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RESUMEN

MODIFICACION DE VARIABLES DE LA DEGRADACION Y FERMENTACION in
vitro E in situ DE UNA DIETA CON UNA FITASA EXOGENA PARA
BORREGOS EN CRECIMIENTO

Laura Haydée Vallejo Hernandez.

Colegio de Postgraduados. Ganaderia

Tres dosis de enzima fitasa Ronozyme-HiPhos® (DSM Nutritional Products 5000
FTU g'l) (0, 540 y 720 g fitasa t'l) se evaluaron en un dieta concentrada (70%
grano de sorgo y 16.9% gluten de maiz), para determinar si la inclusion de la
enzima modifica las variables de degradacion y fermentacion de la dieta. Muestras
de dietas fueron incubadas durante 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h, para identificar cambios
en degradacion in vitro de materia seca (DIVMS), pH, nitrégeno amoniacal (N-
NH3), fosforo (P) en medio de incubacion, produccion de gas y acidos grasos
volatiles (AGV); el disefio experimental fue de bloques al azar generalizados.
Ademas se realiz6 una prueba in situ, en la cual se utilizaron 6 borregos criollos
(40 = 2 kg PV) con céanula en rumen y duodeno, para determinar cambios en
consumo de materia seca (CMS), pH y concentracion de AGV en liquido ruminal,
N-NH; y P en liquido ruminal y duodenal, excrecion de P en heces y orina,
concentracion de P en plasma sanguineo. Se tomaron muestras del rumen y
duodeno a las 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h, y el disefio experimental fue un Cuadro
Latino 3x3 repetido. Los datos fueron analizados con el procedimiento GLM de
SAS (v 9.2), y se compararon las medias de tratamientos usando la prueba de
Tukey (P<0.05). El contenido de P fitico en la dieta fue 67.74 % del P total. No se
observaron diferencias (P>0.05) en ningun horario de incubacion para DIVMS,
produccion de gas, N-NH3, AGV o P en medio de incubacion. La inclusion de la
enzima no modificé (P>0.05) la excrecion de MS (197.30, 184.36 y 172.52 g d'lg,
digestibilidad aparente (81.33, 82.90 y 83.75 %), pero si el CMS (1053.32%,
988.70°, 1141.322 g d'l). No se encontraron diferencias en pH, N-NH3; o P en
liguido ruminal y duodeno. La relacion acético:propionico se invirtio (0.73:1, 0.70:1
y 0.67:1, en promedio). La concentracion de P en orina o plasma sanguineo no
cambio, pero si en heces (2.322, 2.01% y 1.85° %P g'MS). La disminucion de P
en heces puede reducir el efecto de este mineral como contaminante.

Palabras clave: Fitasa, fitato, fésforo, borregos.



ABSTRACT

MODIFICATION OF VARIABLES OF DEGRADATION AND FERMENTATION in
vitro AND in situ OF A DIET WITH EXOGENOUS PHYTASE ON GROWING
SHEEP

Laura Haydée Vallejo Hernandez

Colegio de Postgraduados. Ganaderia

Three doses of phytase enzyme Ronozyme-HiPhos® (DSM Nutritional Products
5000 FTU g™ (0, 540 and 720 g phytase t*) were evaluated in a concentrate diet
(70 % sorghum, 16.9 % corn gluten) to determine if the inclusion of the enzyme
modifies the degradation and fermentation variables of the diet. Diet samples were
incubated for 3, 6, 9, 12, 24 and 48 h, to identify changes of dry matter in vitro
degradation (DMIVD), pH, ammonia nitrogen (NHs-N), phosphorus (P) in the
incubation medium, gas production and volatile fatty acids (VFA); the experimental
design was randomized complete block. Besides, an in situ trial was carried out, in
which six Criollo lambs (40 £ 2 kg BW) with ruminal and duodenal cannula were
used to determine changes in dry matter intake (DMI), pH and VFA concentration
in ruminal fluid, NH3-N and P in ruminal and duodenal fluid, P excretion in feces
and urine, and P concentration in blood plasma. Ruminal and duodenal samples
were taken at 3, 6, 9, 12, 24, 48 and 72 h; the experimental design was a 3x3
repeated Latin Square. Data were analyzed using the GLM procedure of SAS (v
9.2), and treatment means were compared using the Tukey test (P < 0.05). The
content of phytic acid in the diet was 67.74 % of total P. No differences (P> 0.05)
at any time of incubation for IVDMD, gas production, N-NH3, AGV or P in the
incubation medium were observed. The inclusion of the enzyme did not change
(P>0.05) excretion MS (197.30, 184.36 and 172.52 g d™), apparent digestibility
(81.33, 82.90 and 83.75 %), but the CMS was affected (1053.32ab, 988.70°,
1141.32% g d™1). No differences in pH, N-NHs or P in ruminal and duodenum fluid
were observed. The ratio acetic:propionic reversed (0.73:1, 0.70:1 and 0.67:1, on
average). The concentration of P in urine or blood plasma exchange, but in feces
was affected (2.32 2, 2.01%* and 1.85° % P g'1 MS). Decreased fecal P can reduce
the effect of this mineral as a contaminant

Keywords: Phytase, phytate, phosphorus, lambs.
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1. Introduccidn

Los aditivos alimenticios en dietas para rumiantes mejoran la utilizacién de los
nutrientes. Las fitasas son usadas para aumentar la biodisponibilidad de fosforo
(P) que es baja (30 a 40 %) debido a que se encuentra como &cido fitico (Perney
et al., 1993). En la mayoria de los granos de cereales y semillas de oleaginosas,
el acido fitico enlaza hasta 70 % del P del ingrediente (Angel et al., 2002).

En rumiantes, a pesar de que el acido fitico es hidrolizado por la fitasas
producidas por las bacterias ruminales. Cuando el rumiante se alimenta con dietas
con alto contenido de granos de cereales la actividad fitasica es insuficiente, por lo
cual el P inorganico sale del rumen, no se absorbe en el intestino y es excretado
como P fecal. EI P en heces y orina se deposita en el suelo y es lixiviado por el
agua de lluvia a los mantos acuiferos provocando la eutrofizacibn de aguas
superficiales (Satter, 2003; Knowlton et al., 2004; Valk et al., 2002).

La adicién de fitasas exdgenas en dietas para rumiantes reduce el contenido
de P fecal, lo cual se atribuye a una mayor hidrdlisis ruminal del &cido fitico y por
tanto, de la concentracion de P disponible para los microorganismos ruminales,
estos incorporan el P a su metabolismo en la sintesis de ATP, como cofactor
enzimatico o constituyente de proteinas y fosfolipidos lo cual puede favorecer la
sintesis de proteina microbiana, y por ende aumentar la eficiencia de degradacion
o fermentacion de sustratos alimenticios (Ramirez-Pérez y Meschy 2005). No
obstante, no se ha determinado si la adicion de la enzima modifica estas variables

ruminales.

