UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE NUTRICION

THQMIN EM

“EFECTO DE DOS FITASAS EXOGENAS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO, MORFOMETRIA OSEAE
INTEGRIDAD ESQUELETICA EN POLLOS DE CARNE”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO DE:

INGENIERO ZOOTECNISTA

ELMER ROJAS ENCINA

Lima - Peru
2016



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE NUTRICION

“EFECTO DE DOS FITASAS EXOGENAS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO, MORFOMETRIA OSEAE
INTEGRIDAD ESQUELETICA EN POLLOS DE CARNE”

Tesis para optar el titulo de:

INGENIERO ZOOTECNISTA

ELMER ROJAS ENCINA

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado

Dr. Mariano Echevarria Rojas Dr. Carlos Vilchez Perales
PRESIDENTE PATROCINADOR
Ing. Victor Vergara Rubin Dr. Victor Guevara Carrasco

MIEMBRO MIEMBRO



RESUMEN

INDICE GENERAL

INTRODUCCION

REVISION DE LITERATURA

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Generalidades y homeostasis del fosforo
Generalidades de las fitasas

Importancia del uso de fitasas

Uso de fitasas en la alimentacién de pollos de engorde

Morfometria dsea e integridad esquelética

MATERIALES Y METODOS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Lugar y duracion

Instalaciones, equipos y materiales

Animales experimentales

Dietas experimentales

Procedimiento para la obtencién de los huesos
Variables de respuesta

3.6.1 Variables productivas

3.6.2 Variables de morfometria dsea

3.6.3 Variables de integridad esquelética

Péagina

12
14
14
14
15
15
16
16
16
18

19



VI.

VII.

VIII.

3.7. Disefio estadistico
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Variables productivas

4.2 Variables de morfometria 0sea

4.3 Variables de integridad esquelética
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO

21

22

22

25

29

32

33

34

44



INDICE DE CUADROS

NUMERO

1. Composicion en ingredientes y nutrientes de las dietas

experimentales

2. Efecto del uso de fitasas sobre la respuesta productiva

3. Efecto del uso de fitasas sobre la morfometria y mineralizacion

Osea

4. Efecto del uso de fitasas sobre la integridad esquelética

PAGINA

17

23

26

30



INDICE DE ANEXO

NUMERO

. Evaluacion nutricional del alimento inicio y crecimiento

Il. Variables productivas a los 21 dias

I11. Variables 6seas a los 21 dias

IV. Variables de integridad esquelética a los 21 dias

V. Contenido de ceniza en tibia a los 21 dias

VI. Matriz nutricional de la Fitasa Ay B

PAGINA

45

46

47

48

49

50



. INTRODUCCION

Los desordenes esqueléticos vienen causando grandes pérdidas econdémicas alrededor del
mundo, se estima que representan mas del 30 por ciento del total de pérdidas y ademas
afecta negativamente el bienestar del ave; estos desordenes esqueléticos necesitan una
continua vigilancia a nivel genético, de manejo y nutricional. En el aspecto nutricional, se
tiene que poner especial interés en la nutricion mineral, especificamente de calcio y
fosforo, ya que aproximadamente el 99% del calcio y el 80% del fosforo del organismo del
ave se encuentran estructurando la matriz 6sea, y el 70% de los huesos esta formado por

estos minerales.

Las dietas convencionales para pollos de carne son deficientes en fosforo, ya que el fosforo
proveniente de fuentes vegetales solo es aprovechable en un 30% por el ave, lo cual hace
necesario el suplemento de fuentes inorganicas de este mineral. La enzima fitasa libera el
fosforo contenido en los insumos vegetales y la ventaja de su uso es la reduccion del costo
de produccion (el fosforo es el tercer nutriente mas costoso en la formula del alimento) y la
reduccion en el impacto ambiental (existe una menor concentracion de fosforo en la

excreta).

La eficacia de la enzima fitasa en la dieta de pollos de engorde esta probada y su uso en
avicultura comercial es muy versatil desde el punto de vista productivo y econémico; sin
embargo, la fuente de la que proviene esta enzima puede ocasionar diferencias en cuanto a
parametros productivos e integridad esquelética; es por ello que el presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo determinar los parametros productivos, morfometria 6sea
e integridad esquelética bajo el efecto de dos fuentes de fitasas exdgenas en pollos de

carne.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades y homeostasis del fosforo

El fosforo esta asociado a varias funciones metabdlicas e interviene en el metabolismo
energético, en la formacion y mantenimiento de los huesos, asi como en la constitucion del
cascarén del huevo. Constituye, ademas, parte de los fosfolipidos que integran a membrana
celular e interviene como tampodn en la regulacién del pH corporal (Acosta y Cardenas,
2006; Rodehutscord, 2009).

Se considera al fosforo como uno de los elementos minerales méas versatiles que se
encuentran en la naturaleza. Es el segundo mineral mas abundante en la composicion de
los tejidos animales, donde el 80% del fosforo total se encuentra en los huesos y dientes, el
resto se distribuye entre los fluidos y otros tejidos (Lima et al., 1999; Acosta y Céardenas,
2006).

Los monogastricos, en general, carecen o tienen muy pocas enzimas en el intestino delgado
que pueden hidrolizar los fitatos Méndez (2008); por esta razén, el fésforo y los demas
minerales que se encuentren ligados a los fitatos tendran una disponibilidad muy limitada.
En cambio, las aves si tienen algo de actividad fitasica a nivel intestinal por lo que el
aprovechamiento es superior al de la especie porcina. Hay que sefialar que la

disponibilidad también depende de la especie animal.

El 80% del fésforo y 99% del calcio del organismo se encuentran formando parte
estructural de los huesos; el fosforo presente en el esqueleto se encuentra como fosfato

calcico Cas (POs)2 e hidroxiapatita Caio (PO4)s(OH)2, el resto se encuentra como fosforo



orgénico en los tejidos muscular y nervioso, especialmente en los glébulos rojos; Gillis et
al. (1948) fueron los primeros en describir que un aporte subnutricional de fosforo en
pollos de engorde afecta negativamente la productividad, la salud y el correcto desarrollo

0seo.

El fosforo es necesario para el crecimiento muscular, es componente principal de acidos
nucleicos y fosfolipidos, asi mismo es componente y activador de humerosos complejos
enzimaticos, mantiene el balance osmético y el &cido-base, participa en el metabolismo de
aminoacidos, interviene en la sintesis de proteina, y también es el factor mas importante
del metabolismo energético al formar parte estructural de la molécula energética conocida
como ATP (Barkley et al., 2004).

El hueso es parte de la estructura que interviene en la regulacién interna de calcio y
fosforo, ya que es el principal reservorio mineral de calcio y de fosforo en el organismo
(Cassis, 1984); por otro lado, el rifion es uno de los érganos que regula el metabolismo del
calcio y del fésforo mediante el aumento o disminucion de la reabsorcion tubular de
acuerdo a la accion de otras hormonas que actGan sobre este (Ansar et al., 2004). La
paratohormona incrementa la reabsorcion tubular renal de calcio y disminuye la
reabsorcion tubular renal del fosforo, por ello se retiene calcio y se excreta fosforo,
mientras que la calcitonina tiene una accién contraria a la paratohormona, ya que produce
la disminucion en la absorcion tubular de calcio y con ello se incrementa la absorcion de
fosforo (Garcia, 2003).

La vitamina D, esteroide que se presenta en muchas formas, pero la que presenta un papel
activo en la nutricién y metabolismo de aves es el colecalciferol (Ds), que ingresa al ave a
través de la dieta, luego se dirige al higado en donde se da la primera hidroxilacion y se
convierte en 25-(OH)D3, luego y segun las necesidades se transporta a los rifiones en
donde sufre una segunda hidroxilacion y se convierte en 1,25-(OH)2D3, el cual representa
la forma maés activa de la vitamina D al ser la encargada de producir las proteinas de
transporte del calcio y fosforo en el intestino delgado; ademas se regula por

retroalimentacion negativa, y cuando hay un exceso de calcio en el organismo se produce



una tercera hidroxilacion y la vitamina D se convierte en 1,24,25-(OH)3Ds, un metabolito
que no tiene accion en la regulacion de estos minerales (Cassius, 2005).

La estructura quimica de la fuente del fosforo influye en la disponibilidad de este mineral,
la forma metabdlicamente activa para el pollo de engorde es el ortofosfato (PO4). Otras
formas en las que se encuentra el fosforo en el organismo son el pirofosfato y el
metafosfato; la primera consiste en dos moléculas enlazadas, mientras que la segunda esta
constituida por estructuras ciclicas; ademas cuando las moléculas estdn entrelazadas
(polifosfatos) la absorcién a través de la pared intestinal del ave es bastante lenta, en
consecuencia, el nivel de absorcion del fosforo es bajo (Gillis et al., 1954; Barkley et al.,
2004; Manangi, 2008).

