con un maximo de seis grupos de
acido fosférico, en donde el contenido de fésforo alcanza el 28%, lo que representa un
suministro apreciable de fosforo para el animal (Adeola et al., 2005; Pérez, 2013). El fitato,
es el término més usado, refiriendose como a la sal mixta del acido fitico, presenta la forma

mono- a dodeca-anionica. El término fitina se ha empleado para designar como mezcla de



sales de calcio, potasio y magnesio del acido fitico, esta mezcla de sales se encuentra en las
semillas. El &cido fitico puede formar complejos con minerales y/o proteinas, muchos de
estos complejos son insolubles y biologicamente no disponibles en condiciones fisioldgicas
normales para los monogastricos, debido a que son mas dificilmente atacados por las
enzimas digestivas (Adeola et al., 2005; Khalid et al., 2013).

La afinidad del &cido fitico hacia los minerales en forma de cationes depende del nivel de
pH que se encuentre, y esta relacionado con su constante de disociacion (pKa) (Santos,
2012). El acido fitico tiene una estructura simétrica hexa-ortofosfato y es un &cido
moderadamente fuerte con doce protones ionizables; seis de los doce protones (uno de
cada fosfato) tienen valores pKa de 1.1-2.1 (fuertemente &cidos), otros tres son débilmente
acidos con valores pKa de 5.7-7.6 y para los tres valores restantes pKa de 10.0- 12.0. Esto
significa que la carga ionica neta del acido fitico varia de acuerdo al nivel de pH, teniendo
una cantidad aproximada de -3 a pH 1.5 y -8 a pH 7.6. Por tanto, a pH neutro el ion fitico
puede quelar fuertemente varios minerales entre dos grupos fosfato o débilmente dentro de
un grupo fosfato, la solubilidad del complejo mineral-fitico disminuye drasticamente a
niveles proximos de pH neutro (entre 4 a 7). Por lo contrario, a niveles bajos de pH (< 3.5)

la solubilidad del complejo mineral-fitico aumenta (Adeola et al., 2005; Selle et al., 2009).

Debido a que el &cido fitico tiene carga negativa, ya sea en condiciones de pH é&cido,
neutro o basico, se puede unir a moléculas cargadas positivamente (cationes) que se
encuentran en las dietas y en el tracto-gastrointestinal, por lo que puede provocar la
reduccion en la digestibilidad de nutrientes e incrementar la secrecién enddgena de
nutrientes (Woyengo y Nyachoti, 2013).

En esencia, a lo largo del rango de pH que se encuentra en el tracto digestivo o el nivel de
pH del alimento, el &cido fitico puede unirse o quelar varios iones polivalentes (incluyendo
calcio, zinc, hierro, magnesio, manganeso, cobalto y cobre, resultando en complejos
mineral-fitico) (Tamim et al., 2004; Adeola et al., 2005). Segin Tamim et al. (2004), la
fuerza en que los diferentes tipos de minerales cargados positivamente inhiben o afectan la
actividad de la fitasa a niveles de pH neutro, sigue el siguiente orden: Zn?* >> Fe?*> Mn?*
>Fe*3 >Ca%" > Mg?*. Sin embargo, debido al alto contenido de calcio en las formulaciones

de las dietas, con respecto a otros minerales, hay mayor tendencia en el tracto digestivo de



las aves a la formacion del complejo calcio-fitico (Selle et al., 2009).

24  VITAMINAD

El término vitamina D, incluye a las dos principales fuentes naturales de la vitamina que
son el colecalciferol (vitamina Dz3) y ergocalciferol (vitamina D). El primero es de origen
animal y se obtiene a partir del 7-dehidrocolesterol y el segundo es de origen vegetal y su
precursor es el ergosterol. Ambas formas de vitaminas, D2 y D3, no son equivalentes y su
valor antirraquitico es relativo dependiendo de la especie. Asi, ambos tienen la misma
actividad antirraquitica para los mamiferos de granja, pero la vitamina D> es menos
satisfactoria para las aves, razon por la cual no debe ser usada en dietas para avicultura
(McDowell, 2000; Bowman y Russell, 2003).

La funcién general de la vitamina D es elevar los niveles de calcio y fosforo en el plasma
para una normal mineralizacion del hueso asi como otras funciones del cuerpo (McDowell,
2000). Los efectos gendmicos de la vitamina D es mediada a través de la interaccién con
los receptores celulares nucleares o citoplasmaticos y el complejo formado regula la
transcripcion genética con la sintesis de proteinas tipicas, jugando un rol en la regulacion
de la diferenciacion celular (respuestas genémicas) y en muchos tejidos como en el sistema
inmunoldgico, hueso y piel. Los efectos gendmicos pueden durar horas y envuelve genes
para la sintesis de osteocalcina, osteoclastos y asi como la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular. En cambio, los efectos no genémicos de la vitamina D se vincula con
procesos asociados a la membrana celular, duran s6lo minutos y envuelven canales de

calcio idnico y receptores de membrana (Oviedo, 2009).

2.4.1 SINTESIS Y METABOLISMO DE LA VITAMINA D

Se ha demostrado la presencia de la 7-dehidrocolesterol en la epidermis de la piel y
secreciones sebaceas que en condiciones de exposicion a la irradiacion ultravioleta, ya sea
proveniente del sol o de una fuente artificial, se convierte en vitamina D (Cunningham y

Klein, 2009). La maxima formacion de vitamina D se da cuando la longitud de onda se
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encuentra entre 290 y 315 nm, de modo que el intervalo para la formacién de la vitamina
es muy pequefio y la irradiacion que reciben los animales enclaustrados, si es que lo
reciben, resulta insuficiente (McDonald et al., 1999). La vitamina D presente en los
alimentos se absorbe en el intestino delgado junto con el resto de los lipidos mediante la
formacion de micelas (Shimada, 2009), la cual es dependiente de la presencia de sales
biliares. La eficiencia del proceso de absorcion de la vitamina D es relativamente baja;
aproximadamente el 50% del colecalciferol de la dieta se absorbe en el intestino delgado,
luego es transportada por la sangre hasta el higado (McDonald et al., 1999; Combs, Jr.,
2008).

La vitamina D es una molécula inactiva y para activarse requiere de doble hidroxilacion
sucesiva en el higado y el rifién (Cunningham y Klein, 2009). La mayor parte de la
vitamina D que ha sido transportada hacia el higado es hidroxilada por la enzima 25-
hidroxilasa a nivel del carbono-25 para obtener la 25-OHD3 y este metabolito de la
vitamina D es el mas abundante en la sangre (Combs, Jr., 2008). En pollos, la enzima 25-
hidroxilasa esta presente en los tejidos hepaticos y extra hepaticos incluyendo el intestino y
el rifidn, pero en los mamiferos el higado es el lugar principal (McDowell, 2000). Luego, la
25-OHDs es transportada hacia el rifidn donde es hidroxilada a nivel del carbono-1 para
producir la sustancia biol6gicamente activa, la 1,25-(OH)2Ds, esta hidroxilacion es

catalizada por la enzima 1-hidroxilasa (Combs, Jr., 2008).

El punto de control mas importante en la sintesis de la 1,25-(OH).D3 es mediante el efecto
de la paratohormona (PTH) sobre la 1-hidroxilasa renal (Combs, Jr., 2008). Otros puntos
de controles se realizan mediante los bajos niveles de fosforo en la sangre, que reducen la
inhibicion en la hidroxilacion del carbono-1 del 25-OHDs, lo que conduce a una mayor
produccion de 1,25-(OH)2Ds. Asi, en comun con otros sistemas hormonales, la molécula
1,25-(OH)2Ds se controla a si misma disminuyendo la actividad de la enzima 1-hidroxilasa
y promoviendo la hidroxilacion del C-24 en el rifidn lo cual da lugar a la formacion de
24,25-(0OH)2D3, que es una molécula inactiva (Cunningham y Klein, 2009).
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2.4.2 RELACION DE LA 1,25-(OH)2D3 CON LA HOMEOSTASIS DEL CALCIO
Y FOSFORO

Dos hormonas, la calcitonina y la paratohormona (PTH), funcionan estrechamente con la
1,25-(OH)2D3 para controlar los niveles de calcio y fosforo en la sangre. Al contrario de las
otras dos hormonas, la calcitonina es hipocalcemiante y se secreta en respuesta a altos
niveles de calcio plasmatico, funcionando como inhibidor en la resorcion del hueso y por
tanto disminuyendo la concentracion de calcio en el plasma. EI mayor efecto de la 1,25-
(OH)2D3s es aumentar las concentraciones plasmaticas de calcio y fosfato mediante la
estimulacion de mecanismos de transporte en el intestino, hueso y rifion (McDowell, 2000;
Shimada, 2009).

a. [Efecto sobre el intestino

La paratohormona regula indirectamente la absorcion intestinal del calcio mediante la
estimulacion en la produccion de 1,25-(OH).Ds bajo condiciones de hipocalcemia. En el
intestino, la 1,25-(OH).Ds estimula la absorcion de calcio y de fosfato mediante el
incremento en la produccién de proteinas transportadoras de calcio y fosforo en las células
epiteliales; la absorcion del fosfato en el intestino es independiente al del calcio
(McDowell, 2000; Cunningham y Klein, 2009).

b. Efecto sobre el hueso

Actuando sobre las células 6seas, la 1,25-(OH)2Ds es uno de los factores que controlan el
balance entre la mineralizacion y desmineralizacion (McDowell, 2000). La 1,25-(OH).D3
aumenta la actividad osteoblastica (mediante los receptores de los osteoblastos), regula la
sintesis de una variedad de proteinas como el colageno y la fosfatasa alcalina para la
actividad de resorcion ésea, y estimula la diferenciacion de los precursores osteoclasticos
(Church et al., 2007; Gal et al., 2007); esta ultima funcién es sinérgica con la PTH. El
efecto hipercalcemiante de la vitamina D es tal que un exceso de la misma puede causar

raquitismo u osteomalacia por remocion excesiva del calcio 6seo (Shimada, 2009).
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c. Efecto sobre el rifidn

En el rifidn, el 99% del calcio filtrado es reabsorbido en ausencia de la 1,25-(OH).Ds vy la
paratohormona, y el restante 1% esta bajo el control de estos dos agentes hormonales
(McDowell, 2000). La 1,25-(OH)2Ds estimula la reabsorcion tanto del calcio como del
fésforo en los tdbulos renales distales; simultaneamente la paratohormona induce fosfaturia
al reducir la reabsorcion de fosforo en los tubulos renales para mantener una relacion
adecuada de calcio y fdésforo en la sangre (Adeola et al., 2005). Se ha demostrado que la
deficiencia de vitamina D disminuye la concentracion de receptores y la actividad de la

paratohormona en los rifiones (Proszkowiec y Angel, 2013).

25 REQUERIMIENTO DE CALCIO Y FOSFORO EN POLLOS DE CARNE

Un adecuado aporte nutricional de calcio y fosforo no depende solo de la cantidad presente
en la dieta o cantidad en los suplementos, sino también de las formas quimicas de los
suplementos y de la vitamina D3 que son aportadas en las dietas para pollos de carne 0
otros animales. Los niveles de calcio y fésforo que son necesarios para obtener una
maxima tasa de crecimiento en los animales, no son necesariamente adecuados para

obtener una adecuada mineralizacion 6sea (McDowell, 2003).

El requerimiento de fosforo en los pollos, es inferior al del calcio (Adeola et al., 2005) y se
asume que la relacion de 2:1 de calcio: fosforo disponible es ideal para el crecimiento y la
formacion de los huesos, ya que estas relaciones es aproximadamente similar a la
proporcién de los dos minerales presentes en los huesos (McDowell, 2003). Relaciones
altas de calcio: fosforo total 6 exceso de calcio con relacion al fosforo en la dieta reduce e
interfiere con la disponibilidad de otros minerales, incluido fésforo, magnesio, manganeso
y zinc, y resulta en menores crecimientos en los animales y peores indices de
mineralizacion 6sea (NRC, 1994; Rebollar y Mateos, 1999). De la misma manera, un
exceso de fosforo en la dieta puede interferir en la absorcion y el metabolismo del calcio,
también puede disminuir la disponibilidad de otros minerales y provocar anormalidades en
los huesos por un exceso de reabsorcion 6sea profunda dentro del hueso resultando en

osteosdistrofia; esta condicion se caracteriza desde el punto de vista histologico reemplazo
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del tejido déseo por tejido conectivo fibroso (Church et al., 2007; Shimada, 2009).