2. Ovinocultura en México

La poblacion de ovinos en México ocupa el quinto lugar del inventario nacional
con 8,219,388 animales; detras de la poblacién de aves para carne y huevo
(510,132,758), bovinos para carne y leche (32,936,334), porcinos (15,547,260) y
caprinos (9,004,337). En el pais, el Estado de México cuenta con mayor poblacién
de ovinos: 1,307,371 animales, seguido por Hidalgo con 1,099,773 y 1,229,649

en los estados del centro de la Republica Mexicana, es decir, mas de una tercera



parte de la poblacion nacional de ovinos se encuentra en la zona centro del pais
(SIAP, 2011).

En 2008 hubo una produccion nacional de 51,275 ton de carne en canal de
ovino y de 4,509 t de lana sucia, en el Estado de México la produccion de carne
en canal fue de 7,649 t (SIAP, 2011).

La Coordinacion General de Ganaderia (SAGARPA 2005) reporté un consumo
nacional aparente (CNA) de carne de ovino de 85,965 t y una produccion de
46,299 t, es decir, el 46.2 % del CNA corresponde a carne importada,
principalmente de Australia y Nueva Zelanda.

En cuanto a los sistemas de produccion; solamente 20 % de las unidades de
produccion se consideran como tecnificadas o semitecnificadas, correspondiendo
el resto a un sistema tradicional o de traspatio. Aproximadamente el 80 % del
rebafio ovino nacional pertenece a productores de escasos recursos con bajo
nivel tecnolégico y con muchas limitantes, mientras que el 95 % del inventario
nacional esta formado por ovino criollo (Hernandez, 1996). El INEGI, en el Censo
Agricola, Ganadero y Forestal de 2007 reporté 53,338 unidades de produccion
ovina en México, de las cuales 34 % ofrecen alimento balanceado y sélo 13 %
cuenta con asistencia técnica, de los 7,306,600 ovinos que el INEGI report6 para
2007, 63 % vive en terrenos de la vivienda, es decir, en un sistema productivo

familiar.

3. Sistemas de produccioén de ovinos

La clasificaciéon de los sistemas de produccion agropecuaria en paises en
desarrollo, se basa en los siguientes criterios: 1) la base de recursos naturales
disponible, 2) el patrén predominante de actividades agricolas y formas de
subsistencia de los hogares agropecuarios y 3) las principales tecnologias
empleadas (Hall, 2001). Ademas, Sere y Steinfeld (1996) han definido tres
principales sistemas de produccion pecuaria: sistemas de pastoreo, mixtos e
industriales; en los sistemas de pastoreo mas del 90 % de la materia seca
suministrada como alimento procede de pastos, pastizales y forrajes anuales, este

sistema representa 9 % de la produccion mundial de carne. En los sistemas



mixtos, los cultivos y la actividad ganadera estan integrados en la misma unidad
de produccion; en estos sistemas se genera el mayor porcentaje total de carne
(54 %) y leche (90 %) en el mundo y son los mas utilizados en la agricultura en
pequefia escala de numerosos paises en desarrollo. Por ultimo, en los sistemas
pecuarios industriales los que los animales estan separados de la tierra que
constituye la base de suministro de alimentos y de eliminacion de desechos;
dichos sistemas dependen de suministros externos de alimento, energia y otros
insumos y producen mas del 50 % de la produccién mundial de carne de cerdo y
aves de corral y 10 % de la carne ovina y bovina. El exceso de nutrientes
(nitrogeno y fésforo) debido a los importantes volimenes de consumo de
alimentos, puede generar problemas de eliminacién de estiércol y supone un
potencial riesgo de contaminacion de mantos freaticos superficiales y de terrenos
de cultivo.

Ademds, en México la produccion ovina tiene caracteristicas regionales. La
region Norte del pais basa su produccién en razas especializadas productoras de
carne y lana, bajo sistemas tecnificados. El ganado ovino en la region Centro es
especializado en produccion de carne y en su mayoria son cruzas de razas de
lana (Suffolk y Hampshire) y de pelo (Black belly, Pelibuey, entre otras), se
efectia de manera importante en zonas marginadas, en agostaderos y en
terrenos agricolas donde consumen los residuos de las cosechas. En la region
Sur y Sur-Sureste con caracteristicas tropicales se emplean generalmente razas
de pelo; en el tropico, la mayoria de los ranchos se destinan a mas de una
actividad, es decir, se encuentran bajo un sistema agrosilvopastoril, en la cual los
ovinos pastorean de manera conjunta con otras especies de ganado o cultivos

agricolas (Vilaboa et al., 2006).

3.1.Sistemas de pastoreo

La temperatura, precipitacion, radiacion solar, la época del afio y las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo condicionan el tipo, rendimiento y
calidad de la vegetacion, y esto a su vez modifica el aporte de nutrientes que

seran utilizados por los ovinos para crecimiento, produccion de carne, leche y



lana. De acuerdo con el tipo de vegetacion, asi como la tecnologia empleada, se

distinguen dos sistemas de pastoreo: en agostadero y tecnificado.

3.1.1. Pastoreo en agostadero

Los agostaderos son areas con vegetacion nativa, que incluye miembros de
las familias poaceae, compositae, fabaceae, leguminosae y cactaceae, la calidad
del forraje depende de su estado fenolégico, variando el aporte de nutrientes con
la época del afo. La inversion de capital y mano de obra es reducida por
superficie o por cabeza de ganado (Gonzélez y Aguirre, 2005).

En un agostadero semiarido de Zacatecas, México; el aporte de proteina
cruda (PC) fue 10.6 % en verano y 6.17 % en invierno, la variacion de PC esta
asociada con la época de lluvias y el crecimiento vegetativo acelerado del pastizal;
por lo tanto, para mantener una aporte apropiado de proteina durante el afo, es
necesario complementar durante la época de secas (Stanko, 2002). Ademas la
baja disponibilidad y calidad del forraje en el invierno, aumenta el tiempo de
pastoreo 6 a 8 h hasta 10 a 12h, hecho que repercute en la productividad del
animal (Esqueda y Gutiérrez, 2009).