2.2. Generalidades de las fitasas

Las fitasas son fosfatasas que pertenecen a un conjunto diferenciado de enzimas,
clasificadas en fosfatasas alcalinas, fosfatasas acidas de alto y bajo peso molecular y
fosfatasas-proteina (Vincent et al., 1992). La enzima fitasa hidroliza el &cido fitico,
produciendo ortofosfato inorganico, esteres fosforicos y myoinositol, lo que permite que
una fracciobn mayor de fésforo sea transformado en una forma aprovechable para los
animales monogastricos (Godoy et al., 2002). Para mejorar la biodisponibilidad del fésforo
fitico en dietas para aves, actualmente en avicultura comercial se incorporan fitasas

sintéticas (Romero et al., 2009).

Las fitasas estan presentes de forma natural en numerosos cultivos de bacterias y hongos;
se encuentran, ademas, en ciertos granos y pueden llegar al tracto intestinal de todos los
animales por la ingestion de plantas que las contienen o por la propia microflora intestinal
que las produce, asi como también por la produccion enzimatica endégena de la mucosa
(Applegate et al. 2003; Moran, 2004).



Uno de los problemas para medir la actividad de las diferentes fitasas se debe a que no
existe una unidad internacional estandar, lo cual cred confusiones en la industria de venta
de aditivos en el pasado; este problema perdurd hasta que Engelen et al. (1994) definio
como unidades fitasa (FTU) a la cantidad de enzima que libera una mol de ortofosfato
inorganico por minuto, de 0.0051 mol por litro de fitato de sodio a pH 5.5 y a una
temperatura de 37°C.

Entre los productos que encontramos en el mercado se tiene a la 6-fitasa que se puede
originar a partir de la Escherichia coli y la 3-fitasa que puede generarse a partir del
Aspergillus niger (Ravindran et al., 1995; Nagashiro, 2008; Shang et al., 2015). Segln
Onyango et al. (2005), la fitasa que se origina a partir de la Escherichia coli manifiesta
actividad en un intervalo de pH Optimo de 2.5 a 3.5; en cambio la 3-fitasa fungica
(Aspergillus niger) tiene un rango de actividad mas amplio, con pH entre 2.5- 5.5.

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 fdésforo-fitico y sobre la
disponibilidad de los minerales quelados con el &cido fitico (Shang et al., 2015). La mayor
parte de la fitasa actla mejor en la parte inicial del tracto gastrointestinal (buche,
proventriculo y molleja) del ave, en donde los niveles de pH son bajos y se incrementa la
degradacidn del acido fitico (Romero et al., 2009). Recientemente se ha demostrado que la
adicion de calcio en las dietas aumenta el pH en el buche, lugar principal de degradacion
del &cido fitico por las fitasas exdgenas, reduciendo la eficiencia de la fitasa para liberar el
fosforo fitico (Viveros et al., 2002; Seller et al., 2009; Shang et al., 2015).

La interpretacion de eficiencia de una enzima comercial, puede ser influenciada por el
nivel de pH éptimo debido a que las fitasas, de origen fangico o bacteriano, necesitan un
medio acido para alcanzar su méxima eficiencia y asi poder liberar el fosforo proveniente
del acido fitico (Simons et al., 1990). No se han demostrado sinergias en la utilizacion de
las fitasas de origen fungico y las de origen bacteriana sobre el nivel de fésforo plasmatico
(Viveros et al., 2002).



En nutricion animal los requerimientos de calcio (Ca) y fdésforo (P) son ampliamente
conocidos por las inclusiones dietarias de piedra caliza, suplementos de fosforo inorgénico
como fosfato dicélcico y por permitirse harina de carne y hueso (Seller et al., 2009); el
fosforo es el tercer componente mas costoso en la dieta de no rumiantes, después de la
energia y la proteina (Boling et al., 2000); ademaés, es un mineral critico (Rama et al.,
1998), ya que del total de elementos minerales en el organismo, Ca y P representan el 70%
y son esenciales para la formacion de huesos, la transferencia de energia a las células, la
regulacion del pH en la sangre, el control del apetito, la ganancia de peso y la conversion
alimentaria; ademas, teniendo en cuenta que en los recursos de origen vegetal se presentan
cantidades considerables de P pero la mayoria de ellos estan ligados con fitatos
(myoinositol, hexafosfato), que llevan un maximo de doce cargas negativas y
potencialmente podrian quedar hasta seis atomos de Ca, se constituyen en la principal

fuente potencial de P (Peceros, 2015).

La afinidad del fitato también es grande para otros cationes divalentes, incluyendo zinc y
cobre (Seller et al., 2009), por ello los fitatos estan catalogados como agentes
antinutricionales ya que forman complejos con minerales e incluso pueden reaccionar con
proteinas reduciendo su disponibilidad (Ahmad et al., 2000; Romero et al., 2009). Se esta
poniendo interés en esta linea de investigacion y la administracion de super dosis de fitasas
parece aumentar la performance del animal por liberar micro minerales necesarios para

maximizar el metabolismo del ave (Walk et al., 2014; Truong et al., 2015).

Se viene incentivando la investigacion sobre la adicion de fitasas en la dieta de
monogastricos para mejorar tanto el desempefio productivo a partir del incremento en la
disponibilidad de los minerales y las proteinas (Romero et al., 2009), asi como los efectos
en la digestibilidad de los aminoacidos (Snow et al., 2003); en la actualidad las fitasas
exogenas son usadas en las dietas para hidrolizar el fosforo fitico, que lo hace disponible, y
disminuye los requerimientos de fosforo inorganico en la dieta (Maenz, 2001; Walk et al.,
2012; Nie et al., 2013; Walk et al., 2014; Hamdi et al., 2015).



2.3. Importancia del uso de fitasas

Los principales ingredientes usados en la alimentacion avicola son el maiz y la soya, estos
insumos almacenan el fosforo bajo la forma de &cido fitico y sus sales (Eeckhout y Paepe,
1994), el fosforo atrapado en el &cido fitico no es disponible para las aves ya que estas no
poseen la enzima denominada fitasa, por lo que se hace necesaria la suplementacion con
fuentes inorganicas de fosforo, principalmente el fosfato dicalcico y monocélcico; ademas,
debemos tener en cuenta que no todos los fosfatos son igualmente disponibles para el
animal segun sea la forma del proceso de obtencion (Lima et al., 1997; Lima et al., 1999;
Fernandes et al., 1999; Uculmana y Vilchez, 2015d).

Se conoce la accion negativa de un desbalance de fosforo en la dieta sobre la performance
productiva, es por ello que muchos nutricionistas agregan este ingrediente con un margen
de seguridad (Uculmana, 2015d); sin embargo, hoy en dia la preocupacion por reducir el
impacto ambiental ha llevado a tomar especial interés en este aspecto de la nutricion,
tratando de reducir el contenido de fésforo en las excretas, por sus efectos negativos en

aguas superficiales al causar la eutrofizacién de lagos (Rodehutscord, 2009).

Otro punto a tener en cuenta es que a raiz de los replanteamientos mundiales sobre
produccién limpia y mitigacion de impacto ambiental, se ha minimizado la utilizacion de
antibioticos y harinas de origen animal, lo que ha incrementado el uso de vegetales en la
formulacidn de las dietas (Castro y Rodriguez, 2005; Walk et al., 2014); por consiguiente,
en los ultimos afios se ha presentado un creciente interés sobre el uso de aditivos
alimentarios naturales y terapias alternativas no medicamentosas como probidticos,
prebidticos, simbidticos y enzimas digestivas que optimicen el desempefio productivo
(Rosmini et al., 2004) con el proposito de propiciar la resistencia natural a la presentacion
de enfermedades infecciosas del tracto gastrointestinal y optimizar los procesos de
digestion y absorcion de los nutrientes constitutivos de las dietas (Collins et al., 1999).
Segun Maenz y Classen (1998), en areas concentradas de produccion animal el incremento
de P no digestible en las heces presenta problemas medioambientales puesto que los

ecosistemas acuaticos son afectados por la eutrofizacion (exceso de minerales y nutrientes



en un ecosistema acuético) producida por la contaminacion con fésforo, razén por la cual
la actividad fitasica se califica como un beneficio para el medioambiente (Seller et al.,
2009). Esta apreciacion es ratificada por Castro y Rodriguez (2005) al afirmar que,

reemplazando el fésforo inorganico en las dietas, se reduce su excrecion en mas del 50%.

Algunas investigaciones han demostrado que con la inclusion de 300 FTU en la dieta los
niveles de excrecion de P disminuyen en un 50% (Bolling et al., 2000), lo que infiere la
importancia del uso de fitasas cuando se consideran los aspectos medioambientales en la
industria avicola. De igual manera, se encuentran reportes sobre el uso de dietas bajas en
proteinas suplementadas con aminoacidos esenciales y fitasas que disminuyen
significativamente la excrecion de N, lo que ha desarrollado interés en los investigadores
porque reduce el impacto medioambiental de la produccién avicola, ya que se disminuye la
excrecion de P y N (Keshavarz y Austic, 2004; Nahm, 2007).