En los pollos de carne, el peso corporal puede duplicarse en cuestion de dias; por tanto, la
intensidad del metabolismo de los minerales del esqueleto es muy alta y una deficiencia de
calcio podria producir alteraciones en los huesos después de pocos dias (Church et al.,
2007). En pollos en crecimiento la deficiencia en calcio produce una menor mineralizacion
de la matriz que genera una zona de crecimiento débil y ensanchado (Underwood y Suttle,
2003). En pollos adultos cuando el consumo de calcio es deficiente se produce
osteomalacia debido a que los animales agotan sus reservas del calcio en el hueso
(McDowell, 2003). En dietas con bajo niveles de calcio (0.75% Ca) se reducen la densidad
Osea, peso y grosor de la capa esponjosa de la tibia en pollos Cobb, pero no en pollos
Avian Farms, demostrandose que algunas lineas genéticas de aves son mas sensibles a la

reduccion de calcio en la dieta (Soares da Silva et al., 2003).

Driver et al. (2005b) concluyeron que el actual nivel de calcio (1.09%) recomendado por la
NRC (1994) para pollos de inicio de la linea Cobb es adecuada para una méaxima
mineralizacion del hueso. Pero para pollo en crecimiento, el requerimiento de calcio a
0.9% es excesivo para obtener un 6ptimo crecimiento, eficiencia alimenticia y cenizas del
hueso. Segin McDowell (2003), cuando el nivel de fosforo en la dieta para pollos de carne
es adecuado, dependiendo de la edad y estado de produccion, el maximo nivel de

tolerancia de calcio es 1.2%, para la mayoria de los pollos.

La principal caracteristica por la deficiencia de fosforo en la alimentacion de todas las
especies animales es la pérdida de apetito. Otras repuestas causadas por los bajos niveles
de fdsforo en las aves son baja ganancia de peso, deformidad y fragilidad de los huesos
(Suttle, 2010). En un estudio realizado por Leske y Coon (2002), observaron que en pollos
de carne (0-6 semanas de edad) alimentados con dietas conteniendo bajos niveles de
fosforo disponible (por debajo de 0.45 %) disminuian la ganancia de peso, cantidad de
cenizas del hueso, resistencia a la rotura de los huesos, la eficiencia alimenticia e
incrementaba la mortalidad. Naupay (2001) observé que en pollos de carne (en la etapa de
inicio) alimentados con dietas conteniendo 0.35% de fdsforo disponible y con una
disponibilidad de 100% disminuia la ganancia de peso, consumo de alimento y porcentaje

de cenizas en la tibia.
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Las recomendaciones del NRC (1994) para pollos de carne en las edades de 1 a 21dias, 22
a 42 diasy 43 a 56 dias son de 1, 0.9 y 0.8 % de calcio y 0.45, 0.35 y 0.30 % de fdsforo
no-fitico, respectivamente. Sin embargo, segun Bar et al. (2003b) para obtener un optimo
crecimiento y optima cantidad de ceniza del hueso en pollos de carne se necesita

ligeramente mayor cantidad de fosforo en las dietas: 0.48-0.52 % fosforo no fitico.

Los requerimientos de calcio y de fdésforo para pollos de carne recomendados por el
Manual de Cobb 500 (2012) se presentan en el Anexo IlI.

26 CRITERIOS O METODOS PARA EVALUAR LA DISPONIBILIDAD DE
CALCIO Y FOSFORO

Existen varios criterios para evaluar el estatus alimenticio del calcio y/6 fosforo en
humanos y animales, los cuales son: ganancia de peso, consumo de alimento, y eficiencia
alimenticia; y niveles séricos de calcio, fosforo; y criterios de dimension, composicion y

mecanicos a partir de los huesos (McDowell, 2003).

2.6.1 CANTIDAD DE CENIZAS, CALCIO Y FOSFORO DE LOS HUESOS

La estimacion de disponibilidad del fosforo y calcio se realiza evaluando al hueso, debido
a que cerca del 80% del fésforo y 99% del calcio es localizado en el esqueleto y su
contenido de estos minerales son casi constantes (Shastak, 2012). Existen varios métodos
invasivos (cenizas del hueso, resistencia a la compresion, peso y volumen del hueso) y no-
invasivos para determinar la mineralizacién de los huesos en las aves (Adebiyi et al.,
2009). Segun Rodehutscord (2011), los huesos se analizan en cuanto a su contenido de
cenizas, foésforo y calcio, y también son utilizados criterios indirectos tales como

resistencia a la rotura, densidad, etc.

Gillis et al. (1954) fueron los primeros en cuantificar la disponibilidad del fosforo en las

aves, utilizando como criterio de respuesta al porcentaje de ceniza en la tibia. Observaron
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que la relacién del porcentaje de ceniza de la tibia y el fosforo ingerido en la dieta, fue
lineal cuando se aplicaron los niveles de fosforo por debajo de los requerimientos. La
ceniza del hueso es el parametro mas usado para cuantificar la mineralizacion 6sea (Garcia
y Dale, 2006). Field et al. (1974) encontraron que el porcentaje de calcio en la ceniza del
hueso varia poco entre las especies o ente la ubicacion anatomica de los huesos, también es
valido para el fésforo debido a su relacion como componente de la hidroxiapatita (Ca: P=
2:1). Ademas la concentracion de ceniza en el hueso puede ser disminuido por las dietas
con bajos niveles de calcio y fosforo (Field, 1999). La mineralizacion ésea de la tibia y
fémur se ha usado como criterio de respuesta en la evaluacion del nivel de fosforo y calcio
en la dieta o el requerimiento de estos minerales en los pollos de carne (Coto et al., 2008;
Hemme et al., 2005; Angel et al., 2006).

Se ha considerado por muchos afios que la tibia, es el hueso con mayor velocidad de
crecimiento y por ello es el més sensible ante las deficiencias de calcio y fosforo en las
aves (Yan et al., 2005). Sin embargo, se demostro que el fémur y la tibia exhiben diferentes
patrones de desarrollo durante el periodo de crecimiento, observandose en los pollos de
carne que las mediciones sobre el fémur son mas sensibles que la tibia (Angel et al., 2006;
Applegate y Lilburn, 2002). La obtencion de cenizas a partir de la tibia o fémur es una
técnica bastante laboriosa, debido a las desventajas de diseccion y limpieza de los huesos y
el largo periodo para la extraccion y limpieza de los huesos. Por tal motivo, se propuso el
uso del dedo (6 falange) de la pata del ave, en lugar de la tibia, para obtener las cenizas
como criterio de calcificacion y asi evaluar la vitamina D de la dieta. Ademas, el uso de los
dedos de la pata hace posible que las pruebas sean realizadas sin la necesidad de sacrificar
al ave y, asi eliminar el laborioso trabajo y tiempo para la extraccion y limpieza del hueso
(Campbell et al., 1945; Shastak, 2012). Yan et al. (2005), observaron que existe alto grado
de relacion entre la ceniza de la tibia, ceniza del tarso y ceniza del dedo de la pata de las

aves.

2.6.2 RESISTENCIA OSEA A LA COMPRESION

La resistencia 6sea es la dureza o la capacidad para soportar la compresion (0 tension); por

tanto, esté relacionado con la carga o la tension que al aplicarse sobre el hueso, este se
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rompe. La resistencia del hueso a la compresidn es un buen indicador del estatus para el
fosforo y calcio que esta presente en la dieta (McDowell, 2003). En otro estudio se observo
que hay un alto coeficiente de correlacion (de 0.98) entre la ceniza de la tibia y la

resistencia del hueso a la compresion (Shastak, 2012).

Sin embargo, en otros estudios se han reportado poca sensibilidad de la resistencia dsea
como criterio para la evaluacion del fésforo en dietas para pollos en crecimiento, debido a
que los valores de la resistencia 0sea pueden ser afectados por el tipo de instrumento
usado, procedimiento para evaluar los huesos, asi como las propiedades fisicas y
mecénicas de los huesos (Ravindran et al., 1995; Kornegay y Yi, 1999; Orban et al., 1993).
En general, la resistencia 0sea esté relacionada con sus propiedades fisica (forma, tamafio,
masa), arquitectonico (orientacion de la fibra del colageno) y materiales (moléculas de la
matriz) de los huesos (Rath et al., 2000).

2.6.3 DENSIDAD DEL HUESO

La densidad del hueso es uno de los indicadores mas importantes para medir la integridad
y calidad del hueso (Almeida Paz, 2008). Segun Rath et al. (2000), la densidad Osea es la
masa del material por volumen de hueso, en donde esta incluido la masa orgéanica y
mineral. Debido a que la matriz inorganica es la mayor componente de la matriz celular; la
densidad mineral del hueso se considera como un reflejo sobre el estado de salud del
hueso, por lo que la baja densidad del hueso es considerado con un factor de riesgo ante
una fractura. La densidad dsea es considerada como el reflejo del contenido mineral del
hueso, sin embargo, estudios recientes han demostrado que la densidad puede estar
condicionada por la quimica de la matriz organica de los huesos; debido a las
modificaciones de las moléculas de la matriz, como enlaces intermoleculares cruzadas de
colageno, interacciones de los proteoglicanos y otras proteinas no colagenos, y cambios
glico-oxidativas en el colageno y proteoglicanos que pueden alterar la mineralizacion y las
propiedades bioguimicas. En estudios sobre humanos, la perdida de enlaces cruzados de

colageno en los huesos ha sido relacionada con la osteoporosis (Eyre, 1996).

Para determinar la densidad dsea, existen varias técnicas que son precisas, seguras y de
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ensayos rapidos que pueden ser capaces de reemplazar la cenizas de los huesos en la
evaluacion mineral (Shastak, 2012). Meyer et al. (1968), adaptaron la técnica de Cameron-
Sorenson para la medicion del contenido mineral del hueso (BMC) en humanos y hasta en
aves, que consiste en la medicién de la transmision de un haz de fotones mono-energéticos
a través de la tibia derecha con un detector de centelleo para determinar el BMC; la fuente
radioactiva fue %yodo, y el contenido mineral fue expresado en unidad de masa 6sea. La
correlacion entre la unidad de masa Gsea y peso de la ceniza por centimetro de hueso fue
0.955. Akpe et al. (1987) evaluaron la precision de la densitometria dsea (absorciometria
fotonica simple) y la ceniza del hueso como criterio de respuesta en la medicion de la
biodisponibilidad de fosforo a partir de varios suplementos para pavos, reportandose que el
coeficiente de correlacion para porcentaje de cenizas del hueso y la densidad dsea fue de
0.986.

Entre otras técnicas, la Absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) es utilizada
para medir el estatus de mineral 6seo en pollos de carne (Onyango et al., 2003). Sin
embargo, el método DEXA solo permite determinar la densidad mineral 6sea (g/cm?) en un
area del hueso. En cambio, una tomografia computarizada cuantitativa (QCT) es una
técnica médica que mide la densidad 6sea volumétrica (g/cm?®), asi valores de la densidad
trabecular y cortical (g/cm?®) pueden ser medidos (Shastak, 2012). Segln Rath et al. (2000),
el principio de Arquimedes es usado convenientemente para medir la densidad de piezas de
huesos pequefios, luego de la recoleccion post-mortem. Muhammad et al. (2013)
compararon el uso de dos técnicas para estimar la densidad de la masa 0sea; la técnica de
deteccion de bordes del histograma por rayos X y la técnica del principio de Arquimedes.
En donde concluyeron que entre los grupos tratados por las dos técnicas tuvieron buena

correlacion sobre la estimacion de la densidad de la masa ésea.