Aunado al problema que representa la estacionalidad, el sobrepastoreo de
agostaderos es un punto de conflicto y es necesario determinar la capacidad de
carga del agostadero, asi cuando hay una condiciéon de pastizal de buena a
excelente serd posible mantener una borrega de 50 kg en una superficie de entre
1.0 y 1.25 ha, pero cuando la condicién sea regular en el pastizal se requerira
entre 1.5y 1.75 ha. En los casos de pastizales en condicion pobre se requeriran al
menos 2.0 ha para poder sostener una borrega y podra incluso requerirse una
mayor superficie de acuerdo con el grado de deterioro del agostadero (Esqueda y
Gutiérrez, 2009). La estacionalidad y baja carga animal representan una baja
productividad y sostenibilidad del sistema debido a la poca tecnificacion (Gonzélez
y Aguirre, 2005), por lo cual las alternativas para aumentar la produccion y
rentabilidad de este sistema recaen en la utilizacion de pastoreo rotacional,
manejo adecuado de la carga animal y complementacion de la alimentacion en

comedero.



3.1.2. Pastoreo tecnificado

Este pastoreo se desarrolla en areas poco extensas, donde generalmente la
vegetacion esta compuesta por especies introducidas, en una asociacion de
gramineas con leguminosas. La carga animal es alta y el tiempo de ocupacién es
corto, por lo cual es necesario realizar un sistema de rotacion de potreros. Lo
anterior promueve el desarrollo regenerativo de la vegetacion y el suelo,
disminuye el desperdicio o subutilizacion del forraje y permite que el pastoreo se
realice de manera adecuada en las etapas fenoldégicas del forraje, donde se
optimice el aporte de nutrientes de acuerdo a los requerimientos de los ovinos por
etapa productiva y de manera constante durante todo el afio. Lo anterior hace a
este sistema rentable y sustentable. La produccion de forrajes no depende de la
estacionalidad pues las praderas estdn generalmente bajo sistemas de riego y
asimismo por el uso de especies perennes, como alfalfa (Medicago sativa), trébol
(Trifolium spp), pasto ovillo (Dactylis glomerata) y ballico (Lolium multiflorum),

principalmente (Partida et al., 2013).

3.2.Sistemas industriales

La especializacién de las unidades de produccion ganaderas y la disminucion
de la superficie pastable por cambio en el destino productivo de la tierra, han
impulsado a los ganaderos a mantener a los ovinos en confinamiento. En este
sentido, para aumentar la produccion, los ovinos son alojados en instalaciones
acondicionadas de acuerdo con las necesidades fisiologicas, productivas y de
manejo. Es comun el uso de programas computarizados para la formulacion de
dietas y registros productivos, con los cuales se pueden predeterminar los tiempos
y costos de cada etapa productiva. Ademas hay acceso a asistencia médica y
técnica especializada, y por lo tanto, manejos sanitarios integrales y técnicas de
reproduccion (sincronizacion de estros, inseminacion artificial, etc.), que permiten
tener grupos homogéneos en edad y etapa fisioldgica.

En este sistema los ovinos, generalmente de razas especializadas, son
alimentados a libre acceso con dietas formuladas para cubrir los requerimientos

de nutrientes (de acuerdo a peso, edad, sexo). En el periodo de engorda, la base



de la alimentacion son granos de cereales y subproductos energéticos y es
frecuente el uso de modificadores del metabolismo (Partida et al., 2013). Utiliza
suministros externos, dependiendo asi de las fluctuaciones del precio de
ingredientes, medicamentos y otros insumos. Aunado al factor econémico, otra

desventaja es el manejo de desechos, principalmente del estiércol.

3.3.Sistemas mixtos

La produccion se basa en una combinacién del pastoreo con el confinamiento
en corral, que se hace de acuerdo con los requerimientos alimenticios de los
ovinos (Partida et al.,, 2013); responden a la necesitad de complementar el
consumo de nutrientes de animales en pastoreo. En algunas ocasiones se utilizan
alimentos energéticos como granos de cereales o alimentos comerciales, aunque
también es comun el uso de henos, esquilmos, rastrojos, etc. y también un

suplemento de minerales.

4. Fosforo

4.1 Importancia del fésforo en el organismo

Los minerales esenciales tienen una funcidon importante en la alimentacion
animal, su disponibilidad y asimilacién se refleja en el comportamiento productivo
y en el contenido de estos minerales en heces. Las funciones del P son
estructurales, como componente principal del tejido 6seo. Entre 80 y 85 % del P
presente en el organismo animal se localiza en los huesos como cristales de
hidroxiapatita, fosfato calcico y fosfato de magnesio; del 15 al 20 % restante,
coémo P inorganico en tejido muscular, nervioso y fluidos intra y extracelulares,
particularmente en glébulos rojos (Pizzani, 2005). EI P se encuentra en la
estructura de membranas celulares (fosfolipidos); interviene el metabolismo vy
transporte de lipidos, en el metabolismo energético, como adenosin trifosfato
(ATP), adenosin difosfato (ADP), adenosin monofosfato (AMP) y fosfato creatina;
en la sintesis de proteinas (como fosfato de acidos nucleicos, ARN y ADN); en
varios sistemas enzimaticos (cocarboxilasa, flavoproteinas, ADN) (Church y Pond,

1977); en el proceso de sefializacion celular (Hill et al, 2008); mantiene la presion



osmotica y el equilibrio acido basico en combinacién con otros elementos (Pizzani,
2005).

Ademas, para los microorganismos ruminales el P es esencial para su
desarrollo, es indispensable para el metabolismo bacteriano, se requiere para
degradacion de carbohidratos estructurales y para sintesis de proteina microbiana
(Burroughts et al., 1951, Durand et al., 1987). Ramirez-Pérez y Meschy (2005),
reportaron que la deficiencia de P en cultivos microbianos, altera los patrones de
degradacion (principalmente de la fibra), de fermentacion (disminuyendo la
utilizacion de N-NH3 y la producciéon de AGV y gas); al mismo tiempo no permitio

la sintesis de proteina microbiana.

4.2 Absorcion del fésforo en el tubo digestivo

En rumiantes, la absorcién de P se lleva a cabo en el intestino delgado,
principalmente en yeyuno y esta regulada por la accién de la vitamina D que
aumenta la permeabilidad de la membrana, aumentando asi la absorcién del
fosfato (Church y Pond, 1977). Respecto a la absorcion de P en rumen, no existe
informacién concisa, pero Yano et al (1991) observaron movimientos a través de
la pared del rumen, sin embargo las cantidades fueron minimas. La dinamica de
absorcion no ha sido posible determinarla pues la interaccion de P dietario y P
enddgeno, proveniente de la saliva, impide hacer una estimacion real de la

absorcion en rumen.

4.3 Aporte dietario de fosforo

Para cubrir el requerimiento de P en ovinos (0.16 a 0.38 %, segun el NRC
2007), se toman en cuenta tres principales fuentes: animal, vegetal y mineral
(geologico). De las fuentes de origen animal destacan las harinas de carne, de
pescado y de plumas (Summers, 1997) y a pesar de ser un buen ingrediente
tienen la desventaja que pueden significar un riesgo sanitario; mientras tanto, en
las fuentes geoldgicas (fosfato diaménico, ortofosfato de calcio, fosfato dicélcico,
etc) la disponibilidad del P depende de numerosos factores incluyendo la

naturaleza de la roca inicial y el proceso de fabricacion (De Blas et al., 2010). Es



decir, a pesar que la digestibilidad de estos productos se ha calculado del 96 a
100 % en rumiantes, el coeficiente de absorcién real sélo es 68 % (INRA 2007),
aunado a lo anterior, es importante considerar los costos de estas fuentes
minerales.