Entonces, la conveniencia de la utilizaciéon de fitasas exdgenas dependera de los avances
biotecnoldgicos que se realizaran en este ambito y de la relacion costo beneficio que se
deriven de su uso. EI componente ambiental puede jugar un papel determinante que podria
obviar en cierta medida las limitadas ventajas econdmicas que bajo los conocimientos y
tecnologias actuales se estan logrando mediante el uso de fitasas exdgenas (Godoy et al.,
2002; Yu et al., 2012).

El problema del fésforo, la contaminacion ambiental, asi como las duras restricciones a
que esto conlleva, es situacion bastante comdn para todo el mundo. En algunos paises
asiaticos esta cuestion es especialmente seria, porque las densidades de animales
domeésticos son muy altas. En ciertos paises europeos, los residuos producidos por los
animales corresponden, mas o0 menos, al doble de lo que producen los habitantes. En este
sentido, la aplicacion de las enzimas fitasas como estrategia nutricional ha mostrado ser un
método eficaz para reducir el fésforo contenido en el estiércol de los animales
monogastricos. Estas enzimas desempefiaran un importante papel, en el futuro, para reducir

los crecientes problemas medioambientales del mundo (Acosta y Cardenas, 2006).



El fésforo considerado como el tercer nutriente mas costoso en la matriz de formulacién ya
que se adiciona bajo la forma de fosfatos inorgénicos; en este sentido la enzima fitasa, al
liberar y hacer disponible el fésforo atrapado por el acido fitico en los ingredientes de
origen vegetal, busca reducir la adicion de una fuente inorganica de fosforo, por
consiguiente reducir el costo de formulacion sin afectar la performance final, traduciendo
el efecto en mayor rentabilidad para la casa productora (Smith et al., 2001).La fitasa
entonces, ayuda a reducir el impacto ambiental de la avicultura y por tanto generar una
ventaja competitiva frente a otras explotaciones pecuarias, y a aumentar el ingreso
econdmico a las casas productoras ya que se disminuyen los costos de produccion y no se
afecta la performance de los animales (Maenz, 2001; Smith et al., 2001).

2.4. Uso de fitasas en la alimentacion de pollos de engorde

Se ha visto que el uso de fitasas en dietas de aves puede disminuir el costo de la dieta, en
situaciones de crianzas comerciales, Sebastian et al. (1996) Llegaron a la conclusion que
animales que recibieron fitasas en la dieta tuvieron un desempefio productivo similar al de
los animales alimentados con dietas sin fitasas; sin embargo, en el primer grupo se observo
que hubo una mayor retencién de P, Ca, Cu y Zn, con lo que se encuentra un beneficio
adicional de la fitasa ademas de la liberacion de fésforo de insumos vegetales (Cowieson et
al., 2011). Ademas, 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 (Shim et al., 2011).

En pollos Hubbard se ha estudiado la reduccién del fosforo no fitico (NPP) de 4.5 g/kg a 3
g/kg y se concluye que manteniendo niveles de calcio de 10 g/kg (relacion Ca:NPP 3.3:1)
se disminuye la ganancia de peso en un 17.3%; sin embargo, si la relacion Ca:NPP se
disminuye a 2.5:1 (7.5 g/kg de Ca) la disminucion en la ganancia de peso es solo del 6.8%
(Rama et al., 1998), reiterando los resultados de Aksakal et al., citado por Seller et al.
(2009), quienes reportan que la relacion Ca:NPP 2:1 mejora el desempefio de los pollos de
engorde (Uculmana, 2015a), y es a partir de estos resultados que Rama et al. (1998)

infieren que las dietas altas de calcio y bajas de P aumentan el pH intestinal y reducen la



fraccion soluble de minerales, lo cual reduce por consiguiente su disponibilidad para la
absorcion; ademas, se atribuyo a la actividad fitasica intestinal el aumento en el contenido
de cenizas de la tibia; a esta misma conclusion llegaron Nie et al. (2013) y Shang et al.
(2015).

En otros estudios con pollos Hubbard (Ahmad et al., 2000) se formularon dietas bajas en
NPP, con maiz y soya tratadas con fitasas microbiales, encontrdndose que, aunque se
observd incremento en el consumo y la ganancia de peso con respecto al testigo, el
coeficiente de conversion alimenticia no presentd diferencias significativas; no obstante,
los contenidos de P y Ca de la tibia se incrementaron en 4.5 y 9.8% respectivamente, con
respecto al testigo. Resultados semejantes se obtuvieron con pollos Arbor Acres (Guo et
al., 2009) al suplementar las dietas con 500 y 1000 FTU, hallandose adicionalmente que la
suplementacion con fitasa y gluconato de sodio (20 g/kg) en dietas bajas en fosforo mejora
la eficiencia productiva y aumenta el peso de la tibia y el calcio contenido en sus cenizas;
de igual forma lo expresaron Augspurger et al. (2004) al evaluar la biodisponibilidad de Ca
de la dieta basal con pollitos New Hampshire de 8 a 20 dias de edad y concluyen que el
80% del calcio estaba unido a las moléculas de fitatos pero se hizo disponible por la accion

hidrolitica de las fitasas.

Estudios realizados en pollos Cobb 500 (Godoy et al., 2002) con niveles crecientes de
fitasas sintéticas de Aspergillus niger (300, 400 y 500 FTU/kg) y niveles crecientes de
fosforo total (0.45, 0.55 y 0.65%) demostraron que para liberar un gramo de fosforo fitico
se requieren 540 FTU/kg de alimento y 1.290 FTU/kg de alimento, obteniéndose 0.25 y
0.35% de P disponible, respectivamente. Viveros et al., (2002) alimentaron pollos Cobb
con una racion deficiente en fésforo (0.23% de NPP) suplementado con salvado de centeno
sin tratar y tratado a diferentes temperaturas (de 25 a 75 °C) para determinar la actividad
fitica enddgena frente al tratamiento con y sin fitasa microbiana; hallaron que con la
presencia de salvado de centeno sin tratar y tratado pero sin fitasas microbianas disminuyé
significativamente el desempefio productivo con respecto a las que consumieron la racion
control y la fitasa microbiana, lo que demostré6 una menor eficacia de la fitasa vegetal

sobre la fitasa microbiana comparada con la utilizacion del fosforo.
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En otro estudio con pollos Cobb 500, se trabajé con aves que fueron sometidas a dietas con
dosis y mega dosis de fitasa microbiana (hasta 5.000 FTU) derivada de la E. coli para
evaluar el efecto hidrolitico sobre los fitatos de la dieta, hallandose que la hidrdlisis
completa del fésforo fitico y la maxima retencion del fésforo total se da con dosis de 1.000
FTU/kg de alimento (Manangi y Coon, 2008).

Juan Pere et al. (2004), interesados en el impacto medioambiental generado por la industria
avicola, evaluaron dietas con 500 FTU y bajas concentraciones de NPP para pollos Ross
308 y se encontrd que dicha actividad incrementa la retencion de fosforo y reduce la
excrecion del mineral en un 45%. Complementando al estudio anterior, en un experimento
con pollos Ross 708 de 36 a 47 dias de edad se hallé que al incluir 500 FTU en la dieta con
diferentes grados de densidad de aminoacidos esenciales en la fase de engorde se redujo la
excrecion de P en 0.18 g por ave pero aumentaron los niveles de excrecion de N; ademas,
contrario a sus investigaciones previas en pollos de 20 a 40 dias en el 2001 y el 2007, no se
afectaron la ganancia de peso, la conversion alimenticia ni la mortalidad (Dozier et al.,
2007; Cowieson et al., 2011; Yu et al., 2012).

Por otra parte, un estudio de perfil hepatico hecho con pollos Cobb 500 suplementados con
fitasas (200, 400 y 600 FTU) demostrd que el nivel sérico de proteinas totales aumento;
ademas, los niveles séricos de Ca, P, Mg y Zn aumentaron de manera lineal enun 9, 10 y
16% respectivamente; también se observo que el peso de la tibia se incrementd en un 9% y
también aumento el consumo de alimento y la ganancia de peso; en este estudio los autores
comprobaron una menor eficacia de las fitasas de origen vegetal sobre la microbiana
respecto de la utilizacion del fosforo, lo que plantea una posible relacion con el estrecho
margen de actuacion de la enzima con el pH y su limitada estabilidad a las temperaturas lo
cual sugiere que las bajas dosis no logran absorber todo el P organico de la dieta (Juanpere
et al., 2004). Por esta razon, no se recomienda usar fosfatos cuando se incluye fitasa en la
dieta, puesto que la presencia de esta enzima garantiza la disponibilidad adicional de P que
cubre parte de los requerimientos dietéticos del mineral (Leytem et al., 2007; Peceros,
2015).
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2.5. Morfometria 6sea e integridad esquelética

El desarrollo 6seo ha sido considerado por afios como uno de los principales criterios para
estimar la biodisponibilidad del calcio y fésforo (Ammerman et al., 1995). El hueso esta
compuesto aproximadamente en un 70% por minerales, 20% de materia orgénica y 10% de
agua (Rath et al., 2000).