2.6.4 SANGRE

Los niveles de calcio y fosforo séricos son resultados de la regulacion homeostatica de
calcio y fosforo (Zhou et al., 2008). Segun Hurwitz (1964), quien al suplementar con dos
fuentes diferentes de fosforo mineral en dietas basales con contenido de bajo nivel de

fosforo observo una respuesta lineal con el aumento de fosforo suplementario sobre la
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cantidad de fdésforo en la tibia y asi como en el fosforo inorgdnico en la sangre. Sin
embargo, Rodehutscord (2011) sefialé que el nivel de fosforo en el suero/plasma no es
adecuado para la determinacion de la biodisponibilidad de fosforo en las aves. La
concentracion de fosfato inorganico en sangre es muy variable, por lo que el fosforo
inorganico sérico no es un indicador adecuado de los depoésitos corporales porque las
concentraciones pueden aparecer normales cuando algunos depoésitos corporales estan
vacios; la hipofosfatemia también puede producirse como resultado de la redistribucion
histica del fosforo inorganico de los depdsitos extracelulares a los intracelulares, que
ocurre en diferentes situaciones, como en el ejercicio intenso (Bowman y Russell, 2003;
Rodehutscord, 2011).

Por otro lado, segun Bowman y Rusell (2003) indican que las concentraciones séricas de
calcio no reflejan el estado nutricional, ya que la regulacion homeostatica del calcio sérico

para asegurar el aporte constante a los tejidos, es compleja y no se comprende enteramente.

2.6.5 RESPUESTA PRODUCTIVA

Desde los afios 1940, la performance del animal junto con la ceniza del hueso son usadas
como criterios de respuesta para evaluar el nivel de fosforo de la dieta (Shastak, 2012).
Varios autores observaron mejora sobre la conversién alimenticia al incrementar la
cantidad de fosforo en la dieta; también reportaron que la tasa de crecimiento y la ceniza
del hueso, fue un buen criterio para determinar el nivel adecuado de fosforo en las dietas.
Ademas, se demostré que la tasa de crecimiento es menos sensible que la ceniza del hueso
como criterio para evaluar el fosforo y calcio de la dieta (Shastak, 2012). Sin embargo, los
principales signos clinicos ante la deficiencia de calcio y fosforo es la reduccién en el

crecimiento y bajo consumo de alimento de las aves de corral (McDowell, 2003).

2.6.6 RETENCION Y DIGESTIBILIDAD PRE-CECAL

Los bioensayos basados en los criterios de crecimiento, hueso o sangre son capaces de

proporcionar valores relativos de la disponibilidad del fésforo ¢ calcio, siendo estos datos
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cualitativos. La determinacion del contenido de digestibilidad de calcio y fésforo en los
ingredientes, se utilizan habitualmente en la formulacion de las dietas como estimaciones
razonables de biodisponibilidad de estos minerales; el concepto de biodisponibilidad se
relaciona con los nutrientes que realmente son utilizados para fines metabdlicos
(Ammerman, 1995). El término de digestibilidad se relaciona indistintamente con la
absorcion, el mineral que es absorbido desde el tracto gastrointestinal; luego se asume que
el mineral es disponible para ser almacenado o para ser usado en diversos procesos

fisioldgicos por el animal (Vitti y Kebreab, 2010).

Se sabe muy poco acerca de la disponibilidad del calcio en los insumos vegetales, tal vez
se deba al hecho en que la mayoria de estos alimentos contienen poco calcio. Ademas, 20-
30% del calcio contenidos en los tejidos vegetales no se encuentran disponibles para los
animales, debido a que estan unidos al oxalato. En consecuencia, para lograr un contenido
adecuado de calcio en las dietas se tiene que suplementar con calcio de origen animal e
inorganico (NRC, 2005; Vitti y Kebreab, 2010). Los estudios que miden la retencion del
fosforo pueden usarse para estimar su disponibilidad; una forma de medir la retencién es
mediante ensayos de balance, donde se cuantifican el consumo y la excrecion del fosforo
durante un cierto periodo de tiempo ¢ por el calculo del valor de retencion con la ayuda de
marcadores indigestible (Shastak, 2012).

Otro concepto es la digestibilidad en el final del ileon (digestibilidad pre-cecal), este es un
método establecido para medir la calidad de la proteina en aves. Su principal ventaja esta
en que los valores obtenidos no estan influenciados por la actividad microbiana post-ileal y
también cualquier contribucion de la orina puede ser excluida. Esto puede suponer ventaja
en estudios sobre disponibilidad del fésforo, ya que la excrecion urinaria es el via principal
de excrecion del fosforo cuando el consumo es por encima de las necesidades, pero
despreciable cuando se consume por debajo de las necesidades (Rodehutscord, 2011;
Shastak, 2012). Ademas, se observo una respuesta lineal sobre la digestibilidad pre-cecal
del fosforo ante los incrementos en la concentracion del fosforo en la dieta (Rodehutscord,
2011)
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2.7 INVESTIGACIONES SOBRE EL USO DE FITASA Y VITAMINA Ds EN
DIETAS PARA POLLOS DE CARNE

La efectividad de las fitasas en la liberacion del fésforo fitico de las dietas a base de
insumos vegetales para pollos de carne y cerdos esta bien investigada y documentada. Sin
embargo, dichos trabajos indicaron variabilidad en las mejoras sobre la disponibilidad del
fésforo que van desde 20 a 45 % (Ravindran, 2010). Esto se debe a que la cantidad de
fosforo fitico liberado por la fitasa depende de varios factores, siendo entre ellos los mas
importantes: 1) nivel de fitasa suplementada en la dieta, 2) cantidad de calcio en la dieta, 3)
suplementacion con otros aditivos, tales como los metabolitos sintéticos de la vitamina D3
(25-OHDs3, 1,25-(OH);D3z 6 1la-OHDs3) (Selle y Ravindran, 2006; Liem et al., 2009;
Ravindran, 2010).

En un estudio se observd, que al suplementar fitasas a niveles de 125, 250 y 500 FYT/Kg
en dietas para pollos de carne se obtuvo incremento en la ganancia de peso en 4.6, 6.4y 8.5
%, respectivamente. Sin embargo, para que el efecto de la fitasa sea maxima sobre el
rendimiento productivo, se debe suplementar en dietas con bajos niveles de fésforo no
fitico (Khalid et al., 2013). Shirley y Edwards (2003), evaluaron la suplementacion de
fitasa en dietas para pollos de carne, basadas en maiz-soya y conteniendo bajos niveles de
fésforo (0.46% de P total y 0.188% de P no fitico), en donde la inclusién de fitasa fue en
varios niveles crecientes (hasta un maximo de 12,000 FTU/Kg). Ellos observaron que la
adicion de niveles crecientes de fitasas estan asociadas con incrementos sustanciales en la
degradacidn de los &cidos fiticos en el tracto digestivo, que variaron desde el 40.3 hasta el
94.8%. Ademas, la degradacion de los acidos fiticos estuvo correlacionada con mejoras
importantes en el rendimiento productivo de las aves, retencion de calcio y contenido de
cenizas de la tibia; estos incrementos fueron numéricamente mas pronunciados para el
nivel mas alto de inclusion de fitasa. Sin embargo, Selle y Ravindran (2006) afirmaron que
en dietas de pollos de carne con altos niveles de fésforo, las adiciones crecientes de niveles

de fitasas en las dietas no necesariamente puede generar mayor rendimiento productivo.

Varias investigaciones realizadas en aves, han demostrado que las fitasas tienen la
capacidad de mejorar la digestibilidad del calcio (Selle et al., 2009; Shirley y Edwards,
2003; Khalid et al., 2013). Segun Ravindrand et al. (2008), observaron que con la
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suplementacion de fitasa, derivada de E. Coli, a niveles de 500 FTU/Kg en dietas de pollos
de carne y basadas en maiz-soya (conteniendo 7.8 g/Kg de Ca), hubo incremento en la
digestibilidad del calcio a nivel del ileon en un 27%. Sin embargo, Plumstead et al. (2008)
demostraron que al incrementar los niveles de calcio, de 0.47% a 1.16%, en dietas de
pollos de carne (con 0.35% de P disponible), obtuvieron una disminucion lineal en la
digestibilidad del fosforo-fitico a nivel del ileon en un 71%. Tamim y Angel (2003)
investigaron in vitro, el efecto del calcio sobre la hidrolisis del acido fitico por la fitasa
microbial. Observaron que al adicionar calcio, hay disminucion en la liberacion del fosforo
a partir del sodio-fitico por las fitasas (de 350 a 175 pg fésforo/unidad de fitasa) a nivel de
pH 6.5. Sin embargo, a nivel de 2.5 pH, fue mayor la magnitud de hidrolisis del &cido
fitico, aunque similarmente la adicion de calcio disminuyd relativamente la liberacion del
fosforo (de 1250 a 625 pg fosforo/unidad de fitasa).

Esta4 demostrado que la suplementacion de derivados sintéticos de la vitamina D3, como la
25-hidroxicolecalciferol  (25-OHD3), la-hidroxicolecalciferol (la-OHD3) y 1,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2Ds) en dietas para pollos de carne aumenta la cantidad
de cenizas del hueso y las retenciones de calcio, fosforo y fésforo-fitico (Edwards, Jr.,
2002; Liem et al., 2009). Existe una correlacion positiva entre la 25-OHDs y la absorcion
del calcio; segun los investigadores de la Universidad de Wisconsin, quienes encontraron
una correlacion bivariada significativa entre los niveles sanguineos de 25-OHD3 y la
absorcion del calcio. En otro estudio, en el que se comparé la absorcion de la 25-OHD3 y
la vitamina D3 en pollos de carne, se observo que en la primera, ésta era méas eficiente
(83%) que en la vitamina D3 (66%), ocurriendo principalmente en la porcion anterior del
yeyuno. También demostraron que la excrecién diaria de metabolitos de la vitamina D, fue
mayor para la vitamina D3 a comparacion de la 25-OHDsg; las diferencias en la absorcién y
retencion neta entre las dos fuentes de vitamina D pueden ayudar también a explicar la
mayor biopotencia de la 25-OHDs (Bar et al., 2003a; Ward, 2004; Chou et al., 2009).

Se ha comprobado mediante varios estudios, que los efectos de los compuestos
hidroxilados de la vitamina Dz sobre la absorcion de calcio y fésforo a nivel intestinal,
pueden aumentar cuando son suplementados junto con la enzima fitasa en dietas con bajos
niveles de fosforo y calcio (Driver et al., 2005a; Selle y Ravindran, 2006; Yan y Waldroup,
2006; Khalid et al., 2013). Coto et al. (2008) estudiaron en pollos de carne de 1 a 18 dias,
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el efecto de la suplementacion de 25-OHD3 v la fitasa en dietas basales de maiz-soya, y
deficientes en fosforo disponible (0.12 %) y calcio (0.80%). Para ello, elaboraron un
disefio factorial de 2x2x4x4, combinando dos niveles de 25-OHD3 (0 6 69 pg/Kg), dos
niveles de fitasa (0 6 1200 FTU/Kg), cuatro niveles de calcio (0.60, 0.80, 1.00 y 1.20 %) y
cuatro niveles de fosforo disponible (0.35, 0.40, 0.45 y 0.50 %). En base a los resultados,
hubo interaccion entre la 25-OHDs y la fitasa solo sobre la mortalidad; mas no hubo
interaccion entre estos dos suplementos sobre el peso vivo, conversion alimenticia, cenizas
y porcentaje sobre la incidencia de discondroplasia tibial. En las dietas que contenian
fitasa, no se observaron efecto sobre el peso vivo, mientras que la adicién de la 25-OHD3

en las dietas tuvo un efecto negativo sobre la conversion alimenticia.

En otra investigacion realizado por Hermes et al. (2013), evaluaron en pollos de carne (1 a
48 dias) el efecto de la 25-OHD3 (69 pg/Kg) v fitasa (1000 FTU /Kg) suplementados en
dietas negativas con bajos niveles de calcio y fosforo disponible. Ademas, se usé una dieta
control con contenidos normales de calcio y fésforo disponible. En base a los resultados,
en las dietas suplementadas con la 25-OHD3 vy fitasa se obtuvo bajo porcentaje de cenizas
de la tibia y se obtuvo similar respuesta productiva en comparacion de pollos alimentados
con dieta control. Sin embargo en las dietas negativas (sin suplementacién de la 25-OHD3
y fitasa) se obtuvo baja respuesta productiva y menor porcentaje de cenizas de la tibia
comparando con pollos que recibieron dietas suplementadas con 25-OHD3 vy fitasa. Por lo
que concluyeron, que la inclusion de la 25-OHDs y fitasa en dietas con bajos niveles de
calcio y fosforo, tiene un efecto positivo sobre la respuesta productiva en los pollos de

carne.