El valor nutricional del P vegetal depende de su porcentaje en P fitico y de la
actividad fitasica endogena de la materia prima. A mayor contenido en fitatos y
menor actividad de las fitasas endogenas, menor es la disponibilidad del P. El
contenido en P fitico es superior en granos de cereales y semillas de leguminosas
y representa aproximadamente 50 a 80% del P total del grano (De Blas et al.,
2010).

Aunque no se ha establecido un valor de requerimiento de P para los
microorganismos ruminales, Ramirez-Pérez y Meschy (2005) calcularon que se
requieren 4.3 g de P por kg de materia organica fermentable en rumen (MOFR)
para la sintesis de proteina microbiana y 6.9 g de P por kg MOFR para la
celuldlisis, siendo la saliva la principal fuente endégena de P para el medio
ruminal. Mientras que el aporte dietario del P depende de la alimentacion del
huésped, las bacterias ruminales pueden hidrolizar hasta 90 % del fitato en la
dieta, siempre que la proporcién de acido fitico sea menor a 50 % del total del P

en la dieta.

4.4 Acido fitico

El contenido de P en granos de cereales y oleaginosas es alto (0.27 a 0.37 %)
pero con baja biodisponibilidad para no rumiantes porque de 50 a 80 % del P del
grano esta combinado con inositol y algunos cationes, formando la molécula de
fitato (myo-inositol hexaquisfosfato (IP-6)); de 20 a 30 % forma compuestos como
fosfolipidos, fosfoproteinas y acidos nucleicos y 8 a 12 % estd como fosfatos
inorganicos (Hernandez et al., 2006).

El acido fitico es la principal forma de almacenamiento de P y glucidos en
semillas de cereales y oleaginosas, ademas puede estar ligado a proteinas,
almidon y diversos minerales, (Godoy y Chicco, 2005; Hernandez et al., 2006). El

acido fitico puede establecer fuertes uniones ionicas con minerales esenciales



formando quelatos insolubles que no pueden ser absorbidos por el organismo
(Hurrell et al., 1992); los radicales de &cido fosforico, presentes en la molécula de
acido fitico, tiene afinidad por cationes de hierro (Fe), calcio (Ca), cobre (Cu), zinc
(Zn) (Méndez, 1998). Una molécula de acido fitico puede unir de 3 a 6 moles de

Ca, haciendo no disponibles al P y Ca (Godoy y Chico 2005).

4.5 Efecto ambiental del fosforo excretado

La problemética que representa la necesidad de cubrir los requerimientos de P
en ovinos radica en el riesgo sanitario de las fuentes animales, la baja
biodisponibilidad del mineral en las fuentes vegetales; ademéas, el P no
biodisponible consumido por el animal es excretado en heces y orina, estos
residuos se depositan en el suelo y son lavados y drenados por accion del agua
de lluvia contaminando mantos freaticos, arroyos, lagos, rios y océanos. Aunque
si bien el exceso de P no impacta directamente a la salud humana, si afecta a los
ecosistemas acuéaticos, poniendo en riesgo el equilibrio ecolégico (Ramirez-Pérez
y Meschy, 2005) pues estimula el crecimiento de algas, las cuales utilizan el
oxigeno, deprimiendo la vida acuética y ocasionando la morbilidad de los peces
de estos habitats (Vallardi et al., 2002; Hatten et al., 2001; Kies et al., 2005; Hill et
al, 2008). El P disponible para las plantas acuaticas se considera frecuentemente
el factor clave que contribuye a la eutrofizacion acelerada de las aguas
superficiales (Pote, 2000).

La reduccion de P en la dieta reduce la excrecidon del elemento en heces y
orina, lo que puede contribuir a la disminucién de la contaminacién ambiental, sin
embargo, la deficiencia de este mineral es la causa de bajos indices productivos,
asi que una alternativa viable es aumentar la biodisponiblidad del P en fuentes

vegetales.

5. Fitasa
Las fitasas (mio-inositol hexofosfatohidrolasas) son enzimas con actividad
fosfomonoesterasa capaces de hidrolizar el &cido fitico para producir ortofosfato

inorganico y ésteres fosforicos (de inositol pentafosfato a inositol monofosfato, asi



como productos intermediarios) liberando finalmente mio-inositol (Frontela et al.,
2008).

Existen diferentes criterios para la clasificacion de las fitasas; basados en su
pH optimo, las fitasas se clasifican en fitasas acidas y alcalinas (Frontela et al.,
2008). Ademas, si se tiene en cuenta la posicion del carbono del anillo de myo-
inositol en la molécula de fitato por el cual la fitasa comienza el proceso de
desfosforilacion, se clasifican en 3-fitasa (E.C. 3.1.3.8), 6-fitasa (E.C. 3.1.3.26) y
5-fitasa (E.C. 3.1.3.72) (Durand et al., 1987).

La fitasa estd ampliamente distribuida en plantas y microorganismos,
especialmente hongos, en organismos superiores se encuentra en cantidades
insignificantes en el tubo intestinal. Las fitasas provenientes de microorganismos
se encuentran aquellas procedentes de hongos (Aspergillus sp), levaduras
(Saccharomyces y Peniophora) y Dbacterias (Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas). Estas fitasas siguen un cierto orden para la hidrélisis de la
molécula de fitato, es decir, después de ser liberado el grupo fosfato de la
posicion 3 de la molécula, continla en el siguiente orden, 4, 5, 6 y 2; la
temperatura 6ptima de estas enzimas se encuentra entre 60 y 70 °C, y presentan
una actividad en general elevada siendo de un minimo de 5000 unidades fitasa
(FTU) g* y pH o6ptimo de 2 a 5.5 (Ekelund et al., 2003), aunque existen
variaciones segun el microorganismo del cual procedan. La actividad fitdsica se
mide en unidades fitasa, definidas como la cantidad de fitasa que libera 1 pumol de
fosfato inorganico a partir de una disolucién 1 mM de fitato de sodio por minuto a
un pH de 5.5 y temperatura de 37 °C.