El crecimiento de los huesos en pollos de engorde se lleva a cabo mediante el proceso de
crecimiento endocondrial, que tiene lugar en las placas de crecimiento hipofisiario
(Whitehead, 2009); los condrocitos de las placas de crecimiento estan expuestos a procesos
de desarrollo, proliferacion y diferenciacion que es donde se inicia la mineralizacion
cuando se deposita fosfato calcico. A este proceso le sigue la formacion del hueso por la
accion de los osteoblastos y la remodelacion posterior como un proceso continuo, esta

accion es llevada a cabo por los osteoclastos (Buckner et al., 1950; Whitehead, 1995).

Una inadecuada integridad esquelética es uno de los mayores problemas en granjas, ya que
se traducen en una pobre respuesta productiva, incremento en la mortalidad del lote,
condenaciones en planta e incremento significativo de los costos de produccion (Rath et
al., 1999); en la actualidad parece ser que no hay una concordancia entre el crecimiento
corporal y el desarrollo éseo ya que la seleccion de las aves de produccion se ha orientado
a la mayor ganancia de peso corporal en el menor tiempo posible, esto ha originado que las
aves sean mas propensas a presentar problemas de patas (Zelenka, 2012).

Existen indicios de que podrian ser necesario un nivel mas alto de calcio y fosforo en las
dietas de arranque de los pollos de carne para normalizar el desarrollo de la placa de
crecimiento debido a los problemas tipicos que encontramos en campo, como la necrosis
de cabeza de fémur, el raquitismo, la discondroplasia tibial y mas recientemente el
sindrome del hueso negro (Whitehead, 2009).
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Los problemas de patas en pollos de engorde pueden ser causados por muchos factores
como la genética, edad del ave, densidad de crianza, condiciones ambientales y de manejo,
nutricion, desordenes metabolicos, enfermedades y micotoxinas, cualquier factor que
interfiera con el correcto desarrollo de las estructuras 6seas puede causar anormalidades en
los huesos o0 en las piernas (Wu et al., 1993; Naas, 2008, Martinez, 2012; Uculmana,
2015a).

Un problema adicional son los llamados desordenes en la locomocion o problemas para
caminar normalmente, que son frecuentes en las lineas actuales de pollos de engorde
debido al rapido crecimiento (Uculmana, 2015a); anormalidades en el desarrollo del
sistema esquelético afectan directamente la capacidad para caminar de las aves, y estos
animales son los que generalmente tienen una inadecuada ganancia de peso (Kestin et al.,
1992), disminuyendo asi el retorno econémico de las empresas pecuarias; ademas de ser un
problema a nivel de bienestar animal ya que estas aves, al no poder desplazarse, no pueden

acceder ni al alimento ni al agua (Weeks et al., 2000).

Los principales problemas de integridad esquelética en la avicultura comercial son: la
discondroplasia tibial (que es el desarrollo anormal del cartilago epifisiario asociado a una
alteracion de la placa de crecimiento), la necrosis de cabeza femoral, las patas torcidas que
incapacitan al animal para caminar, y las desviaciones de las patas (varus y valgus)
(Whitehead, 2009).En vista de los problemas presentados en la industria, los
requerimientos de calcio y fosforo seran los que brinden los mejores resultados productivos
y maximo retorno econdmico, sin que se perjudique la integridad esquelética y
mineralizacion 6sea (Uculmana, 2015a); ademaés, reducir al maximo la excrecion de

minerales contaminantes al medio ambiente (Zelenka, 2012).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y duracion

El trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de investigacion
en nutricion y alimentacion de aves de la Universidad Nacional Agraria la Molina
(UNALM). La duracion fue de 21 dias comprendidos entre Abril y Mayo del 2015.

3.2.Instalaciones, equipos y materiales

Se utiliz6 dos jaulas metalicas, que cuentan con cinco pisos divididas en dos
compartimentos, adicionalmente se dividié cada compartimento en dos partes, dando un
total de veinte de ellos por jaula. Las cuales tienen calefaccién eléctrica controlada por
termostatos. En cada compartimento se coloc6 un comedero lineal y por cada dos
compartimentos un bebedero lineal; asi como el uso de una bandeja galvanizada para la
coleccion de heces. Para el pesaje del alimento y de los pollos se utiliz6 una balanza digital
con capacidad de 6 kg y una precision de 0.5 g. Para la limpieza de las instalaciones e
equipos se utilizd escobas, baldes, desinfectante, detergente, lejia, etc. Se utilizaron
cortinas para el manejo adecuado de la ventilacion del ambiente, del mismo modo se

mantuvo la homogeneidad de las condiciones de manejo para todas las aves.

Para la necropsia de las aves se utilizo tijeras, gorros, mascarilla, guantes quirdrgicos y
bolsas descartables. Asi mismo utilizé la técnica de dislocacion cervical para el sacrificio
de las aves. Para el procedimiento del hervido se utilizd una cocina a gas y una olla. Los

huesos muestreados fueron pesados empleando una balanza electrénica de precision, para
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determinar el largo y ancho de los huesos se empled un vernier profesional con capacidad

de 15 cm y una aproximacion de 0.05mm.

3.3. Animales experimentales

Se emplearon 195 pollos de carne machos de la linea Cobb-500, distribuido en tres grupos
de 65 aves, formando 13 subgrupos con 5 aves por cada repeticion. Al concluir los 21 dias

se sacrifico dos pollos por cada subgrupo para las mediciones correspondientes.

3.4. Dietas experimentales

Se emplearon 3 dietas experimentales formuladas considerando las especificaciones
nutricionales para pollos de carne de la linea Cobb 500 (2012) y los aportes de los
productos comerciales, fueron segin las indicadas en sus matrices nutricionales

correspondientes.

- Dieta control: formulada segun especificaciones nutricionales para pollos de
carne de la linea cobb-500.

- Dieta control + Fitasa A (0.01%): reformulada con la adicion de la fitasa A
(ANEXO V).

- Dieta control + Fitasa B (0.01%0): reformulada con la adicion de la fitasa B
(ANEXO VI).

La preparacion de las dietas se realiz6 en la planta de alimentos balanceados del programa
de investigacion y proyeccion social en alimentos de la Facultad de Zootecnia de la
Universidad Nacional Agraria la Molina. Los ingredientes fueron torta de soya, maiz,
aceite de soya. La presentacion de las dietas fue en harina. El agua y alimento se
suministraron a libre disposicion del animal. La composicion y valores nutricionales

estimados de las dietas se muestran en el Cuadro 1.
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3.5. Procedimiento para obtencion de los huesos

Los animales fueron sacrificados segin el método de dislocacién cervical e
inmediatamente después se realizaron las mediciones, a fin de evitar que los resultados
puedan afectarse por cambios post-mortem (Bowes y Julian, 1988). Luego a cada ave se
retird los muslos, piernas y patas izquierdas, y fue puesto en agua hirviendo por el lapso
de 15 minutos para remover el tejido del hueso (Buckner et al., 1950; Applegate y Lilburn,
2002), procedimiento que no altera el contenido mineral ni la densidad del hueso pero
permite retirar hasta el 80% de grasa contenida en los huesos (Almeida et al., 2008). La

pata derecha fue analizada para discontroplasia tibial y necrosis femoral.

3.6. Variables de respuesta

Se agruparon las variables segun su grado de relacion en: variables productivas, variables

de morfometria 6sea y variables de integridad esquelética.