23



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGARY DURACION

El trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion en Nutricion y Alimentacion de Aves, Universidad Nacional Agraria la
Molina (UNALM) Lima-Per(. La duracion fue de 21 dias, comprendidos entre el 12 de
septiembre y el 3 de octubre del 2014.

3.2 INSTALACIONES, EQUIPOS Y MATERIALES

Para el alojamiento de las aves se utilizaron dos criadoras metalicas, las cuales tienen
calefaccion eléctrica controlada por termostatos. Cada criadora cuenta con cinco pisos, y
cada piso estuvo dividido en dos compartimentos, dando un total de diez de ellos por
criadora. En cada compartimento habia dos comederos y un bebedero lineal. Para el pesaje
de los pollos y del alimento se utilizo una balanza digital con capacidad de 15 kg y
aproximacion de 0.5 g. Para la limpieza de los equipos e instalaciones se disponia de
escobas, baldes de agua, desinfectante, etc. Adicionalmente, para los registros de las aves

se utilizo libretas de campo, lapiceros y camara fotogréafica.

3.3  ANIMALES EXPERIMENTALES

Se criaron 200 pollos de carne machos de la linea Cobb-500, los cuales fueron distribuidos
al azar en cuatro grupos de 50 aves cada uno y éstos a su vez fueron subdivididos en cinco
subgrupos (repeticiones) con 10 pollos cada uno. Se mantuvo homogeneidad de

condiciones en el manejo de todas las aves experimentales.
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34 SUPLEMENTOS DIETETICOS EVALUADOS

341 ENZIMAFITASA

La fitasa evaluada en este trabajo de investigacion es un producto comercial. La dosis
utilizada fue de 100 mg del suplemento comercial/Kg de alimento (1000 FTU/Kg) (la ficha

técnica del producto se presenta en el Anexo ).

3.4.2 25-HIDROXICOLECALCIFEROL (25-OHDs)

La vitamina 25-OHDs evaluada en este trabajo de investigacion es un producto comercial.
La dosis utilizada fue de 200 mg del suplemento comercial/Kg de alimento (69 pg de 25-

OHD3/KQg), (la ficha técnica del producto se presenta en el Anexo II).

35 TRATAMIENTOS

Se evaluaron 4 tratamientos, definidos a continuacion:

Tratamiento 1 (T1): Dieta control, formulada segun especificaciones nutricionales
para pollos de carne de la linea Cobb-500.

Tratamiento 2 (T2):  Dieta del T1, reformulada y considerando la matriz de la fitasa
(0.178% Ca 'y 0.15% PD).

Tratamiento 3 (T3): Dieta del T1, reformulada y considerando la matriz de la 25-
OHD3 (0.1% Ca 'y 0.05% PD).

Tratamiento 4 (T4): Dieta del T1, reformulada y considerando ambas matrices de
fitasa y 25-OHD3 (0.278% Ca 'y 0.20 % PD).
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36 FORMULACION Y PREPARACION DE LAS DIETAS
EXPERIMENTALES

Las dietas experimentales fueron ‘“formuladas” utilizando un programa lineal de
formulacién al minimo costo usando el programa comercial DAPP Nutrition. Las
especificaciones nutricionales que se consideraron, son las indicadas en la guia nutricional
para pollos de carne de la linea Cobb-500 (2012). Los aportes nutricionales de los
productos comerciales evaluados: fitasa y 25-OHD3, fueron segun las indicadas en sus

matrices nutricionales correspondientes (Anexos I y II).

Los ingredientes considerados fueron maiz, torta de soya y aceite vegetal. La “forma
fisica” de las dietas fue de harina. La “preparacion” de dichas dietas se llevé a cabo en la
planta de alimentos balanceados de la Facultad de Zootecnia, UNALM. La composicion en
ingredientes y nutricional estimado de las dietas se muestra en el Cuadro 2 y los valores del

andlisis quimico de calcio y fosforo total de los tratamientos se presentan en el Cuadro 3.

3.7 MEDICIONES

Durante el periodo de crianza de los pollos de 21 dias se registro la respuesta productiva.
Al finalizar el periodo experimental, fueron sacrificados al azar 12 pollos de cada
tratamiento para su posterior extraccion de las tibias derecha e izquierda de cada ave, y se
evalu6 un conjunto de variables relacionadas con la integridad esquelética, como la
morfometria y mineralizacién Osea, y otras mediciones complementarias que son

indicativas de alteraciones en los huesos.

Luego del sacrificio de las aves de cada tratamiento, se procedié a muestrear muslos,
piernas y patas. Luego, las muestras fueron colocadas en agua hirviente durante 15 minutos
(Martinez, 2012). Seguidamente, se procedio a retirar manualmente de los huesos cualquier
tipo de tejido restante y asi se obtuvo los correspondientes huesos: tibias derechas e
izquierdas de los pollos. Por ultimo, los huesos muestreados se dejaron secar durante 24

horas a temperatura ambiente en un lugar ventilado (Mutus et al., 2006; Martinez, 2012).
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Cuadro 2: Composicion porcentual en ingredientes y nutricionales de las dietas
experimentales (1-21 dias)

) Tratamientos?!
Ingredientes

T1 T2 T3 T4

Maiz amarillo 59.825 61.276 60.489 61.940

Torta de soya 32.223 31.967 32.106 31.849

Aceite crudo de soya 4.277 3.801 4.059 3.583

Carbonato de calcio 0.810 0.870 0.731 0.791

Fosfato dicalcico 1.578 0.786 1.306 0.515

Sal comun 0.466 0.465 0.465 0.465
Metionina DL 0.258 0.256 0.257 0.255
Lisina HCL 0.144 0.149 0.146 0.151

Treonina L 0.050 0.051 0.051 0.051

Premezcla vitaminico-mineral? 0.120 0.120 0.120 0.120

Cloruro de colina 60 0.100 0.100 0.100 0.100

Antox plus (antioxidante) 0.050 0.050 0.050 0.050

Zinc Bacitracina 10 (antibiotico) 0.050 0.050 0.050 0.050
Mycosorb (secuestrante) 0.050 0.050 0.050 0.050

Vitamina 25-OHD3 - - 0.020 0.020

Enzima fitasa - 0.010 - 0.010
Nutrientes (calculado)

E. Metabolizable (Kcal/Kg) 3072 3072 3072 3072
Proteina total, % 20.5 20.5 20.5 20.5
Lisina digestible, % 1.12 1.12 1.12 1.12
Metionina digestible,% 0.55 0.55 0.55 0.55
Metionina + cistina

digestible % 0.84 0.84 0.84 0.84
Triptofano digestible,% 0.21 0.21 0.21 0.21
Treonina digestible, % 0.73 0.73 0.73 0.73
Calcio, % 0.87 0.87 0.87 0.87
Faésforo disponible, % 0.44 0.44 0.44 0.44
Sodio,% 0.20 0.20 0.20 0.20

Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo 25-OHDs;
T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHDs.

Contenido de la premezcla vitaminico-mineral (por Kg de alimento): Vitamina A, 14400 Ul;
Vitamina D3, 3000 Ul; Vitamina E, 36 Ul; Vitamina K3, 36 mg; Tiamina, 1.8 mg; Riboflavina, 6.6
mg; Piridoxina, 3.6 mg; Cianocobalamina, 0.018 mg; Ac. Pantoténico, 13.2 mg; Ac. Félico, 1.2
mg; Niacina, 36 mg; Biotina, 0.18 mg; Manganeso, 78 mg; Zinc, 54 mg; Hierro, 96 mg; Cobre, 9.6
mg; Yodo, 1.2 mg; Selenio, 0.18 mg.
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Cuadro 3: Analisis quimico del contenido de calcio y fésforo total de las dietas
experimentales (1- 21 dias) (base tal como ofrecido).

Tratamientos?!

Componentes
T1 T2 T3 T4
Calcio, % 0.83 0.61 0.70 0.57
Fésforo total, % 0.66 0.52 0.61 0.46

Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo 25-OHDs;
T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHDs.
Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos de la UNALM.

3.7.1 RESPUESTA PRODUCTIVA

3.7.1.1 PESO VIVO Y GANANCIA DE PESO

El pesado se realizé individualmente para todos los pollos, en los dias 7, 14 y 21 de edad.
Luego se obtuvo el peso semanal en gramos (g) por pollo de cada una de las repeticiones
de los tratamientos.

Para obtener ganancia de peso se registrd el “peso vivo semanal” de los pollos, y mediante
la diferencia de la semana actual (peso final) y la semana anterior (peso inicial) se

determind la ganancia de peso semanal por pollo.

Ganancia de peso = Peso final (g) - Peso inicial (g)
(g/pollo en 21 dias)
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3.7.1.2 CONSUMO DE ALIMENTO Y CONVERSION ALIMENTICIA (CA) EN
21 DIAS

Se registrd el consumo de alimento acumulado en 21 dias por ave (Q)

Consumo de alimento (g/pollo) =  Consumo de alimento en 21 dias (g)

NUmero de pollos por tratamiento

La “conversiéon alimenticia” (CA) de pollos se obtuvo al relacionar el consumo de
alimento (g) en 21 dias y la ganancia de peso (g) en 21 dias por tratamiento y por ave.

C.A = Consumo de alimento acumulado (g)
Ganancia de peso en 21 dias (g)

3.7.1.3 PORCENTAJE DE MORTALIDAD

Se registrd diariamente a individuos que yacen muertos por diversas causas dentro de cada
unidad experimental, vale decir dentro de cada repeticion de 10 pollos de las que constaron

los tratamientos que se evaluaron.

3.7.2 CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE LA TIBIA

Estas caracteristicas fueron determinadas a partir de la tibia derecha en 12 pollos
beneficiados en cada tratamiento.

3.7.2.1 DIAMETRO DE LA DIAFISIS

Se determino los diametros latero-lateral (DLL) y los diametros craneo-caudal (DCC) de la
diafisis en la mitad de la longitud de la tibia (Quarantelli et al., 2007; Martinez, 2012). El
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diametro promedio de la diafisis (DP) se expreso en centimetros (cm) y se calculd
empleando la siguiente formula (Martinez, 2012):

DP= DLL + DCC
2

3.7.2.2 LARGO DEL HUESO

Se determind considerando la longitud mayor de extremo a extremo de la tibia,
manteniendo el eje longitudinal del hueso paralelo al brazo principal del vernier La unidad

de medida que se empleo fue centimeros (cm).

3.7.2.3 VOLUMEN DEL HUESO

El volumen de cada tibia se determind por el principio de Arguimedes, midiendo el
desplazamiento de agua en probetas graduadas al sumergir completamente cada hueso
(Quarantelli et al., 2007; Martinez, 2012). La unidad de medida que se us6 fue mililitros

(ml).

3.7.2.4 PESO DEL HUESO

Las tibias muestreadas fueron pesadas de forma individual. La unidad de medida que se

utilizé fue en gramos (g).
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3.7.3 INDICADORES DE MINERALIZACION DE LA TIBIA

3.7.3.1 DENSIDAD OSEA

Se determind mediante la relacion peso (g) y volumen (ml). De esta forma se ha
considerado como densidad 6sea a la masa de material organico e inorganico en el hueso

por unidad de volumen del mismo (Martinez, 2012). Se utilizé la siguiente formula:

Densidad (g/ml) = _Peso, g
Volumen, ml

3.7.3.2 INDICE MODIFICADO DE SEEDOR

El indice modificado de Seedor se basa en el concepto de que es la fraccién mineral del
hueso la que tiene la mayor densidad especifica. Cuando el indice de Seedor es mayor;

indica que mayor es la densidad del hueso (Martinez, 2012). Se us6 la siguiente formula:

indice modificado de Seedor = Peso, mg
Largo, mm

3.7.3.3 INDICE QUETELET

También llamado “indice de masa corporal”, se determindo utilizando la relacién
peso/largo®. Segun Martinez (2012), cuanto mayor sea el indice de Quetelet, el hueso es
relativamente mas pesado pero mas corto. Mientras cuanto menor sea el indice, el hueso es

relativamente mas liviano pero mas largo. Se utiliz6 la siguiente férmula:

indice de Quetelet = Peso, mg
Largo, mm?
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3.7.3.4 INDICE DE ROBUSTICIDAD

Este indice fue utilizado para describir la mineralizaciéon del hueso (Mutus et al., 2006).
Segun Martinez (2012), cuanto menor es este indice se considera que la estructura del

hueso es mas fuerte. Se utilizo la siguiente formula:

indice de robusticidad = Largo, mm
3/ Peso, g

3.7.3.5 PORCENTAJE DE CENIZAS, CALCIO Y FOSFORO DE LA TIBIA

Luego de la extraccion de los muslos, piernas y patas izquierdas de los pollos beneficiados
a los 21 dias de edad de cada tratamiento, se procedio a colocarlas en agua hirviente
durante 15 minutos, proceso que no afecta el contenido mineral, densidad ésea, pero que
puede extraer alrededor del 80% de la grasa (Orban et al., 1993; Kokabagli, 2001,
Applegate y Lilburn, 2002; Almeida, 2008). Posteriormente se retiro manualmente de los
huesos cualquier tipo de tejido restante para asi obtener las correspondientes tibias

izquierdas.