Las fitasas vegetales, debido a su baja estabilidad y al estrecho intervalo de
actividad de pH, son rapidamente inactivadas en el tubo digestivo de no
rumiantes, y su eficacia in vivo es baja. Por el contrario, algunas fitasas
microbianas tienen amplia estabilidad al pH y amplio intervalo de actividad-pH, por
lo que el fitato puede ser hidrolizado mas eficazmente en el tubo digestivo. La
actividad fithsica en ingredientes comunes, expresada en U kg'l, es para 1200
trigo, 2700 centeno, 1100 triticale, 580 cebada, 120 arroz, 12 maiz, 24 sorgo, 31
soya y 42 avena (Eeckhouty De Paepe, 1994).
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En rumiantes, la poblacion microbiana ruminal sintetiza fitasa, cataliza la
liberacion de grupos fosfato, a partir de acido fitico (Hill et al, 2008). Yanke et al
(1998) determinaron la actividad fitasica de algunos cultivos puros de bacterias
ruminales, encontrando que la mayor actividad de la enzima se encuentra en
Selenomonas ruminantium (125 U ml* de actividad fitasica), Megasphaera
elsdenii, Prevotella ruminicola, Mitsuokella multiacidus, Treponema spp. El
incremento en la actividad fitsica responde a niveles altos de fitato presentes en
granos de cereales, comparado con el contenido en forrajes (Reddy et al., 1982).

Es probable que la actividad fitasica aumente al incrementar el fitato de la
dieta, pero disminuye al aumentar el P inorganico liberado de las moléculas del
acido fitico (Godoy y Meschy, 2001). Esta disminucidén se puede deber al efecto
de la inhibicion por la saturacion del P libre sobre la actividad de la enzima (Raun
et al., 1956). En contraste, Yanke et al (1998) aseveran que la inhibicién de la
actividad fitasica de las bacterias por fosfato parece poco probable debido a la

concentracion alta de fosfato libre que se encuentra normalmente en el rumen.

5.1.Uso de fitasa exdgena en alimentacién de no rumiantes

La fitasa utilizada como aditivo en la alimentacidén de cerdos y aves, hidroliza
los grupos fosfato del fitato y aumenta la disponibilidad de P (Kies et al., 2005) y
de otros nutrimentos ligados al &cido fitico (Vallardi et al., 2002). Se ha mostrado
que la digestibilidad de aminoacidos (AA) incrementa con la adicion de fitasa (Kies
et al., 2001); ademas mejora la retencién y utilizacion de algunos minerales
esenciales, como Zn Ca, N debido a que son liberados del complejo de P fitico
(Hatten et al., 2001), aumenta la utilizacion de P en pollos de engorda y gallinas
de postura, ademas de reducir la excrecion de P.

La adicién de fitasa en la dieta mejord la conversion alimenticia y porcentaje
de postura en gallinas alimentadas con dietas deficientes en P disponible; por lo
tanto, no fue necesaria la adicién de P inorganico. La fitasa puede sustituir 0.1 %
del P inorganico de la racion debido a que es capaz de liberar el P presente en
forma de P fitico (Vallardi, et al., 2002; Kies et al., 2005).
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La inclusion de fitasa microbiana en la dieta de no rumiantes aumenta la
disponibilidad de P a partir de fitato, asi como la absorcion de cationes
(minerales), proteinas y AA (van Doorn et al., 2004). Johnston et al (2004), al
adicionar fitasa y reducir Ca y P en dietas para cerdos, observaron un aumento en
la digestibilidad de AA y energia; ademas, la inclusion de fitasa en dietas

disminuye los requerimientos de AA y energia.

5.2.Uso de fitasa exdgena en alimentacion de rumiantes

Los rumiantes utilizan el P por la hidrélisis enzimatica, causada por las fitasas
producidas por los microorganismos del rumen y en menor proporcion, por las
fitasas propias de las fuentes de origen vegetal. La capacidad de los
microorganismos para hidrolizar el P fitico fue confirmada in vitro con méas del 90
% del P total hidrolizado (Morse et al., 1992).

La utilizacion de dietas con aproximadamente el 50 % del P fitico, se hidroliza
mas del 90 % por los microorganismos del rumen. Sin embargo, cuando se
utilizan dietas con altas concentraciones de fitatos (mas del 70 %), la actividad
fithsica de los microorganismos ruminales es limitante para degradar todo el fitato,
probablemente debido a la saturacion de su capacidad para hidrolizar el sustrato
(Godoy y Meschy, 2000).

Aungque existe poca informacion sobre el uso de fitasas en rumiantes, la
utilizacion de enzimas exdgenas en otros sustratos ha mostrado que bajo ciertas
condiciones pueden ser Utiles, por lo que su uso potencial no debe descartarse
(Buendia 2009a). Asi, se ha establecido relaciones entre la adicion de fitasa y la
disminucién de P geoldgico en la racion, sin tener diferencias en variables
productivas, pero si en la excrecion de P (Hankis-Herr et al., 2009). El efecto de la

enzima sobre indices productivos no es consistente.
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6. Hipotesis

La adicion de fitasa en dietas para borregos mejora la eficiencia de liberacion
de P a partir de acido fitico y a mayor biodisponibilidad de P, mejor
aprovechamiento por las bacterias ruminales, que se reflejard& mejorando las
variables de fermentacion y degradacion ruminal, asi como disminuir la presencia

del elemento en heces.

7. Objetivo

Evaluar el efecto de una fitasa exdgena sobre las variables de degradacion,

fermentacion y microbiologicas ruminales in vitro e in situ en borregos.

8. Materiales y Métodos

8.1 Localizacién

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Nutricion Animal, en el
Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana, asi como la Unidad
Metabdlica de ovinos, del Programa de Ganaderia, Recursos Genéticos y
Productividad en el Colegio de Postgraduados, carretera Los Reyes-Texcoco, km
36.5, Montecillo, Estado de México.

La determinacién de P en muestras de heces, liquido ruminal, orina y suero se
realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Animal del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENIDFyMA), del INIFAP, km 1
carretera a Colon, Ajuchitlan, Querétaro de Arteaga.

8.2 Prueba in vitro
Para determinar cambios en pH, liberacion de N-NHj;, produccién de AGV y
liberacion de P en el medio, fue realizada la primera fase de la técnica de Tilley y

Terry (1963): el indculo fue tomado de dos borregos Suffolk (peso vivo 95 + 1 kg
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PV) con canula ruminal alimentados ad libitum con una dieta concentrado:forraje
70:30, durante 15 d. Se realiz6 una mezcla de saliva de McDougall, pH 6.8, y
liquido ruminal (4:1), 50 mL se colocaron en tubos de polipropileno (100 mL) con
tapones y valvulas de Bunsen, que contenian 0.5 g de las dietas (Cuadro 1); CO,
fue agregado a cada tubo, que fue tapado para mezclar su contenido, colocado en
un bafio maria a 38°C, e incubado por 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h; por duplicado,
repetido cinco veces en el tiempo.