3.6.1 Variables productivas

A. Peso vivo

Los animales fueron pesados al inicio del experimento, obteniéndose pesos individuales
por repeticion. Se utilizd una balanza con capacidad de 6 kg y una sensibilidad de 0.5 g.
Esta operacion se repitié cada semana hasta los 21 dias. Luego se obtuvo el peso en

gramos por pollo de cada una de las repeticiones de los tratamientos.
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Cuadro 1. Composicion en ingredientes y nutrientes de las dietas experimentales

Composicion, %

Inicio (1-10 dias)

Crecimiento (11-21dias)

Control Fitasa A FitasaB Control FitasaA FitasaB

Maiz 57.10 5856 58.32 63.82 65.28  65.04
Torta de soya 34.80 3452 3457 2817 2789  27.94
Aceite crudo soya 4.21 3.37 3.81 425 3.77 3.85
Fosfato dicalcico 1.71 0.89 0.98 1.61 0.80 0.89
Carbonato de calcio 0.88 0.97 1.00 0.84 0.93 0.96
Sal comUn 0.47 0.47 047 047 0.47 0.47
DI — metionina 0.27 0.27 0.27 0.25 0.25 0.25
Hcl — lisina 0.18 0.18 0.18 0.20 0.20 0.20
Premezcla de vit. Y minerales 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Cloruro de colina 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
L — treonina 0.06 0.06 0.06  0.07 0.07 0.07
Zinc bacitracina 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Secuestrante de micotoxinas 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidante 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Fitasa A 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00
Fitasa B 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01
Total, % 100 100 100 100 100 100
Nutrientes calculados

E.metabolizable, kcal/kg 3035 3035 3035 3108 3108 3108
Proteina cruda, % 21.50 2150 2150 19.00 19.00 19.00
Lisina dig, % 1.20 1.20 120 105 1.05 1.05
Metionina dig, % 0.58 0.58 058 053 0.53 0.53
Calcio, % 0.90 0.90 090 0.84 0.84 0.84
Fosforo disponible, % 0.45 0.45 045 042 0.42 0.42




B. Ganancia de peso

Se calculd con la diferencia de los pesos vivos al final y al inicio de cada semana para cada

repeticion.

Ganancia de peso (semanal) = peso final (g) - peso inicial (g)

C. Consumo de alimento

Se llevo un registro del alimento ofrecido durante todos los dias que durd la investigacion.
Al término de cada semana, se peso el residuo en todos los comederos y se calculd la

diferencia con el total suministrado.

Consumo de alimento, g/pollo = Alimento suministrado, g — Alimento residual, g

D. Conversion alimentaria (CA)

La conversién alimentaria relaciona el consumo de alimento y la ganancia de peso por cada

repeticion.

CA = consumo de alimento, g / ganancia de peso, g

3.6.2 Variables de morfometria 6sea

A. Peso de la tibia

Se pesaron la tibia de las aves sacrificadas el dia 21, el peso se realizo utilizando una

balanza electrénica con capacidad para 300 gramos, con valores en miligramos (mg).
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B. Largo de la tibia

Se determind considerando la longitud mayor de extremo a extremo de la tibia de las aves
sacrificadas a los 21 dias, utilizando un vernier profesional y siguiendo los procedimientos
de Uculmana (2015a).

C. Ancho de la tibia

Se determiné los didmetros latero-lateral (DLL) y los didmetros craneo-caudal (DCC) de la
diafisis en la mitad de la longitud de la tibia (Kocabagli, 2001; Applegate y Lilburn, 2002;
Martinez, 2012; Uculmana 2015a) de las aves sacrificadas a los 21 dias. Con estos dos
datos, se obtuvo el valor promedio del diametro de la diafisis (DP), que se expresé en

milimetros (mm) y se calcul6 con la siguiente formula:
DP = (DLL + DCC) /2

D. Contenido de ceniza en tibia

Los analisis quimicos fueron determinados a partir de las muestras de tibia izquierda,
obtenidas de las aves sacrificadas a los 21 dias. El analisis de cenizas se realiz6 por

calcinacién de las tibias (Martinez, 2012; Uculmana 2015a).

3.6.3 Variables de integridad esquelética

A. Capacidad para caminar

El dia 21 se evalud de manera cualitativa la capacidad para caminar del ave, la evaluacién

se realizo antes del sacrificio. Se planted el score propuesto por Kestin et al. (1992):

- 6:normal.
- 5:defectos leves.

- 4:anormalidad definida para caminar.
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- 3:lesidn evidente.
- 2:grandificultad para caminar.

- 1:incapacidad para sostenerse sobre sus patas.

B. Necrosis de cabeza femoral

El dia 21 se evalud la degeneracion 6sea del fémur de las aves sacrificadas, se siguio el
procedimiento utilizado por Almeida paz et al. (2008), estudio en el que se emplea el
indice de degeneracion femoral, la escala va del 1 al 5, donde:

1: hueso sin lesién.

2: el cartilago esta ausente en la cabeza femoral y el hueso esté intacto.

3: la cabeza femoral no tiene el cartilago y esta parcialmente rota.

4: la cabeza femoral esta considerablemente dafiada pero su contorno esta ain

visible.

5: la cabeza del fémur estd completamente rota y no es posible reconocer su

contorno (lesion clinicamente conocida como epifisidlisis femoral proximal).

C. Discondroplasia tibial

El dia 21 se evaluara de manera cualitativa la discondroplasia tibia siguiendo el modelo de
Thorp et al. (1997), el cual indica:

- 0: epifisis sin lesiones

- 1-3: placas de crecimiento con lesiones que varian desde bajo, moderado y severo.
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3.7. Disefo estadistico

Se empled el Disefio Completo al Azar con tres tratamientos y trece repeticiones. El
analisis de varianza se realizé aplicando el procedimiento anova del programa statistical
analysis system sas 9.0 (SAS, 2009) y la diferencia de medias empleando la Prueba de

Duncan (1955). EI modelo aditivo lineal general aplicado sera el siguiente:

Yij= H + Ti +§&j

Donde:

Yij = variable respuesta

M = media general

Ti = i-ésimo tratamiento (i = 1, 2, 3)

&ij = error experimental
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se muestran en cuadros de acuerdo al grado de relacion entre variables y se
dividieron en: variables productivas, variables de morfometria dsea y variables de integridad

esquelética.

4.1. Variables productivas

Los resultados de las variables productivas (peso vivo, ganancia de peso, consumo de

alimento y conversion alimentaria) se presentan en el Cuadro 2 y en el ANEXO II.

4.1.1. Peso vivo

Al evaluar dos tipos de fitasas, con respecto a una dieta sin fitasas, se encontr6 diferencias
significativas a los 7 dias (P<0.05), 14 dias (P<0.05) y 21 dias (P<0.05).

En el dia 7 solo hubo diferencias significativas (P<0.05) entre la dieta control con la dieta
control + Fitasa B, mas no entre la dieta Control + Fitasa A y la Dieta + Fitasa B, o entre la
dieta control y la dieta control + Fitasa A; esto nos indica que el uso de fitasas afecta
significativamente el peso desde la 1° semana (Godoy et al., 2002) pero este resultado

depende de la fitasa utilizada (Nagashiro, 2008; Korinna et al., 2015).



Cuadro 2. Efecto del uso de fitasas sobre la respuesta productiva

Dietas experimentales

Variables
Control Fitasa A Fitasa B
Peso 7 dias, g 169.55P 175.75% 178.692
Peso 14 dias, ¢ 423.92° 443,342 459.602
Peso 21 dias, g 829.07° 853.0120 890.402
Consumo 21 dias, g 1015.272 1032.792 1040.782
Conversién alimentaria 21 dias 1.202 1.202 1.202

b promedios significativamente diferentes no comparten la misma letra (P<0.05).

A los 14 dias se observa la misma tendencia, es decir, la Fitasa B mostrd ser superior
significativamente (P<0.05) a la dieta control, pero no hubo diferencias significativas
(P>0.05) entre la dieta control y la Fitasa A, y entre la Fitasa A y B. Este resultado
concuerda con lo encontrado por Peceros (2015) quien también encontrd diferencias
significativas de peso cuando utilizo fitasas; ademas, hay una influencia del mayor peso a
la primera semana, que es directamente proporcional a los pesos posteriores (Zelenka,

2012).

Para el dia 21, se mantiene la ventaja que tiene la Fitasa B para la variable: peso vivo; a
esta edad la Fitasa B sigue teniendo diferencias significativas (P<0.05) con la dieta control.
Por otro lado, entre la dieta control y la Fitasa A, asi como entre la Fitasa A y B no se
encontré diferencias significativas (P>0.05); lo que indica que la adicion de la enzima
fitasa mejora el peso corporal pero depende del tipo y de la cantidad de fitasa utilizada en

la dieta (Nagashiro, 2008; Truong et al., 2015).

Los resultados encontrados concuerdan con Kocabagli (2001), quien encontré que
incrementando la suplementacion de fitasa de 0 hasta 700 FTU/Kg de alimento el peso

vivo se incrementaba en forma proporcional. Luego, en la investigacion de Godoy et al.
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(2002), se observo una tendencia similar, ya que el peso corporal de las aves (g) a la cuarta
semana de edad aumentd significativamente (P<0.05) con la incorporacion de fitasa en la

dieta y los mayores pesos se alcanzaron con el nivel de 0.65% fosforo total.