Los analisis quimicos fueron determinados a partir de las muestras de tibia izquierda. El
analisis de cenizas se realiz6 por calcinacién de las tibias (método 942.05- AOAC, 2005),
y los andlisis de calcio y fosforo se hicieron utilizando el método 927.02-A0AC (2005) y
el método 965.12-A0OAC (2005), respectivamente.

3.7.4 MEDICIONES COMPLEMENTARIAS

3.7.4.1 CAPACIDAD PARA CAMINAR

Antes del sacrificio de las aves, en el dia 21 de edad, se observo la presencia de problemas

locomotores y se midié empleando una version modificada del score de la capacidad para
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caminar propuesto previamente por Kestin et al. (1992), lo cual tiene una escala de 1 a 6,
donde:

Score Descripcion
6 Normal.
Defectos leves.
Anormalidad definida para caminar.

Lesion evidente, por ejemplo: cojera o inestabilidad. En este
caso las aves suelen estar postradas.
Grave dafo y dificultad para caminar.

P NN W b~ Oo

Incapacidad para sostenerse sobre sus patas, para su traslado
requieren de alas, se apoyan sobre los corvejones.

3.8 DISENO ESTADISTICO

En el presente estudio se utilizé el Disefio “Completamente al Azar” con 4 tratamientos y 5
repeticiones por tratamiento. Las mediciones luego de ser obtenidas, fueron evaluadas
mediante un ANOVA usando el programa SAS (1999) y la prueba de comparaciones
multiples de Duncan (1955) entre las medias de los tratamientos a un nivel a=0.05. El

Modelo Aditivo Lineal General que se aplico fue el siguiente:

Yij= 1+ ti + 6jj
Donde:
Yij = Observacion experimental. ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.
M = Media general. eijj = Error experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 PESOVIVOY GANANCIA DE PESO

El peso vivo inicial y peso vivo final (g/ave) y las ganancias de peso (g/ave), obtenidos a
los 21 dias de edad de los pollos, de cada tratamiento se presentan en el Cuadro 4 y en el
Anexo V.

En peso vivo final y en ganancias de peso (g) por ave en 21 dias, no se observaron
diferencias estadisticas (P>0.05) entre los cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4). Estos
resultados indican que las dietas experimentales con fitasa (T2), 25-OHD3 (T3) y ambos
(T4) cubrieron los requerimientos de calcio y fésforo de manera similar a la dieta control
(T1). Se obtuvo un adecuado crecimiento de los pollos de carne de 1-21 dias de edad en

todos los tratamientos.

Estos resultados no son contrarios a los hallazgos de otros estudios realizados en pollos de
carne, donde observaron que los metabolitos de la vitamina D3 ¢ la fitasa incrementan la
utilizacion del fosforo-fitico y el calcio provenientes de dietas a base de maiz-soya,
mediante la obtencion de valores adecuados en la ganancia de peso vivo (Driver et al.,
2005a; Selle y Ravindran, 2006; Santos et al., 2008; Zhou et al., 2008; Liem et al., 2009).
Ademas, Hermes et al. (2013) encontraron que la combinacion de fitasa (1000 FYT/Kg)
mas 25-OHD3 (69 pg/Kg) en una dieta para pollos de carne, mejor6 la ganancia de peso.
Segun Shirley y Edwards (2003), la inclusion de niveles altos de fitasa (de 1,500 y 12,000
U/Kg) en dietas con bajos niveles de calcio y fésforo, provocan mayor incremento (60-

80%) en la ganancia de peso de los pollos.
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Cuadro 4: Comportamiento productivo de pollos de carne (1-21 dias de edad)

TRATAMIENTOS?
MEDICIONES!

T1 T2 T3 T4

Peso vivo inicial
48.382 48.162 49.242 48.522
(g/ave)

Peso vivo final
972.622 978.642 975.002 986.442
(g/ave)

Ganancia de peso
) 924.242 930.48? 925.76% 937.92%
en 21 dias (g/ave)

Consumo de

alimento total 1215.22% | 1206.48% | 1208.62% | 1236.22%
(g/ave)

Conversion

alimenticia 1.328 1.308 1.318 1.328

acumulada (g/g)

| etras distintas en una misma fila son valores diferentes estadisticamente (P< 0,05).
!Los valores para cada tratamiento representan el promedio de las cinco repeticiones
Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo
25-OHD3; T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHD:s.
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Por otro lado, se ha encontrado efectos negativos; Liem et al. (2009) mostraron que el
incremento en la suplementacion de fitasa de 250 a 1,000 U/Kg en dietas que contenian
3ug de 1a-OHD3/Kg (metabolito sintético de la vitamina D3), y bajos niveles de calcio
(0.60 %) y fosforo disponible (0.26 %), provoco una disminucion en la ganancia de peso
de los pollos de carne. Ademas, observaron bajas ganancias de peso en pollos alimentados
con dietas conteniendo altos niveles de 1a-OHD3, calcio y/0 fitasa, y lo relacionaron como

un efecto por hipercalcemia.

4.2  CONSUMO DE ALIMENTO Y CONVERSION ALIMENTICIA

El consumo de alimento total (g/ave) y la conversién alimenticia acumulada, obtenidos a
los 21 dias de edad de los pollos, de cada tratamiento también se presentan en el Cuadro 4

y los datos de consumo de alimento por semana se encuentran en los Anexos V' y VI.

En los resultados sobre el consumo de alimento y la conversion alimenticia, igual que los
datos sobre ganancias de peso, no muestran diferencias estadisticas (P>0.05) entre los
cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4). Lo cual indica que los valores de consumo de
alimento y la conversion alimenticia en los pollos alimentados con fitasa (T2) y 25-OHD3
(T3) y ambos (T4) fueron similares a los obtenidos en los pollos alimentados con la dieta

control (T1) sin suplementacion.

Caso similar se observo en otro estudio realizado por Hermes et al. (2013), en donde los
pollos que fueron alimentados con una dieta conteniendo fitasa (1000 FYT/Kg) mas 25-
OHD3z (69 pg/Kg) no se afectaron los valores de consumo de alimento y conversion
alimenticia, siendo similares a los valores de las aves alimentadas con una dieta control
(sin contenido de fitasa y 25-OHD3). En otros estudios también observaron que la
suplementacion de fitasa ¢ 25-OHDz en dietas para pollos de carne, no afectd
negativamente el consumo de alimento y la conversion alimenticia (Denbow et al., 1995;
Ahmad et al., 2000; Driver et al., 2005b; Roberson et al., 2005; Santos et al., 2008).

Por el contrario, en un estudio realizado por Powell et al. (2011) observaron disminucion
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en el consumo de alimento en los pollos cuando incrementaron los niveles de calcio (de
0.67 a 1.33 %) en dietas que contenian 0.20 % de fdésforo disponible. Coto et al. (2008),
evaluaron la suplementacion de 25-OHDs y fitasa en dietas para pollos de carne de 1 a 18
dias, mediante un disefio factorial de 2x2x4x4; combinando dos niveles de 25-OHD3 (0 6
69 ug/Kg), dos niveles de fitasa (0 6 1200 FTU/Kg), cuatro niveles de calcio (de 0.60 a
1.20 %) y cuatro niveles de fosforo disponible (de 0.35 a 0.50 %). La suplementacion con
25-OHD3 en las dietas tuvo un efecto negativo sobre la conversion alimenticia; sugiriendo
que posiblemente la 25-OHD3 provoco hipercalcemia en los pollos mediante el aumento en
la absorcion de calcio a nivel intestinal. La suplementacion de fitasa en las dietas mejoro
significativamente la conversion alimenticia. No hubo efecto sobre la conversion
alimenticia ante cualquier nivel de fosforo, indicando que los diferentes niveles de fosforo

utilizados en las dietas fueron adecuados.

43  LARGO, PESO DE LA TIBIA, DIAMETRO DE LA DIAFISIS Y VOLUMEN
DE LATIBIA

Los resultados sobrel el largo (mm), peso (g), didmetro de la difisis (mm) y volumen (ml)
de la tibia derecha de cada tratamiento se presenta en el Cuadro 5 y en los Anexos VIl 'y
IX.

Se observa que la suplementacion de 25-OHDs (T3) disminuy6 significativamente
(P<0.05) el largo de la tibia (6.595 cm) en relacién a la combinacion de 25-OHD3; maés
fitasa (T4). No hubo diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos T1, T2 y T4.
En general, viendo los valores de largo de la tibia, aparentemente la suplementacion con
25-OHD3 (T3) no tuvo efecto sobre el largo de las tibias en comparacion con la dieta
control. En la variable, peso de las tibias se observo similar tendencia que en la variabe
largo de las tibias. Es decir, la suplementacién con 25-OHDz (T3) disminuyo
significativamente (P<0.05) el peso de la tibia (2.252 g) en relacion a la dieta control no
suplementada (2.528 g). Sin embargo, el tratamiento T3 fue similar a los tratamientos T2 y
T4.
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Cuadro 5: Efecto de la suplementacion de la fitasa, 25-OHD3 y ambos en dietas para
pollos de carne (1-21 dias) sobre el largo, peso de las tibias, diametro de la diafisis y

volumen de la tibia

TRATAMIENTOS?

MEDICIONES?
T1 T2 T3 T4
Largo (cm) 6.708% 6.766® | 6.595° 6.7842
Peso () 2.528? 2.361% | 2.252° | 2.441%

Diametro de la diafisis,
0.6512 0.6272 0.6352 0.6522

promedio (cm)

Volumen (ml) 2.483? 2.208° 2.508? 2.358?

3| etras distintas en una misma fila son valores diferentes estadisticamente (P< 0,05).
!Los valores para cada tratamiento representan el promedio de las cinco repeticiones
*Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo
25-OHD3; T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHD:s.
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Shim et al. (2011) reportaron que los pollos que presentan una mayor tasa de crecimiento
poseen huesos mas largos, anchos, pesados y fuertes que aquellos pollos que presentan
menor tasa de crecimiento. En otro estudio se disminuyd el nivel de fosforo disponible a
menos de 0.40 % en dietas para pollos de carne (0 a 20 dias), provocando disminucién en
el largo de la tibia y féemur en comparacion de un grupo de pollos alimentados con la dieta
control (Karimi et al., 2011).

La calidad de los huesos consiste tanto en su organizacion arquitectural y de las matrices
organicas y minerales, en donde la matriz inorganica constituye 60-70 % del peso del
hueso (Rath et al., 2000; Robison et al., 2015). Han et al. (2012) observaron que la
suplementacion con 5 y 10 pug 1a-OHDs/Kg en dietas para pollos de carne con bajos
niveles de calcio (0.50 %) y bajos niveles de fosforo disponible (0.13 %), aumentaron
significativamente el largo y peso de la tibia a comparacion de una dieta control negativo
(con 0.50 % Cay 0.13 % PD).