De muestras de las dietas se pesaron 0.5 g y se colocaron en bolsas F57 de
ANKOM® technologies, las cuales fueron incubadas en frascos de vidrio de
acuerdo con la técnica de produccion de gas descrita por Herrera (2013) por 3, 6,
9, 12, 24 y 48 h; por duplicado, repetido cinco veces en el tiempo. Al finalizar cada
periodo de tiempo, se midié por desplazamiento de liquido la produccién de gas y

la degradacion de materia seca.

8.3 Prueba in situ

En esta prueba se utilizaron 6 borregos criollos (39 kg + 2PV) alimentados y
alojados en jaulas individuales elevadas. Los borregos, con una canula en rumen
y duodeno, recibieron las dietas experimentales. Se obtuvo muestras de liquido
del rumen y duodeno (3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h después de la alimentacion) para
determinar los cambios en pH y N-NH; (Broderick y Kang, 1980), P y produccién
de AGV. EIl total de orina y heces se recolectaron para determinar la
concentracion de P. Los dias cuatro de cada periodo se tomaron muestras de
sangre, por puncién en vena yugular, para determinar P en plasma.

El consumo diario de alimento fue medido y se evalud digestibilidad aparente.
En muestras de la dieta y heces se determind la materia seca (MS), materia
organica (MO), cenizas (AOAC, 2003) y P segun Fiske y Subbarow (1925).

8.4 Analisis estadistico

Los datos de la prueba in vitro se asignaron a un modelo de bloques al azar
repetidos en el tiempo, estos datos fueron analizados con el procedimiento GLM
(SAS, 1997) y las medias se compararon con la prueba de Tukey (P<0.05) (Steel
y Torrie, 1996).
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El modelo estadistico para estas variables fue el siguiente;

Yijk =+ li + Bj + €ij i=1,2...t j=1,2,...,t
Dénde:

Yijk = variable respuesta en tratamiento !, repeticion J .
M = media general

li = efecto de tratamiento

Bj = efecto del bloque

€ij = error aleatorio

Para la prueba in situ se utilizé el disefio de cuadro latino 3 x 3 repetido. Los
datos fueron analizados con el procedimiento GLM (SAS, 2009) y comparacion de
medias con la prueba de Tukey (P<0.05) (Steel y Torrie, 1996). EI modelo
estadistico fue el siguiente;

Yijk: M+ S+ Hj+ Ck;|+t(|)+ Eijkl i=1,2...t =1,2,..,t k=1,2, ...t

Donde:
Yik = variable de respuesta en fila ;, columna ;, tratamiento
K = media general
Si = efecto de lafila ;
H; = efecto de la columna ;
Ck. = efecto del tratamiento ;anidado en el cuadro
T, = efecto del tratamiento ,
&ijk = error aleatorio
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9. Resultados y Discusion

La composicion de las dietas experimentales y sus valores nutricionales se

muestran en el Cuadro 1 y se aprecia que no hubo diferencias en los valores de

MS, MO, FDA, FDN y P. El aporte de P se encuentra en el intervalo 6ptimo segun

lo sugerido por el NRC (2007), es decir entre 0.16 y 0.38 % para borregos en

crecimiento.

Cuadro 1. Composicion (%) de las dietas experimentales.

g fitasa' t™

Ingredientes 0 540 720

Grano de sorgo molido 70.00 70.00 70.00
Gluten de maiz 16.90 16.90 16.90
Alfalfa henificada 12.00 12.00 12.00
Carbonato de calcio 1.10 1.10 1.10

Composicion quimica2 (%)

Materia seca 93.72 93.75 93.76
Materia organica 96.25 96.42 96.89
Proteina cruda 18.28 18.28 18.27
FDN® 19.84 19.83 19.84
FDA* 8.78 8.78 8.79

Cenizas 3.45 3.71 3.65

Calcio 0,64 0.64 0.64
Fosforo 0.31 0.31 0.31

Fosforo fitico 0.21 0.21 0.21

No existen diferencias (P>0.05); 1Ronozyme-HiPhos® DSM Nutritional Products (5000 FTU g 'l);
540 g fitasa t* = 2 700 000 FTU; 720 g fitasa t* = 3 600 000 FTU. Andlisis realizados en el
Laboratorio de Nutricion Animal, Colegio de Postgraduados, Montecillo. *FDN: Fibra Detergente

Neutro. “FDA. Fibra Detergente Acido
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El contenido de P fitico en las dietas corresponde al 67.74 % del total del P,
de acuerdo con Ramirez-Pérez y Meschy (2005) cuando el P fitico presente en la
racion supera el 50 % del total, disminuye la capacidad para hidrolizar el fitato, por
los microorganismos ruminales.

La hidrolisis del fitato puede no ser tan eficiente en las nuevas formas de
alimentacion con dietas ricas en granos de cereales, y ademas las diferentes
sales de acido fitico encontradas en los ingredientes, como el fitato de sodio
contenido en el maiz o el fitato de calcio de la harinolina, pueden no ser
hidrolizadas con la misma eficiencia por los microorganismos ruminales (Godoy y
Meschy, 2001). Aunado a lo anterior, las dietas altas en concentrado reducen el
tiempo de retencién del bolo alimenticio lo que puede también disminuir la
hidrélisis de los fitatos en el rumen (Sauvant et al., 1999). Para este estudio, se
combinan ambas condiciones, porcentaje alto de P fitico y bajo para fibra, es

decir, se presume una alta tasa de pasaje.

9. 1 Resultados in vitro

No hubo diferencias en los valores de DIVMS en ninguno de los horarios
(Cuadro 2). Aungque no existen datos respecto al efecto de la enzima en la
degradacion de materia seca, se supone que al existir mayor cantidad de P libre
en el medio, los microorganismos ruminales pueden aprovecharlo para adaptarlo
a su sistema metabdlico, es decir, mejoraria la fermentacion de la fibra (Durand et
al., 1983). Los datos encontrados para el presente estudio contrastan con otro en
el que se ha utilizado la misma proporcion de grano de sorgo (70 %) y reportan
DIVMS a la hora 6 de 47.05 % y a las 48 h de 85.95 % (Buendia et al., 2003), en
este contexto, a pesar de ser una dieta rica en carbohidratos, la DIVMS fue baja,
probablemente debido a estar en un sistema aislado, sin los mecanismos de
regulacion de pH y concentracion de N-NHz, que pueden ser dafiinos para los
microorganismos ruminales. Sin embargo, Buendia (2009a) al evaluar dietas con

70% de sorgo y dosis crecientes de fitasa (0, 150, 300 y 450 g fitasa t'l) reporto
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valores de DIVMS de 12% a las 3 hy 70% a las 48 h, pero sin efecto de la enzima
sobre esta variable.