4.1.2. Consumo de alimento

No se encontrd diferencias significativas en el consumo de alimento al dia 21 (P>0.05),
esto concuerda con Walk et al., (2012), quienes en su experimento no evidenciaron
diferencias significativas en el consumo de alimento en 6 tratamientos que contenian 0,
500 y 5000 FTU/Kg de alimento para los niveles de 1.08 y 0.64% de calcio en las dietas;
sin embargo, Godoy et al. (2002) si encontraron diferencias significativas en el consumo
de alimento (P<0.05) y fue el nivel de 0.65% de fosforo total (Pt), junto a la utilizacion de

la enzima fitasa la que reportd el mayor consumo y performance del animal.

En investigaciones recientes, Shang et al. (2015), tampoco encontraron diferencias
significativas para el consumo de alimento de 0 a 14 dias, cuando emplearon una dieta
control negativa, una dieta control positiva y la adicién de fitasa a la dieta control negativa;
sin embargo, si encontraron diferencias significativas (P<0.05) para el consumo de
alimento de 15 a 21 dias, en donde el consumo de alimento fue mayor significativamente

en la dieta suplementada con la enzima fitasa.

4.1.3. Conversién alimentaria

Al evaluar la conversion alimentaria a los 21 dias, no se encontro diferencias significativas
entre los tratamientos; estos resultados concuerdan con una investigacion reciente (Hermes
et al., 2013), en donde los pollos que fueron alimentados con una dieta que contenia fitasa
(1000 FTU/Kg) mas 25-OHDs (69 ng/Kg) no afectaron sus 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 se

24



observd que la suplementacion de fitasa 6 25-OHDs en dietas para pollos de carne, no
afectd negativamente el consumo de alimento y la conversion alimenticia (Ahmad et al.,
2000; Driver et al., 2005; Roberson et al., 2005).

Walk et al. (2012) tampoco encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la
conversion alimentaria en pollos de 16 dias cuando adicionaron distintas dosis de fitasas a
dietas con distintos niveles de calcio y fésforo. Este hallazgo también concuerda con una
investigacion reciente (Peceros, 2015) en donde el uso de fitasas, incluso cuando se le
agrega vitamina D, no afecta significativamente (P>0.05) la conversion alimentaria. Se
puede decir que estamos frente a un aditivo que mejora el peso vivo final (Kocabagli,
2001) y la ganancia de peso (Godoy et al., 2002), pero que no interfiere con la conversion
alimentaria (Ahmadi y Rodehutscord, 2012; Peceros, 2015; Korinnaet al., 2015).

Sin embargo, Shang et al. (2015) encontraron que cuando a una dieta que contenia menos
calcio y fosforo que el recomendado se le adicionaba fitasa, esta nueva dieta tenia una
conversion alimentaria significativamente (P<0.05) menor en comparacion con la dieta
control, esto debido al enfoque del experimento, en donde la mayor biodisponibilidad de la
fuente de fosforo usada influyd directamente en los resultados productivos (Truong et al.,
2015; Uculmana y Vilchez, 2015).

4.2. Variables 6seas

Los resultados de las variables 6seas (peso, longitud y ancho de la tibia) asi como el

contenido de ceniza en tibia se presentan en el Cuadro 3y en los ANEXOS Iy IV.
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Cuadro 3. Efecto del uso de fitasas sobre la morfometria y mineralizacion dsea.

Dietas experimentales

Variables
Control Fitasa A Fitasa B
Peso de la tibia 21 dias, g 1.60% 1.540 1.712
Longitud de la tibia 21 dias, mm 62.09° 62.73° 64.372
Ancho de la tibia 21 dias, mm 5.712 5.592 5.712
Ceniza en tibia 21 dias, % 45532 4462 2 46.02 &

&b promedios significativamente diferentes no comparten la misma letra (P<0.05).

4.2.1. Peso de la tibia

El efecto de dos fitasas y una dieta control fue evaluado en el peso de la tibia a los 21 dias,
este presentd diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) con un resultado
numéricamente positivo hacia el Tratamiento 3. La fitasa B difiere significativamente
(P<0.0.5) de la fitasa A, es decir, con la Fitasa A se obtiene un mayor peso de tibia;
mientras que entre la dieta control y la fitasa B no existen diferencias significativas
(P>0.05), del mismo modo que entre la dieta control y la fitasa A tampoco se encontrd
diferencias significativas (P>0.05).Valores numéricos similares al peso de la tibia fueron
reportados por Applegate y Lilburn (2003), quienes obtuvieron un valor promedio de 1.670
g; ademés Uculmana (2015) y Peceros (2015) también encontraron valores similares al del

presente estudio.

Resultados similares al de la presente investigacion fueron reportados por Kocabagli
(2001), quien no encontro diferencias significativas (P>0.05) para el peso de la tibia entre
dietas con 300, 500 y 700 FTU/Kg de alimento y una dieta control libre de fitasas,
indicador de que el uso de fitasas no afecta significativamente el peso de la tibia
(Nagashiro, 2008).
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4.2.2. Longitud de la tibia

Al evaluar dos fuentes de fitasas y una dieta sin ellas, se encontro diferencias significativas
en la longitud de la tibia a los 21 dias de edad (P<0.05). La fitasa B difiere
significativamente (P<0.05) respecto a la dieta control y la fitasa A, es decir, con la Fitasa
B se obtiene una mayor longitud de tibia con respecto a la Fitasa A y también frente a una
dieta control; esto concuerda con Shim et al. (2011) quienes concluyeron que los pollos
que presentan una mayor tasa de crecimiento poseen huesos mas largos, anchos, pesados y
fuertes que aquellos pollos que presentan una menor tasa de crecimiento, y el tratamiento
que obtuvo los mayores pesos, también obtuvo los mayores valores para la longitud de la
tibia.

La tibia ha sido ampliamente estudiada debido a la sensibilidad a numerosas deficiencias
en la dieta (Leach y lilburn, 1992) y a su alta tasa de crecimiento en comparacion con otros
huesos largos (Buckner et al., 1950); ademas, la tibia es el hueso mas largo y el que tiene
la tasa de crecimiento mas alta en comparacion con el fémur y el tarso; este largo esta
estrechamente relacionado al peso del animal y este a su vez influenciado por el sexo
(Buckner et al., 1950).

A pesar de los resultados encontrados en la presente investigacion, Kocabagli (2001) no
encontré diferencias significativas (P>0.05) para el largo de la tibia con la adicion de

fitasas.

4.2.3. Ancho de la tibia

El ancho de la tibia no mostré diferencias significativas cuando se evalu6 dos fuentes de
fitasas y una dieta control; estos resultados concuerdan con Kocabagli (2001), quien
tampoco encontr6 diferencias significativas (P>0.05) en el ancho de la tibia cuando evalu6

3 niveles de fitasas y una dieta control; del mismo modo, Peceros (2015) tampoco encontrd
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diferencias significativas entre sus tratamientos, los cuales incluian el uso de fitasas y

vitamina D.

Segun Baranova et al. (2008; citado por Peceros, 2015) la relacion calcio:fésforo no afecta
significativamente el ancho de los huesos. Ademas, en los estudios de Sebastian et al.
(1996; 1998) tampoco se encontraron diferencias significativas en el ancho de los huesos;
posiblemente debido a que ni siquiera un cambio en la relacion de calcio:fosforo afecte

significativamente (P>0.05) esta variable (Uculmana, 2015a; 2015b).

Williams et al. (2000a) hicieron un estudio en el que comparaban el ancho de la tibia en
dos lineas genéticas de pollos de engorde (linea del afio 1972 y una linea actual),
encontrando que existe una diferencia significativa en el ancho de este hueso con respecto
a la linea genética; a los 18 dias reportaron una longitud de 5.0 y 3.8 mm para las lineas
genéticas de 1972 y la moderna respectivamente, indicativo de la reduccién significativa

del ancho de este hueso con el paso del tiempo.

4.2.4. Contenido de ceniza en tibia

El contenido de ceniza en tibia no mostré ser influenciado significativamente por los
tratamientos; esto indica que el uso de fitasas en la dieta no afecta la mineralizacion 0Osea,
principal variable a evaluar cuando se trabaja con niveles de calcio, fosforo, vitamina D y/o

fitasas (Ammerman et al., 1995).

Investigaciones concuerdan con lo encontrado en la presente investigacion ya que
muestran que el uso de fitasas no afecta significativamente el contenido de ceniza en tibia;
asi, Walk et al. (2012), no encontraron diferencias significativas cuando adicionaron
distintas dosis de fitasas a dietas con distintas relaciones calcio: fosforo; otro caso es el de
Onyango et al. (2005), quienes tampoco encontraron diferencias significativas al usar
distintas dosis e incluso superdosis de fitasas en la dieta de pollos de 8 a 21 dias de edad.

Ademas, en un estudio realizado por Ahmad et al. (2000) concluyen que pollos
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alimentados con una dieta conteniendo fitasa, con nivel normal de calcio y bajo de fosforo
no fitico (0.36 %) obtuvieron similar (P>0.05) contenido de ceniza en el hueso en relacion

a pollos alimentados con una dieta conteniendo niveles normales de calcio y fosforo.