Por otro lado, la suplementacion con la enzima fitasa (T2), vitamina 25-OHD3 (T3) o
ambos (T4) productos comerciales afectaron de manera similar (P>0.05) el diametro de
diafisis de las tibias en relacion a la dieta control no suplementada (T1). Los valores de
didmetro de las diafisis de las tibias estan en el rango de 0.627- 0.652 cm. De manera
similar, se encontré que la suplementacion con la enzima fitasa (T2), vitamina 25-OHD3
(T3) o ambos productos comerciales (T4) tuvieron un efecto similar (P>0.05) en el
parametro volumen de las tibias en comparacion a la dieta control (T1). Los valores

respectivos estan en el rango 2.208- 2.508 ml.

Prisby et al. (2014), realizaron un estudio en pollos de carne de 7 a 42 dias de edad a nivel
histo-morfométrico 6seo, quienes indicaron que los huesos que presentan bajo volumen
0seo pueden estar relacionados con una disminucion en la actividad de los osteoblastos y
un aumento marcado en la actividad de los osteoclastos, dando como resultado una mayor
resorcion 0sea y menor formacion del hueso. Segun Baranova et al. (2008), la variacion en
el contenido de calcio y fosforo dietario no produce cambios en el diametro externo de los

huesos de cerdos pero si se puede observar cambios en el didmetro interno.

Cabe resaltar que en el presente estudio, la medicion del promedio del diametro de las
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tibias en pollos pertenecientes a los cuatro tratamientos fue a partir de la parte externa del
hueso y se considero el promedio entre la cara latero-lateral y crdneo-caudal de la diéfisis

en la mitad de la longitud de la tibia.

44  DENSIDAD, INDICE MODIFICADO DE SEEDOR, INDICE DE
QUETELET E INDICE DE ROBUSTICIDAD DE LA TIBIA

La densidad (g/ml), indice modificado de Seedor (mg/mm), indice de Quetelet (mg/(mm)?)
y el indice de robusticidad (cm/(g)”) de la tibia derecha de cada tratamiento se encuentran
en el Cuadro 6 y en los Anexos IX, XII, X1y XIV.

En los resultados sobre la “densidad de la tibia”, se observa una disminucion estadistica
significativa (P<0.05) en el tratamiento T3 en relacion a los tratamientos T1, T2 y T4; las
densidades en estos (T1, T2 y T4) fueron similares (P>0.05) entre ellos . Rath et al. (2000),
indicaron que la densidad dsea es un indicador de la fortaleza del hueso y refleja el
contenido mineral del hueso, por lo cual a menor densidad ésea aumenta el riesgo de
fracturas. Por tanto, al obtenerse valores similares sobre la densidad de la tibia en los
pollos alimentados con dietas conteniendo fitasa (T2) y fitasa mas 25-OHDz (T4) a
comparacion del grupo de pollos alimentado con la dieta control (T1); los huesos de los
tratamientos T2 y T4 podrian estar relacionados con una mayor fortaleza en comparacién

al tratamiento T3 (dieta conteniendo la vitamina 25-OHD3).

Caso similar observaron con Rutherfurd et al. (2012), quienes al suplementar con fitasa en
dietas para pollos de carne con bajo nivel de fosforo disponible (0.35%) y nivel normal de
calcio; obtuvieron similar “densidad mineral” de la tibia (mg/cm?) en comparacion de los
pollos que recibieron una dieta con niveles normales de calcio y fosforo. Segun Hester et
al. (2004), la densidad mineral de la tibia y del humero en gallinas leghorn, las cuales
fueron alimentadas con dietas conteniendo diferentes niveles de calcio (altos niveles con
5.4% Ca, niveles normales con 3.6% Ca y bajos niveles con 1.8% Ca), concluyeron que la
densidad mineral de los huesos sigue una tendencia lineal negativa cuando se reduce el
nivel de calcio en la dieta. Sin embargo, segun Clarke (2008) la geometria y composicion

del hueso son importantes porque los huesos mas largos son més fuertes en comparacion a
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huesos pequefios inclusive si las densidades minerales dseas son equivalentes.

Los indices de Seedor y Robusticidad sirven para describir la mineralizacion del hueso
(Seedor et al., 1991). Segun Monteagudo et al. (1997), a mayor valor en el indice de
Seedor el hueso es mas denso, y cuando el valor en el indice de Robusticidad es bajo la
estructura del hueso es fuerte (Riensefeld, 1972). Riensenfeld (1981) realizd un estudio en
el cual compard los huesos de ratas jovenes con los huesos de ratas senescentes, concluyo
que el uso del indice de Robusticidad sirve como indicador de la osteoporosis. De acuerdo
a Whithead y Fleming (2000), la osteoporosis es una condicion fisioldégica donde los

huesos son menos densos, mas porosos y mas susceptibles a las fracturas.

El indice de Quetelet, ha sido empleado en pollos de carne por Rutten et al. (2002) y

Martinez (2012) para evaluar el desarrollo y mineralizacion de los huesos.

En este estudio, en los pollos alimentados con las dietas de los tratamientos T2, T3y T4 se
obtuvieron los valores mas bajos en los indices de Seedor y de Quetelet y valores altos en
el indice de Robusticidad con respecto al grupo de pollos pertenecientes al tratamiento T1;
sugiriendo que las dietas que contenian fitasa (T2), 25-OHDs (T3) y ambos (T4) no
incrementaron el grado de mineralizacién y desarrollo del hueso en los pollos. Estos
resultados no coinciden con Kocabagli (2001), quien evalu6 el efecto de la suplementacion
de diferentes niveles de fitasa (300, 500 y 700 U de fitasa/Kg) en dietas para pollos de
carne a base de maiz-soya. Observé que los pollos alimentados con las dietas conteniendo
la enzima fitasa, obtuvieron incremento en el indice de Seedor (P<0.05) y bajo valor en el
indice de robusticidad (P<0.05).

En otro estudio realizado por Garcia et al. (2013), evaluaron el uso de la vitamina D3 y sus
metabolitos en dietas a base de maiz-soya para pollos de carne. El indice de Seedor de la
tibia y otros parametros 6seos (diametro, porcentaje de calcio y fésforo, cenizas, etc.), no
presentaron diferencias estadisticas (P>0.05) entre el grupo alimentado con la dieta
conteniendo vitamina D3 (dieta control) y los otros grupos de pollos alimentados con las
dietas conteniendo 25-OHD3, 1,25-(OH)2D3 6 1a-OHD:s.
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Cuadro 6: Efecto de la suplementacion de la fitasa, 25-OHD3 y ambos en dietas para
pollos de carne (1-21 dias) sobre los indicadores de la mineralizacién dsea de la tibia

TRATAMIENTOS?
MEDICIONES!
T1 T2 T3 T4
Densidad del hueso
1.032 1.072 0.91° 1.052
(g/ml)
indice modificado de
37.6402 34.859° 34.115° 35.925%
Seedor (mg/mm)
Indice de Quetelet
5.610% 5.151P 5.171° 5.2920
(mg/(mm)?)
indice de robusticidad
1 4.934° 5.088° 5.037° 5.0442
(cm/(9)*)
ANALISIS QUIMICO?
Ceniza (%) 44.66° 42.90P 43.42% 42.40°
Calcio (%) 37.16% 36.40P 37.762 36.85%
Fosforo (%) 17.412 17.292 17.292 17.602

2P etras distintas en una misma fila son valores diferentes estadisticamente (P< 0,05).

! Los valores para cada tratamiento representan el promedio de las cinco repeticiones.
>Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo 25-
OHDs; T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHD:s.

3Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos de la UNALM.
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45 PORCENTAJE DE CENIZAS, CALCIO Y FOSFORO DE LA TIBIA

Los porcentajes de ceniza, calcio y fosforo de la tibia izquierda de los pollos de cada

tratamiento también se encuentran en el Cuadro 6 y en el Anexo XI.

Se observo que la suplementacion de la fitasa (T2) y la combinacién de fitasa mas 25-
OHD:3s (T4) disminuyeron significativamente (P<0.05) el valor de cenizas de la tibia en
relacion a la dieta control (T1). Sin embargo, la sumplementacion con 25-OHD3z (T3) tuvo
un efecto similar a la dieta control. Ademas, la dieta T3 tuvo un valor de cenizas similar a
las dietas T2 y T4. Los valores de cenizas se encuentran en el rango 42.40- 44.66 %. Por
otro lado, se encontr6 que la suplementacion con fitasa (T2) redujo significativamente
(P<0.05) el valor del calcio a comparacion de la suplementacion con 25-OHDs (T3) (36.40
% versus 37.76%). Los valores de calcio en la dieta suplementada con fitasa mas 25-OHD3

(T4) y en la dieta control (T1) fueron similares con 36.85 % y 37.16 %, respectivamente.

Los resultados coinciden con los encontrados por Zhou et al. (2008) en pollos de carne (0-
28 dias), quienes obtuvieron bajo porcentaje de calcio de la tibia (P<0.05) al suplementar
con fitasa en las dietas. Sin embargo, observaron que el porcentaje de cenizas de la tibia en
los pollos alimentados con dietas conteniendo fitasa fue similar (P>0.05) al grupo de pollos
alimentados con una dieta control. Ellos concluyeron que el nivel de calcio (0.67% Ca)
contenido en las dietas suplementadas con fitasa fue inferior a la cantidad necesaria para
cubrir el requerimiento de calcio en los pollos. Segun Viveros et al. (2002), la alimentacion
de los pollos de carne con dietas deficientes en calcio y fosforo tienden a presentar

disminucion en el porcentaje de cenizas de la tibia.

En otro estudio realizado por Hermes et al. (2013), observaron que en los pollos
alimentados con dietas suplementadas con fitasa (1000 FYT/Kg) més 25-OHDs (69 ng/Kg)
pero deficientes en calcio (0.72%) y fdsforo disponible (0.30%), obtuvieron bajo
porcentaje de cenizas de la tibia (P<0.05) en comparacion con pollos alimentados con una
dieta control. Adicionalmente, Liem et al. (2009) observaron efectos negativos sobre el
porcentaje de cenizas del hueso al incrementar los niveles de calcio de 0.6% a 1%y de la-
OHD3s de 3 a 7 ug/Kg en una dieta de pollos de carne que contenia fitasa (250 FTU/Kg) y
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bajo nivel de fosforo disponible (0.26 %). Por lo contrario, encontraron aumento en el
porcentaje de cenizas del hueso cuando disminuyeron el nivel de calcio a 0.6% en dietas
que contenian 10-OHD3 (7 pg/Kg) y fitasa (250 FTU/KQ): indicando que el bajo nivel de
calcio en la dieta permite a las aves incrementar la utilizacion de fitasa, y mientras que el

alto nivel de la 1a-OHD3 aumenta la absorcion de calcio a nivel intestinal de los pollos.

Varios investigadores, indican que la fitasa exdgena no reduce el requerimiento de calcio 6
libera una cantidad minima de calcio a partir de las dietas para pollos de carne (Mitchell y
Edwards, 1996; Yan et al., 2006). En un estudio realizado por Ahmad et al. (2000)
observaron que en pollos (0-28 dias) alimentados con una dieta conteniendo fitasa y con
nivel normal de calcio (0.1% Ca) y bajo de fésforo no fitico (0.36 %) obtuvieron similar
(P>0.05) contenido de ceniza, calcio y fosforo del hueso en relacion a pollos alimentados

con una dieta conteniendo niveles normales de calcio y fésforo.

Santos et al. (2008), evaluaron la suplementacién de tres niveles crecientes de fitasa en
diferentes dietas para pollos de carne (0-21 dias) con bajos niveles de calcio y fosforo: 500
U/Kg de fitasa afiadido en dieta con 0.84% de calcio y 0.55% de fosforo total; 700 FTU/Kg
de fitasa afiadido en dieta con 0.76% de calcio y 0.51% de fdsforo total; y 1000 U/Kg de
fitasa afiadido en dieta con 0.70% calcio y 0.44% de fosforo total. Observaron que la
suplementacion de los tres niveles de fitasa en las diferentes dietas provocé en los pollos
aumento en el porcentaje de cenizas, calcio y fésforo de la tibia en comparacion con pollos

alimentados con una dieta control (con 0.95% Cay 0.75% P total).