En cuanto a la produccion acumulada de gas (Cuadro 3), no se observan
diferencias (P>0.05) en ningun horario de muestreo; la produccién de gas en las
primeras horas tiene un comportamiento exponencial, que va de acuerdo con la

rapida fermentacion de carbohidratos en las primeras horas de incubacion.

Cuadro 2. Degradacion de materia seca in vitro

Horario de incubacion (horas)

Tratamiento 3 6 9 12 24 48
0 g fitasa t 24.36 30.62 37.96 41.29 51.88 65.23
540 g fitasat™ 24.06 33.58 38.16 43.74 56.29 64.55
720 g fitasa t 24.65 31.37 36.33 42.14 55.47 62.95

No existen diferencias (P>0.05)

Los valores obtenidos de produccion de gas son inferiores a los reportados
por Herrera (2013) para dietas con alto contenido energético (ingrediente base
semilla de girasol) él observé una produccién de 260 mL de gas a las 24 h,, valor
que representa casi el doble de lo reportado en esta investigacion. Ademas
Nasser et al (2010) evaluaron diferentes niveles de P en concentrado, heno y
heno + concentrado y sefialan que la adiciébn de P al sustrato incrementa la
produccion de gas y la fermentacion de concentrados genera mayor cantidad de
gas en las primeras horas de incubacion (valores a las 12 h de 35.18 mL 200 mg'1
MS de concentrado — 8.18 mL 200 mg™ MS de heno, ambos con la adicién de 1 g
de P). En investigaciones in vitro donde se han llevado a cabo incubaciones con
indculos deficientes en P y S, el metabolismo de las bacterias metanogénicas no
fue afectado, probablemente, porque los requerimientos de estos minerales son
menores que para bacterias celuloliticas por lo cual, aunque la produccion de gas
no sea diferente, la proporcién de metano aumenta en medios deficientes en P
(Durand et al., 1987).
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Cuadro 3. Produccion acumulada de gas (mL) por gramo de muestra (MS) in

vitro
Horario de incubacion (horas)
Tratamiento 3 6 9 12 24 48
0 g fitasa t 25.65 59.39 106.01 99.83 146.10 205.74
540 g fitasat™ 25.05 58.88 107.83 113.33 163.28 213.53
720 g fitasat™ 28.13  59.79 96.61 99.37 160.65 210.13

No existen diferencias (P>0.05)

No se observaron diferencias (P>0.05) en valores de pH (Cuadro 4) y a pesar
de tener un indculo con pH de 6.2, el pH inicial de los medios fue de 7.0, y los
componentes del medio de incubacién regularon el descenso en los valores de
pH, esta condicidn, si bien favorece que las bacterias ruminales sobrevivan en un
sistema in vitro hasta las 48 h deseadas, no permite un comportamiento normal en
el caso de una dieta alta en concentrado, como la evaluada en esta investigacion,
no se aprecio6 el efecto del grano y, sobre todo, la accién de la enzima, pues se ha
mostrado que el intervalo de pH donde la fitasa tiene mejor comportamiento es de

2 a5 (Kim et al., 2006), estos valores pudieron haber limitado la actividad fitasica.

Cuadro 4. pH del medio de incubacion

Horario de incubacion (horas)

Tratamiento 3 6 9 12 24 48
0 g fitasa t™ 7.01 6.86 6.77 6.76 6.75 6.92
540 g fitasat™ 7.01 6.89 6.81 6.76 6.74 6.95
720 g fitasat™ 7.02 6.89 6.80 6.76 6.75 6.94

No existen diferencias (P>0.05)

Durand et al (1983) reportan que al adicionar 10 mg de P por cada 100 mL de

inoculo que tenia una concentracion inicial de 7 mg de P, o bien cuando las dietas
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eran deficientes en el elemento, se favorecio la utilizacion de N-NHz en 15 % y la
producciéon de AGV en 5 %; el incremento de P favorece al metabolismo
microbiano que se ha reflejado como mejoras en produccion de AGV y gas
(Durand et al., 1983); por el contrario, la deficiencia de P reduce la sintesis
proteica hasta 45 % (Komisarczuk et al.,, 1987), reduce la poblacion de
protozoarios y la produccion de AGV. Estos cambios son asociados a un
incremento en el pH (de 6.5 a 7.1) y una acumulacion de N-NH3; (de 9mmol a 15-
20 mmol L) (Komisarczuk, 1985).

Es probable que el pH del medio reportado en esta investigacion haya afectado
negativamente no solo a la fitasa exdgena, si no a la actividad fitdsica de los
microorganismos ruminales, pues se ha documentado que las bacterias que
tienen en su metabolismo fitasa, actian en niveles de pH cercanos a 6; al no
haber condiciones Optimas para la actividad fitasica (exdgena y microbiana), se
alter6 el metabolismo normal de las bacterias ruminales. No hubo diferencias
significativas (P>0.05) en los valores de concentracion de N-NH3; (Cuadro 5) y
AGV (Cuadro 7).

Cuadro 5. Concentracién de nitrégeno amoniacal (mg N dL™) in vitro

Horario de incubacion (horas)

Tratamiento 3 6 9 12 24 48
0 g fitasa tt 33.36 37.73 35.51 35.82 38.79 49.67
540 g fitasa t™ 34.99 35.74 37.42 38.95 39.98 51.84
720 g fitasa tt 35.27 36.16 37.67 38.43 39.97 53.34

No existen diferencias (P>0.05)

La adicion de fitasa en la dieta no afectdé la liberacion de N-NHs, en
incubaciones in vitro al no existir los mecanismos de regulacion, como absorcion,
no se aprecia la dinamica de utilizacion de N. El aumento de N como N-NHj3
puede producir toxicidad para los microorganismos ruminales. En cuanto a la

produccion de AGV tampoco se observan diferencias significativas.
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Cuadro 6. Fésforo (mg dL™) en medio de incubacion

Horario de incubacion (horas)

Tratamiento 3 6 9 12 24 48
0 g fitasa t 52.75 52.61 52.87 52.30 52.61 52.95
540 g fitasa t 54.28 52.57 52.00 52.94 52.68 52.42
720 g fitasa t 53.68 52.87 52.44 53.03 52.79 53.31

No existen diferencias (P>0.05)

Las necesidades de P para los microorganismos in vitro son variables y se
sitan con mas frecuencia entre 0.2 y 0.1 g de P por L de medio de incubacion
(Ramirez-Pérez y Meschy, 2005). Segun Komisarczuk y Durand (1991) se
requiere menor cantidad de P para la fermentacién de hemicelulosa y almidon
respecto a la fermentacioén de celulosa. El P presente en el medio de incubacion
supero los requerimientos mencionados (Cuadro 6) y no se observan diferencias
en concentracion entre tratamientos ni entre horarios. El medio utilizado (Tilley y
Terry, 1963) contiene una cantidad importante de fosfatos, por lo que no es

posible observar diferencias sin tener como referencia el medio sin indculo.
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Cuadro 7. Produccién de &cidos grasos volatiles in vitro