Sin embargo, investigacion como la de Godoy et al. (2002) no concuerda con los
resultados encontrados en el presente estudio, ellos si encontraron diferencias significativas
(P<0.05) en el contenido de ceniza en tibia de las aves alimentadas con diferentes niveles
de fosforo y de incorporacién de fitasas; Kocabagli (2001) también encontr6 diferencias
significativas (P<0.05) cuando evalud 3 niveles de fitasas comerciales frente a una dieta
control, en este estudio se evidencié que los diferentes niveles de fitasas tuvieron un
resultado estadisticamente similar (P>0.05), pero cada una de estas dietas fue
significativamente diferente (P<0.05) y superior a la dieta control, lo que demuestra que el
uso de fitasas mejora y/o incrementa el contenido de ceniza en tibia, ya que el fosforo
liberado del insumo vegetal es méas biodisponible que el fésforo inerte (Ammerman et al.,
1995; Yi et al., 1996; Nagashiro, 2008).

4.3. Variables de integridad esquelética

Los resultados de las variables de integridad esquelética (necrosis de cabeza femoral,
discondroplasia tibial y capacidad para caminar) se muestran en el Cuadro 4 y en el
ANEXO V.

Ninguna de las variables de integridad esquelética present0 diferencias significativas, lo
que indica que el uso de fitasas en la dieta no causa alteraciones esqueléticas negativas en
el pollo de engorde. Es importante el uso de las variables de integridad esquelética en
estudios que incluyan niveles de calcio, fosforo, vitamina D y/o fitasas, para asegurar que
resultados de investigaciones en este campo se repliquen en situaciones comerciales
(Uculmana, 2015a). Existen pocas investigaciones en las que se haya empleado variables
de integridad esquelética cuando se ha probado la eficacia de las fitasas (Peceros, 2015),

incluso, en estudios recientes (Uculmana, 2015a) se recomienda su utilizacion.
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Cuadro 4. Efecto del uso de fitasas sobre la integridad esquelética

Dietas experimentales

Variables
Control Fitasa A Fitasa B
Necrosis de cabeza femoral 1.1028 1.042 1.042
Discondroplasia tibial 1.124 1.192 1.314
Capacidad para caminar 5.302 5.252 5.122

2 Promedios iguales estadisticamente comparten la misma letra (P>0.05).

4.3.1. Necrosis de cabeza femoral

La necrosis de la cabeza de fémur, al ser evaluada con dos fitasas y una dieta control, no
mostro ser afectada significativamente por los tratamientos, a pesar de ser uno de los
mayores problemas que afronta la avicultura moderna (Whitehead, 2009). Es importante su
medicion en experimentos de este tipo ya que se permite tener un panorama mas amplio

acerca de la integridad esquelética (Martinez, 2012; Peceros, 2015; Uculmana, 2015a).

La patologia conocida como necrosis de cabeza femoral solo se reportd en casos leves para
todos los tratamientos, posiblemente debido a que en situaciones de laboratorio esta
patologia no se exprese adecuadamente, ya que necesita de una disbacteriosis a nivel de
tracto gastrointestinal para que las bacterias se trasloquen al area entre la cabeza del fémur
y el acetabulo (Whitehead, 2009; Martinez, 2012).

4.3.2. Discondroplasia tibial

Al evaluar la discondroplasia de la tibia con dos fitasas comerciales y una dieta sin ella, no
se encontro diferencias significativas entre los tratamientos. En general, no se reportd casos

severos de discondroplasia tibial para los tres tratamientos. Lo que se queria reportar al
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evaluar esta variable es el hecho de que el uso de fitasas no presente complicaciones a
nivel de esta patologia 6sea, por lo que su uso en dietas comerciales es viable (Roberson et
al., 2000), encontrandose incluso tendencias numéricas a presentarse menos casos 0 casos
mas leves de discondroplasia tibial en dietas que contienen fitasas (Whitehead, 2009); algo
importante que cabe resaltar en este punto es que la discondroplasia es una patologia 6sea
(Whitehead, 2009) que puede presentarse en todos los huesos largos del ave; sin embargo,
su uso amplio a nivel de tibia se da porque este hueso es el que tiene la mayor tasa de
crecimiento en comparacion con el fémur y el tarso (Uculmana 2015a, 2015b, 2015c).
Cabe mencionar que en la busqueda de bibliografia referida al uso de fitasas en dietas de
pollos de engorde, no se encontrd que la discondroplasia tibial haya sido tomada como
criterio de evaluacién, por lo que los datos encontrados pueden servir de contraste para

futuras investigaciones en este rubro.

4.3.3. Capacidad para caminar

La capacidad para caminar de las aves no se vio afectada significativamente (P>0.05)
cuando se evalud dos fitasas y una dieta control. Peceros (2015) tampoco encontro
diferencias significativas en cuanto a la capacidad para caminar cuando utilizd una dieta

con fitasa y sin ella.

En estudios previos se reporta que la capacidad para caminar se ve afectada
significativamente (P<0.05) cuando la relacion calcio a fosforo se encuentra por debajo de
1.55 (Uculmana, 2015a; 2015b), pero en el presente estudio no se reportd casos severos de
problemas a nivel locomotor, ya que las dietas, suplementadas con fitasas o no, cumplian

con los requerimientos nutricionales de las aves en desarrollo.

A pesar que los problemas esqueléticos terminan en un deterioro en la capacidad para
caminar (Whitehead, 2009), no hay muchos estudios que utilicen esta variable de
respuesta; sin embargo, se ha recomendado su uso para tener un panorama mas amplio

sobre el estado de salud 6sea en las parvadas de pollos de engorde (Uculmana, 2015a).

31



V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realizé el presente estudio se concluye lo siguiente:

El uso de fitasa no afecta el consumo de alimento ni la conversion alimentaria; sin
embargo, si afecta al peso vivo y en esta Ultima variable los tratamientos con incorporacién

de fitasa resulta ser mejores que el control.

El uso de fitasas afectd el peso de la tibia y la longitud de la misma, en este sentido, la
Fitasa B tuvo el mayor peso de tibia y la mayor longitud de tibia con respecto a los otros
tratamientos; ademas, no se encontrd diferencias ni para el ancho de la tibia ni para el

contenido de ceniza en tibia.

El uso de fitasas no afectd a las variables de integridad esquelética como la capacidad para
caminar, discondroplasia tibial y necrosis de cabeza femoral, con respecto al control.



VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se recomienda lo siguiente:

Utilizar fitasa en la dieta para tener una mayor respuesta productiva, mayores valores de

morfometria dsea y una adecuada integridad esquelética.

Evaluar la Fitasas A y B en alimento peletizado y en suplementaciones mayores a las

indicadas en el presente estudio.

Utilizar variables de integridad esquelética para predecir el comportamiento de las aves en

situaciones comerciales.
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VIiIl. ANEXO



ANEXO I.  Evaluacion nutricional del alimento inicio y crecimiento (LENA — 2015).

Tipo de Alimento P, % Ca, %
Inicio-T1 0.66 1.22
Inicio-T2 0.38 0.93
Inicio-T3 0.49 0.99
Crecimiento — T1 0.63 1.09
Crecimiento — T2 0.52 0.84
Crecimiento T3 0.56 0.90
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ANEXO Il. Variables productivas a los 21 dias
‘ . . Consumo 21 Qonvers_ién
Trat. Repet. Peso 7 dias Peso 14 dias Peso 21 dias dias allmen,tarla 21
dias
Unidad g g g g a/g