En el presente estudio, la respuesta productiva y el porcentaje de cenizas 6 calcio de la
tibia de las dietas que contienen fitasa (T2) y la combinacion de fitasa mas 25-OHD3 (T4)
responden de una manera inferior con respecto al tratamiento control (T1). Esto puede ser
debido a que los niveles de calcio y fosforo requeridos en la dieta para maximizar la
respuesta productiva de los pollos de carne no son suficientes para obtener un adecuada
mineralizacion de los huesos (McDowell, 2003). Sin embargo, Bar et al. (2003b) indicaron
que el nivel adecuado de calcio para la mineralizacion de los huesos es mayor que lo
requerido para maximizar la ganancia de peso vivo, pero que son similares los niveles de
fosforo requeridos para la obtencion de una alta ganancia de peso y buena mineralizacién

del hueso.
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En el presente trabajo, en el porcentaje de fosforo de las tibias no se observaron diferencias
estadisticas (P>0.05) entre los cuatros tratamientos (T1, T2, T3 y T4). Estos resultados
coinciden con varios autores, los cuales sugieren gque la suplementacion de la fitasa 6 la 25-
OHDs incrementan la absorcion del fosforo a nivel intestinal y no afectan negativamente el
porcentaje de fosforo de los huesos de pollos de carne (Applegate et al., 2003; Fritts y
Waldroup, 2005; Driver et al., 2005a; Santos et al., 2008).

46  CAPACIDAD PARA CAMINAR

El nimero de pollos con problemas locomotores segun el score aplicado por Kestin et al.
(1992) y Martinez (2012) para cada tratamiento se presenta en el Cuadro 7. En este
estudio, el registro de pollos con problemas locomotores se hizo en cada unidad
experimental. Anotando los pollos que presentaron fisicamente algin tipo de deformidad
en las patas o piernas. Se observé la presencia de pollos con problemas locomotores en
todos los tratamientos; se registré el mayor numero de pollos afectados en el tratamiento
T4, y el menor numero de pollos afectados en el tratamiento T3 con respecto a los demas

tratamientos.

En pollos de carne de rapido crecimiento los huesos corticales son muy porosos, por lo que
pueden presentar facilmente deformaciones en los huesos (Baranova et al, 2008).
Varus/valgus (VVD), dedos torcidos, discondroplasia tibial (TD), condrodistrofia, piernas
torcidas, raquitismo, y necrosis de la cabeza femoral son las patologias esqueléticas mas
comunes que causan problemas en las piernas de las aves. Los problemas de patas y los
trastornos del desarrollo de los huesos largos en los pollos de carne pueden ser debido a
varias causas como: geneéticas, nutricion (toxicidad, deficiencia e imbalances), incubacion,
enfermedades infecciosas y metabodlicas y factores de estrés ambiental (Cook, 2000;
Bradshaw et al., 2002; Oviedo, 2009).

Por tanto, en este estudio probablemente la presentacion de problemas locomotores en los
pollos no sea especificamente por deficiencia nutricional como el calcio y/o el fésforo, sino
que también hay varios factores que pudieron haber influido en la presentacion de este

problema para los cuatro tratamientos.
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Cuadro 7: Efecto de la suplementacion de la fitasa, 25-OHD3 y ambos en dietas para
pollos de carne (1-21 dias) sobre el nimero de pollos con problemas locomotores

TRATAMIENTOS?
SCORE!
T1 T2 T3 T4
1
2 1
3 3 2 1 10
4 2 5 1 2
5 4 1 4 2
TOTAL3 9 8 6 15

Score: (1) Incapacidad para sostenerse sobre sus patas, para su traslado requieren de alas, se
apoyan sobre los corvejones; (2) Grave dafio y dificultad para caminar; (3) Lesion evidente, en
este caso las aves suelen estar postradas; (4) Anormalidad definida para caminar; (5) Defectos
leves.

*Tratamientos: T1: control positivo; T2: dieta conteniendo fitasa; T3: dieta conteniendo 25-OHDs;
T4: dieta conteniendo fitasa mas 25-OHDs.

3Los valores para cada tratamiento representan el nimero de pollos encontrados con problemas
locomotores de las cinco repeticiones.
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V. CONCLUSIONES

La conduccion de la presente investigacion ha permitido arribar a las conclusiones

siguientes:

1. La enzima fitasa (T2), la vitamina 25-OHD3 (T3) y la combinacion de ambas (T4)
cubrieron los requerimientos de calcio y fosforo, lo cual resulté en una respuesta

productiva comparable al tratamiento control (T1).

2. El didmetro de la diéfisis y volumen de tibias aumentaron por efecto de la enzima
fitasa (T2), la vitamina 25-OHD3 (T3) y la combinacién de ambas (T4) de manera
similar al tratamiento control (T1). En cambio, peso, largo y densidad de tibias se
incrementaron por accion de la fitasa (T2) y la combinacién de fitasa mas 25-OHDs
(T4), méas no asi por la 25-OHD3 (T3).

3. Los porcentajes de calcio y fosforo de las tibias aumentaron por accion de la
vitamina 25-OHD3 (T3) y la combinacion de fitasa mas 25-OHD3 (T4) de manera
similar al tratamiento control (T1), y solo la vitamina 25-OHD3 (T3) mejord el

porcentaje de cenizas.

4. En general, la enzima fitasa (T2), la vitamina 25-OHDs (T3) y la combinacion de

ambas (T4) no contribuyeron a una eficaz mineralizacién de la tibia.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Conducir otras investigaciones con disefio en factorial considerando varios niveles de
la enzima fitasa, la vitamina 25-OHD3 y calcio a fin de encontrar una optima respuesta
productiva y una eficiente calidad de hueso en pollos de carne.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo |I: Ficha técnica de la enzima fitasa comercial

Descripcion:
la fitasa comercial hidroliza los fitatos, liberando fosforo, calcio y otros nutrientes como
energia.

Composicion: 6-fitasa, expresada por Aspergillus oryzae. Actividad minima: 10’000
FTU/qg.

Dosis recomendada por tonelada de alimento: pollos: 100 a 200g.

Para el uso de la fitasa comercial en uno de los tratamientos, las dietas fueron reformuladas
con uso de la matriz nutricional del producto, que se presenta a continuacion:

Etapa 1a 21 dias
Matriz para P disponible (%) 1460
Matriz para Ca (%) 1776

Dosis (ppm): 100
Dosis (FTU/Kg): 1000
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Anexo I1: Ficha técnica de la vitamina 25-OHD3 comercial

Descripcion:
La 25-OHDs es un paso adelante en el metabolismo de la vitamina D3. Ello evita el primer
paso critico de la hidroxilacion en el higado y llega al torrente sanguineo de forma rapida.

Dosis recomendada por tonelada de alimento: pollos: 200g.

Para el uso de la vitamina 25-OHD3 comercial en uno de los tratamientos, las dietas fueron
reformuladas con uso de la matriz nutricional del producto, que se presenta a continuacion:

Etapa 1a 21 dias
Matriz para P disponible (%) 250
Matriz para Ca (%) 500
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Anexo I11: Requerimientos nutricionales para pollos de carne Cobb-500 (2012).

. Inicio Crecimiento

Nutrientes - ~
0-10 dias 11-22 dias

E. Metabolizable (Kcal/Kg) 3035 3108
Proteina % 21-22 19-20
Lisina total, % 1.32 1.19
Lisina digestible 1.18 1.05
Metionina total, % 0.50 0.48
Metionina + Cistina total,% 0.98 0.89
Treonina, % 0.86 0.78
Triptéfano, % 0.20 0.19
Sodio,% 0.16- 0.23 0.16- 0.23
Calcio, % 0.90 0.84
Faésforo disponible, % 0.45 0.42
Vitamina A, MIU 13 10
Vitamina D3, MIU 5 5
Vitamina E, KIU 80 50
Vitamina K, g 3 3
Vitamina B12, mg 20 15
Biotina, mg 150 120
Colina, mg 500 400
Acido fdlico, g 2 2

FUENTE: Manual de pollos de carne Cobb 500, 2012
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Anexo 1V: Registro sobre los pesos vivos (g/pollo) y ganancias de peso (g/pollo) por

tratamiento con sus respectivas repeticiones.

PESO (g/pollo) Ganancia de peso (g/pollo)

TRATAMIENTO/

REPETICION | Dfa0 | Dia7 | Dia14 | Dia21 | (0-7d) | (8-14d) | (15-21d) | 1ot

(0-21d)

49.70 | 189.20 | 509.50 | 1020.70 139.50 320.30 511.20 971.00
47.30 | 178.70 | 489.20 | 987.00 131.40 310.50 497.80 939.70
48.30 | 174.40 | 482.20 | 947.90 126.10 307.80 465.70 899.60
48.60 | 179.20 | 485.20 | 958.30 130.60 306.00 473.10 909.70
5 48.00 | 182.70 | 483.80 | 949.20 134.70 301.10 465.40 901.20
Promedio (T1) 48.38 | 180.84 | 489.98 | 972.62 132.46 309.14 482.64 924.24
48.20 | 179.20 | 496.10 | 931.80 131.00 316.90 435.70 883.60
47.20 | 187.10 | 498.20 | 1003.40 139.90 311.10 505.20 956.20
48.70 | 180.80 | 501.80 | 1016.50 132.10 321.00 514.70 967.80
47.90 | 181.90 | 489.30 | 965.50 134.00 307.40 476.20 917.60
5 48.80 | 188.50 | 506.70 | 976.00 139.70 318.20 469.30 927.20
Promedio (T2) 48.16 | 183.50 | 498.42 | 978.64 135.34 314.92 480.22 930.48
49.20 | 173.10 | 490.70 | 985.40 123.90 317.60 494.70 936.20
48.90 | 177.00 | 480.20 | 935.70 128.10 303.20 455.50 886.80
48.60 | 178.50 | 488.10 | 945.80 129.90 309.60 457.70 897.20
51.90 | 191.40 | 517.70 | 1028.60 139.50 327.70 510.90 976.70
5 47.60 | 184.20 | 489.30 | 979.50 136.60 305.10 490.20 931.90
Promedio (T3) 49.24 | 180.84 | 493.20 | 975.00 131.60 312.64 481.80 925.76
49.20 | 193.00 | 499.80 | 982.70 143.80 306.80 482.90 933.50
48.50 | 184.90 | 488.63 | 978.00 136.40 303.73 489.38 929.50
48.50 | 194.40 | 510.60 | 1005.80 145.90 316.20 495.20 957.30
49.40 | 190.00 | 505.70 | 1000.40 140.60 315.70 494.70 951.00
5 47.00 | 182.38 | 483.38 | 965.30 135.38 301.00 481.93 918.30
Promedio (T4) 48.52 | 188.94 | 497.62 | 986.44 140.42 308.69 488.82 937.92

T1

Al (N|[F-

T2

Al IN|F-

T3

Al IN|F-

T4

AWM
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Anexo V: Registro sobre los consumos de alimentos para cada tratamiento con sus
respectivas repeticiones.

CONSUMO (g/pollo) CONSUMO

TRATAMIENTO/ TOTAL
REPETICION (0-7 d) (8-14d) (15-21d) 0-21d

(9/pollo)

1 143.70 414.60 702.20 1260.50

2 129.10 409.10 681.40 1219.60

T1 3 131.70 397.50 663.80 1193.00
4 130.90 394.70 664.90 1190.50

5 131.90 400.40 680.20 1212.50

Promedio (T1) 133.46 403.26 678.50 1215.22
1 129.00 401.90 662.80 1193.70

2 136.20 407.40 679.50 1223.10

T2 3 135.20 408.80 688.30 1232.30
4 131.30 393.40 668.30 1193.00

5 133.40 405.30 651.60 1190.30

Promedio (T2) 133.02 403.36 670.10 1206.48
1 128.00 393.70 656.60 1178.30

2 127.60 399.00 651.30 1177.90

T3 3 125.70 402.40 693.70 1221.80
4 139.00 418.80 695.40 1253.20

5 139.50 394.20 678.20 1211.90

Promedio (T3) 131.96 401.62 675.04 1208.62
1 147.40 398.60 667.10 1213.10

2 136.60 389.98 708.00 1234.58

T4 3 145.20 422.10 692.90 1260.20
4 140.50 420.00 689.20 1249.70

5 135.00 408.38 680.13 1223.50

Promedio (T4) 140.94 407.81 687.47 1236.22

67



Anexo VI: Registro sobre las conversiones alimenticias para cada tratamiento con sus

respectivas repeticiones.