P (probabilidad) 0.021 0.003 0.008 0.593 0.962
1 1 170.80 394.80 808.60 1092.80 1.24
1 2 166.40 418.40 827.80 1081.35 1.31
1 3 176.00 448.60 884.20 888.40 1.24
1 4 178.80 438.20 812.50 1072.00 1.14
1 5 172.00 448.20 782.60 989.75 1.25
1 6 154.60 391.00 800.25 1026.60 1.28
1 7 170.60 435.00 815.80 986.80 1.12
1 8 164.80 400.20 822.20 1093.00 1.19
1 9 180.60 433.80 870.20 975.60 1.18
1 10 161.20 428.20 864.20 957.60 1.20
1 11 159.40 405.00 817.25 1104.00 121
1 12 177.20 460.20 879.80 925.60 1.14
1 13 171.80 409.40 792.50 1005.00 1.15
Promedio T1 169.55 423.92 829.07 1015.27 1.20
2 1 183.60 417.00 824.25 1077.40 121
2 2 175.60 460.25 901.25 949.60 1.22
2 3 175.20 398.60 714.00 921.25 1.15
2 4 158.60 444.00 823.60 1008.60 1.24
2 5 180.20 419.40 883.20 1096.80 1.18
2 6 178.60 445.00 824.00 1012.80 1.23
2 7 171.40 467.00 947.40 993.80 1.15
2 8 172.00 449.20 898.80 1052.60 1.22
2 9 165.60 417.60 803.60 1009.20 1.29
2 10 176.00 482.20 888.60 1086.40 1.15
2 11 172.00 419.00 781.20 1095.40 1.22
2 12 191.20 472.40 897.60 1055.60 1.19
2 13 184.80 471.80 901.60 1066.85 1.18
Promedio T2 175.75 443.34 853.01 1032.79 1.20
3 1 181.60 474.20 937.80 1155.00 1.22
3 2 184.40 463.80 919.00 1070.20 1.19
3 3 172.40 462.20 902.20 1061.40 1.23
3 4 195.60 451.20 862.40 1046.20 1.19
3 5 178.60 467.80 909.60 899.60 1.05
3 6 179.40 443.20 860.00 972.20 1.20
3 7 173.80 460.80 876.60 1081.40 1.24
3 8 175.80 468.80 893.60 1047.15 1.27
3 9 188.80 491.00 942.20 1065.00 1.19
3 10 173.20 410.20 800.60 1102.60 1.22
3 11 169.60 447.20 882.80 1075.40 1.20
3 12 167.80 429.80 861.00 963.20 1.17
3 13 182.00 504.60 927.40 990.80 1.21
Promedio T3 178.69 459.60 890.40 1040.78 1.20
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Variables 6seas a los 21 dias

ANEXO I11.
Peso de Longitud | Ancho
Trat | Repet | latibia .d.e la .d? la
21 dias tlbl,a 21 tlbl,a 21
dias dias
Unidad g mm Mm
P
(probabilidad) 0.022 0.003 0.492
1 1 1.67 62.50 5.63
1 2 1.64 59.62 6.84
1 3 1.73 61.11 5.93
1 4 1.24 60.54 5.10
1 5 1.23 57.24 5.30
1 6 1.50 60.16 5.79
1 7 1.73 66.93 5.90
1 8 1.81 64.37 5.71
1 9 1.50 64.87 5.70
1 10 1.87 66.67 5.90
1 11 1.40 59.52 6.16
1 12 1.64 61.12 5.91
1 13 1.54 61.22 6.04
1 14 1.60 62.69 5.26
1 15 1.43 59.16 5.55
1 16 1.81 65.11 6.07
1 17 1.28 61.40 4.89
1 18 1.62 62.29 5.83
1 19 1.75 64.56 5.53
1 20 1.86 62.76 6.17
1 21 1.66 62.18 5.57
1 22 1.77 63.03 6.29
1 23 1.54 57.29 5.09
1 24 1.57 61.72 5.70
1 25 1.43 62.28 4.85
1 26 1.80 64.10 5.90
Promedio T1 1.60 62.09 5.71
2 1 2.09 68.05 6.44
2 2 1.44 62.69 5.34
2 3 1.99 66.19 6.31
2 4 1.88 65.58 5.98
2 5 1.53 64.19 5.35
2 6 1.31 59.44 5.50
2 7 1.35 62.34 4.82
2 8 1.62 62.96 5.93
2 9 1.91 65.64 5.69
2 10 1.44 61.57 5.48
2 11 1.20 60.37 4.92
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2 12 2.02 66.92 5.81
2 13 1.50 62.47 5.81
2 14 151 62.26 6.06
2 15 1.50 61.73 5.78
2 16 1.82 66.09 5.95
2 17 1.35 60.62 5.28
2 18 151 61.69 5.13
2 19 1.08 56.25 5.39
2 20 1.26 60.31 5.31
2 21 1.63 64.38 5.68
2 22 1.50 62.27 5.90
2 23 1.35 60.61 5.64
2 24 1.32 58.12 5.21
2 25 1.61 64.51 5.40
2 26 1.41 63.65 5.36
Promedio T2 1.54 62.73 5.59
3 1 1.99 66.64 5.75
3 2 1.72 62.78 5.91
3 3 1.80 65.70 5.75
3 4 1.61 66.46 5.32
3 5 1.99 63.43 5.73
3 6 1.82 66.15 5.96
3 7 1.56 60.76 5.57
3 8 1.70 65.51 5.59
3 9 2.08 67.58 5.96
3 10 1.99 64.54 6.65
3 11 1.35 61.73 5.04
3 12 1.67 65.32 6.12
3 13 1.57 64.67 5.14
3 14 1.77 64.36 5.54
3 15 1.71 66.99 5.69
3 16 1.34 62.16 5.42
3 17 1.73 64.02 5.59
3 18 1.48 64.58 5.35
3 19 2.04 67.37 6.15
3 20 1.64 64.10 5.69
3 21 1.74 64.46 6.01
3 22 1.55 62.18 4.98
3 23 1.72 63.48 5.99
3 24 1.65 63.53 6.15
3 25 1.48 61.06 5.63
3 26 1.82 63.97 5.77
Promedio T3 1.71 64.37 571




ANEXO IV. Variables de integridad esquelética a los 21 dias

Trat. Repet. Necrosis de Discon_d_roplasia Capacid_ad para
cabeza femoral tibial caminar
Unidad Escala escala escala
P (probabilidad) 0.693 0.355 0.384

1 1 1.00 1.00 5.60
1 2 2.00 1.00 5.20
1 3 1.00 1.00 5.00
1 4 1.00 1.50 5.50
1 5 1.25 1.00 4.40
1 6 1.00 1.00 5.50
1 7 1.00 1.00 4.60
1 8 1.00 1.00 5.60
1 9 1.00 1.00 5.80
1 10 1.00 1.00 5.40
1 11 1.00 1.00 5.75
1 12 1.00 1.50 5.00
1 13 1.00 1.50 5.50

Promedio T1 1.10 1.12 5.30
2 1 1.00 1.00 5.00
2 2 1.00 1.00 5.00
2 3 1.00 2.50 5.40
2 4 1.00 1.00 5.40
2 5 1.00 1.00 5.20
2 6 1.00 1.00 5.25
2 7 1.00 1.00 5.00
2 8 1.00 1.00 5.80
2 9 1.00 1.00 5.40
2 10 1.00 1.50 5.60
2 11 1.00 1.00 5.00
2 12 1.50 1.50 4.40
2 13 1.00 1.00 5.80

Promedio T2 1.04 1.19 5.25
3 1 1.00 2.00 5.20
3 2 1.00 1.50 5.60
3 3 1.00 1.50 5.00
3 4 1.00 1.00 4.40
3 5 1.00 1.50 5.00
3 6 1.00 1.00 5.60
3 7 1.50 1.00 5.40
3 8 1.00 1.00 5.80
3 9 1.00 1.00 3.40
3 10 1.00 1.50 5.80
3 11 1.00 1.50 4.60
3 12 1.00 1.50 5.40
3 13 1.00 1.00 5.40

Promedio T3 1.04 1.31 5.12
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ANEXO V. Contenido de ceniza en tibia a los 21 dias

Trat. Repet. Ceniza en tibia 21 dias

Unidad %

P (probabilidad) 0.235
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ANEXO VI. Contenido nutricional de la Fitasa A

La Fitasa A aporta 6-fitasa (10.000 FTU / g) con una forma de producto obtenida mediante
una nueva tecnologia GT (Granulado Termoestable) patentada por Novozymes, que le
confiere mayor estabilidad y resistencia a las altas temperatura de granulacion (hasta

95°C), manteniendo una efica dptima en el aparato digestivo de las aves y de los cerdos.

La fitasa A tiene una excelente fluidez para una correcta dosificacion, alto nimero de
particulas para una mejor homogenizacion (14.000 particulas/g y 500 um de diametro
medio) y esté libre de polvo para un manejo mas seguro durante el proceso de fabricacion

y suministro del pienso.

Cuadro. Matriz Nutricional de la Fitasa A

Nutriente, % Fitasa A
Faosforo disponible 1300
Calcio 1430
Sodio 300
Proteina Total 3650
Energia Metabolizable, Kcal/kg 450140
Lisina 150
Metionina 33
Cisteina 297
Metionina + Cisteina 330
Treonina 290
Triptofano 170
Isoleucina 220
Arginina 110
Valina 200
Glicina + Serina 490
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Nota: El contenido nutricional de la Fitasa B aln no esté disponible ya que el producto no

esta a la venta y se encuentra en evaluaciones para su comercializacion.

Cuadro. Matriz Nutricional de la Fitasa B

Nutriente, % Fitasa B
Fdsforo disponible 1460
Calcio 1776
Proteina Total 2552
Lisina digestible 108
Metionina digestible 41
Metionina + cisteinadig 65
Treonina digestible 65
Triptofano digestible 18
Isoleucina digestible 105
Arginina digestible 103
Valina digestible 108
Energia Metabolizable, Kcal/kg 750416
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