CONVERSION ALIMENTICIA c A
TRATAMIENTO/ ;

REPETICION (0-7d) | (8-14d) (15-21d) ACLE(';’_'Zul'a)ADO

1 1.03 1.29 1.37 1.298

2 0.98 1.32 1.37 1.298

T1 3 1.04 1.29 1.43 1.326

4 1.00 1.29 1.41 1.309

5 0.98 1.33 1.46 1.345

Promedio (T1) 1.01 1.30 1.41 1.315

1 0.98 1.27 1.52 1.351

2 0.97 1.31 1.35 1.279

T2 3 1.02 1.27 1.34 1.273

4 0.98 1.28 1.40 1.300

5 0.95 1.27 1.39 1.284

Promedio (T2) 0.98 1.28 1.40 1.297

1 1.03 1.24 1.33 1.259

2 1.00 1.32 1.43 1.328

T3 3 0.97 1.30 1.52 1.362

4 1.00 1.28 1.36 1.283

5 1.02 1.29 1.38 1.300

Promedio (T3) 1.00 1.29 1.40 1.306

1 1.03 1.30 1.38 1.300

2 1.00 1.28 1.45 1.328

T4 3 1.00 1.33 1.40 1.316

4 1.00 1.33 1.39 1.314

5 1.00 1.36 1.41 1.332

Promedio (T4) 1.00 1.32 1.41 1.318
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Anexo VII: Registro sobre mortalidad (N° de pollos) para cada tratamiento con sus
respectivas repeticiones.

TRATAMIENTO/ REPETICION '\/I((N)B;—?plgllltc))gD

1 0

2 0

T1 3 0
4 0

5 0

Total (T1) 0

1 0

2 0

T2 3 0
4 0

5 0

Total (T2) 0

1 0

2 0

T3 3 0
4 0

5 0

Total (T3) 0

1 0

2 0

T4 3 0
4 0

5 2

Total (T4) 2
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Anexo VIII: Registro sobre el largo (cm) y peso (g) de la tibia derecha para cada

tratamiento.

Para cada tratamiento se escogio al azar 12 pollos en el dia 21 de edad.

LARGO (cm) PESO (9)

POLLO
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

7.050 | 6.965 | 6.790 | 6.760 | 2.755 | 2.754 | 2.638 | 2.470
7.160 | 6.620 | 6.290 | 6.875 | 2.906 | 2.390 | 2.167 | 2.489
6.780 | 6.910 | 6.735 | 6.900 | 2.784 | 2.583 | 2.347 | 2.605
6.645 | 6.800 | 6.350 | 7.065 | 2.128 | 2.490 | 2.155 | 2.601
6.600 | 7.060 | 6.800 | 6.630 | 2.789 | 2.624 | 2.519 | 2.397
6.515 | 6.635 | 6.630 | 6.570 | 2.458 | 2.478 | 2.044 | 2.160
6.425 | 6.890 | 6.680 | 6.440 | 2.163 | 2.377 | 2.228 | 1.951
6.810 | 6.480 | 6.600 | 6.970 | 2.647 | 2.085 | 2.237 | 2.638
6.720 | 6.510 | 6.630 | 6.620 | 2.527 | 2.065 | 2.244 | 2.244
6.360 | 6.850 | 6.710 | 7.080 | 2.249 | 2.107 | 2.325 | 2.681
6.700 | 6.610 | 6.545 | 6.775 | 2.795 | 2.137 | 2.236 | 2.620

12 6.730 | 6.860 | 6.380 | 6.720 | 2.135 | 2.242 | 1.885 | 2.432
PROMEDIO | 6.708 | 6.766 | 6.595 | 6.784 | 2.528 | 2.361 | 2.252 | 2.441

OO N|oc|O|D|W[(N|F

=
o

[3XY
(=Y
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Anexo IX: Registro sobre el volumen (ml) y densidad (g/ml) de la tibia derecha para

cada tratamiento.

Para cada tratamiento se escogio al azar 12 pollos en el dia 21 de edad.

VOLUMEN (ml) DENSIDAD (g/ml)

POLLO
TL | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 | T3 | T4
1 20 | 25 | 28 | 21 [1.377]1.102]0.942 | 1.176
2 30 | 22 | 25 | 22 0969 |1.086 | 0.867 | 1.131
3 28 | 25 | 30 | 23 [0.994]1.033]0.782 | 1.133
4 20 | 25 | 20 | 3.0 |1.064]0.996 | 1.077 | 0.867
5 30 | 25 | 30 | 25 [0.9301.050 | 0.840 | 0.959
6 22 | 22 | 20 | 20 |1.117]1.1261.022 | 1.080
7 20 | 21 | 28 | 2.0 [1.082]1.132]0.79 | 0.976
8 25 | 1.9 | 20 | 2.0 |1.059]1.097 | 1.118 | 1.319
9 30 | 20 | 25 | 22 [0842]1.032]0.898 | 1.020
10 23 | 21 | 30 | 3.0 [0.978]1.003]0.775 | 0.894
11 30 | 20 | 25 | 2.8 0932 1.0680.895]0.936
12 20 | 20 | 20 | 22 [1.067]1.121]0.942|1.105
PROMEDIO | 2.483 | 2.208 | 2.508 | 2.358 | 1.03 | 1.07 | 0.91 | 1.05
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Anexo X: Registro sobre el diametro de la diafisis (cm) de la tibia derecha para cada

tratamiento.

Para cada tratamiento se escogio al azar 12 pollos en el dia 21 de edad.

POLLO

DIAMETRO DE LA DIAFISIS (cm)

T1

T2

T3

T4

DLL

DCC

X

DLL

DCC

X

DLL

DCC

%

DLL

DCC

X

0.620

0.610

0.615

0.720

0.670

0.695

0.705

0.730

0.718

0.620

0.610

0.615

0.665

0.635

0.650

0.600

0.620

0.610

0.710

0.660

0.685

0.670

0.650

0.660

0.735

0.710

0.723

0.650

0.630

0.640

0.750

0.680

0.715

0.700

0.625

0.663

0.630

0.580

0.605

0.650

0.610

0.630

0.650

0.610

0.630

0.660

0.650

0.655

0.725

0.705

0.715

0.700

0.635

0.668

0.640

0.610

0.625

0.705

0.645

0.675

0.665

0.630

0.648

0.640

0.625

0.633

0.580

0.575

0.578

0.675

0.660

0.668

0.620

0.610

0.615

0.700

0.645

0.673

0.660

0.620

0.640

0.620

0.565

0.593

0.680

0.640

0.660

0.620

0.575

0.598

0.570

0.575

0.573

0.700

0.670

0.685

Ol N || W [(IN|F

0.690

0.610

0.650

0.610

0.560

0.585

0.640

0.605

0.623

0.620

0.570

0.595

[EY
o

0.640

0.620

0.630

0.560

0.545

0.553

0.660

0.645

0.653

0.710

0.650

0.680

[EEN
[EEN

0.770

0.680

0.725

0.650

0.615

0.633

0.635

0.590

0.613

0.730

0.690

0.710

12

0.580

0.565

0.573

0.640

0.575

0.608

0.585

0.550

0.568

0.640

0.610

0.625

Promedio

0.668

0.633

0.651

0.645

0.609

0.627

0.649

0.621

0.635

0.671

0.633

0.652

Diametros latero-lateral (DLL) y craneo-caudal (DCC) de la dié&fisis en la mitad de la longitud del

hueso
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Anexo XI: Registro sobre la cantidad de ceniza (%), calcio (%) y fosforo (%) de la

tibia izquierda para cada tratamiento.

Para cada tratamiento se escogio al azar 12 pollos en el dia 21 de edad. De los cuales solo

se escogid 10 muestras para el analisis quimico.

CENIZA, % CALCIO, % FOSFORO, %
POLLOS
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

1 43.73 | 43.82 | 41.90 - 38.35 | 37.12 | 38.98 - 1759 | 16.71 | 16.74 | -
2 45.09 - | 4352 - 36.79 - 37.94 | - 17.07 - 1789 | -
3 43.01 | 41.47 | 44.49 | 45.18 | 35.57 | 36.91 | 37.40 | 34.99 | 17.44 | 16.79 | 17.90 | 17.72
4 45.13 | 45.92 | 45.79 | 42.55 | 36.00 | 36.59 | 37.14 | 36.79 | 17.28 | 17.70 | 16.72 | 16.55
5 43.38 - - | 43.75 | 37.99 - - 36.99 | 17.55 - - 17.81
6 46.02 | 42.34 | 41.54 | 39.70 | 38.17 | 35.99 | 36.53 | 36.19 | 17.37 | 17.36 | 16.55 | 17.79
7 4493 | 43.21 | 45.29 | 40.86 | 36.36 | 35.99 | 37.58 | 36.39 | 17.40 | 17.32 | 17.29 | 17.82
8 43.66 | 42.05 | 41.28 | 43.09 | 37.99 | 36.00 | 37.08 | 37.39 | 17.38 | 16.71 | 16.84 | 17.79
9 - | 4464 | 43.36 | 45.27 - 35.39 | 36.78 | 38.38 - 17.55 | 17.52 | 18.02
10 47.04 | 40.76 | 41.51 | 41.11 | 37.40 | 35.59 | 39.78 | 36.59 | 17.27 | 17.38 | 17.55 | 17.42
11 4459 | 40.13 | 45.54 | 41.44 | 36.96 | 37.60 | 38.38 | 36.19 | 17.71 | 17.77 | 17.91 | 17.47
12 - | 4467 - | 41.06 - 36.80 - 38.59 - 17.60 - 17.62

Promedio | 44.66 | 42.90 | 43.42 | 42.40 | 37.16 | 36.40 | 37.76 | 36.85 | 17.41 | 17.29 | 17.29 | 17.60
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Anexo XII: Registro sobre el indice de Seedor (mg/mm) de la tibia derecha para cada

tratamiento.

INDICE DE SEEDOR (mg/mm)
POLLO
T1 T2 T3 T4
1 39.071 39.5391 38.845 36.534
2 40.592 36.0997 34.455 36.201
3 41.065 37.3835 34.840 37.755
4 32.027 36.6103 33.931 36.821
5 42.262 37.1714 37.044 36.154
6 37.734 37.3459 30.824 32.872
7 33.665 34.5007 33.353 30.298
8 38.863 32.1759 33.801 37.848
9 37.600 31.7127 33.843 33.893
10 35.368 30.7562 34.642 37.873
11 41.713 32.3283 34.170 38.667
12 31.721 32.6880 29.539 36.189
Promedio | 37.640 34.859 34.115 35.925
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Anexo XI11: Registro sobre el indice de Quetelet (mg/mm?) de la tibia derecha para
cada tratamiento.

INDICE DE QUETELET (mg/(mm)2)
POLLO
T1 T2 T3 T4
1 5.542 5.677 5.721 5.404
2 5.669 5.453 5.478 5.266
3 6.057 5.410 5.173 5.472
4 4.820 5.384 5.343 5.212
5 6.403 5.265 5.448 5.453
6 5.792 5.629 4.649 5.003
7 5.240 5.007 4.993 4.705
8 5.707 4.965 5.135 5.430
9 5.595 4.871 5.105 5.120
10 5.561 4.490 5.163 5.349
11 6.226 4.891 5.221 5.707
12 4.713 4.765 4.630 5.385
Promedio | 5.610 5.151 5.171 5.292
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Anexo XIV: Registro sobre el indice de Robusticidad (cm/g”) de la tibia derecha para

cada tratamiento.

INDICE DE ROBUSTICIDAD (cm/(gaY%:)
POLLO
T1 T2 T3 T4
1 5.029 4.969 4914 5.001
2 5.017 4.952 4.861 5.073
3 4.819 5.036 5.068 5.015
4 5.166 5.017 4.916 5.137
5 4.689 5.118 4.998 4.954
6 4.827 4.903 5.225 5.083
7 4.968 5.163 5.115 5.154
8 4.923 5.072 5.047 5.044
9 4.934 5.113 5.064 5.057
10 4.854 5.343 5.065 5.096
11 4.757 5.132 5.005 4.915
12 5.227 5.241 5.165 4.997
Promedio 4.934 5.088 5.037 5.044
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