Horario de incubacion (horas)

Tratamiento 3 6 9 12 24 48
mMol de AGV por g de sustrato
0 g fitasa tt 79.68 85.88 94.66 102.82 110.62 116.78
540 g fitasa tt 84.58 92.72 94.80 96.85 107.97 129.05
720 g fitasa tt 83.04 89.38 95.18 97.57 119.16 133.61
Acido acético (%)
0 g fitasa tt 77.10 75.18 72.47 71.02 70.87 73.80
540 g fitasa tt 75.43 75.16 72.95 71.11 71.53 71.60
720 g fitasa tt 75.07 75.38 72.86 71.00 72.30 71.82
Acido propiénico (%)
0 g fitasa t™ 16.39  17.77  19.56 20.23 20.37 17.49
540 g fitasa tt 17.59 17.76 19.06 19.74 19.44 18.42
720 g fitasa tt 17.87 17.67 19.06 20.32 18.49 18.62
Acido butirico (%)
0 g fitasa tt 6.50 7.04 7.96 8.73 8.75 8.69
540 g fitasa tt 6.97 7.06 7.98 9.14 9.01 9.97
720 g fitasa tt 7.04 6.93 8.07 8.67 9.19 9.55
Relacion acético-propionico
0Og fitasat™ 485:1 433:1 382:1 3.59:1 3.61:1 443 :1
540 g fitasa t™ 440:1 433:1 390:1 3.70:1 3.78 :1 3.99:1
720 g fitasat™ 431:1 439:1 3.89:1 3.57:1 4.02:1 3.94:1
Eficiencia de la fermentacion (%)?
0 g fitasa tt 43.29 49.18 58.78 65.81 65.97 58.85
540 g fitasa tt 48.40 49.29 58.12 66.52 65.44 67.93
720 g fitasa t 49.49 48.20 58.68 65.49 63.99 66.36

No existen diferencias (P>0.05); “Eficiencia de la fermentacién = ((0.62 acetato)(1.09

propionato)(0.78 butirato)) / (acetato + propionato + butirato).
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9.2 Resultados in situ

Se observan diferencias significativas (P<0.05) en el consumo de materia
seca (Cuadro 8) y de acuerdo con Underwood y Suttle (1999), si el contenido de P
en el rumen disminuye, la actividad microbiana se reduce y esto provoca una
reduccion en el consumo de alimento y en la produccion animal. Valk y Sebek
(1999) observaron bajas en la produccion de leche cuando alimentaron con dietas
con 24 g P kg'1 MS a vacas lechera durante un periodo prolongado. En este
entendido, segun los datos observados, se puede inferir que aumento el P
disponible y, aunque, no se observan diferencias significativas, la digestibilidad

aparente fue mayor en dietas con alto contenido de fitasa exdgena.

Cuadro 8. Consumo y excrecién de materia seca

Tratamiento CMS(gd") Excrecionde MS (gd™®)  D.A." de la MS (%)
0 g fitasa tt 1053.32 ab 197.30 81.33
540 g fitasa tt 988.70 b 184.36 82.90
720 g fitasa tt 1141.32 a 172.52 83.75

'Digestibilidad aparente. * ° Medias en una columna con diferente literal, son diferentes, (P<0.05)

En rumiantes, la inclusién de la enzima en la dieta se ha investigado poco y
los resultados en variables productivas son inconstantes. Asi Buendia (2009a)
observo diferencias en el CMS (1011b, 12582, 1106b y 1167b g d'l) de borregos
alimentados con dosis crecientes de fitasa (0, 150, 300, 450 g fitasa t™); mientras
que en otras investigaciones del mismo autor donde evalud la adicidon de dosis de
fitasa en dietas altas en concentrado (70%) no se observaron diferencias
(Buendia et al., 2007; Buendia 2009a; Buendia et al., 2009b Buendia et al.,
2010;). De la misma manera, Knowlton et al (2005), no reporta modificacién en el
CMS de vacas alimentadas con diferentes niveles de P (alto y bajo) y combinacion
de P bajo + fitasa. Hankis-Herr et al (2009) adicionaron 600 UFT kg'1 a dietas de
novillos y no detectaron diferencias en el consumo. Hurley et al (2002), usaron
200 y 400 UFT kg'1 de dietas para novillos, sin observar diferencias. Es probable
que la dosis de enzima haya sido inferior del requerimiento, considerando que los
microorganismos ruminales pueden sintetizar hasta 125 UFT mL™,
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Cuadro 9. Produccion de acidos grasos voléatiles in situ.

Horas después de la comida

Tratamiento 3 6 9 12 24 48 72
AGV totales (mMol)
0 g fitasa tt 76.13 64.78 78.65 91.95 70.09 72.20 76.17

540 g fitasa tt 75.60 69.45 77.40 10047 77.41 93.21 78.34
720 g fitasa tt 64.79 77.01 78.89 98.85 81.02 80.40 78.58
Acido acético (%)

0 g fitasa tt 35.71 36.89 33.65 32.67 33.12 31.15 34.96
540 g fitasa tt 32.46 33.11 34.66 33.57 33.84 3756 34.60
720 g fitasa tt 33.46 35.05 34.75 33.07 32.51 32.15 32.41
Acido propiénico (%)

0 g fitasa tt 47.51 46.42 48.05 47.65 48.37 44 81 42.23
540 g fitasa tt 52.02 52.06 49.46 48.23 48.99 45.13 45.08
720 g fitasa tt 47.51 50.02 47.85 47.88 52.74 50.29 47.43
Acido butirico (%)

0 g fitasa tt 16.76 18.72 18.51 21.20 22.31 21.83 23.10
540 g fitasa tt 15.58 15.77 17.72 20.96 19.81 22.77 23.18
720 g fitasa tt 17.63 18.48 19.36 22.46 16.51 17.59 20.58
Relacion acético-propionico

0 g fitasa tt 0.75:1 0.79:1 0.70:1 0.68:1 0.68:1 0.69:1 0.82:1
540 g fitasa tt 0.62:1 0.63:1 0.70:1 0.69:1 0.69:1 0.83:1 0.76:1
720 g fitasa tt 0.70:1 0.70:1 0.7221 0.69:1 0.61:1 0.63:1 0.68:1

No existen diferencias (P>0.05)

En relacion con la produccion de AGV, no hubo diferencias significativas
(P>0.05) (Cuadro 9). La fermentacion de dietas con alto contenido de
concentrado, favorece a la produccion de acido propionico, la rapida fermentacion
reduce el pH (Cuadro 11) y fomenta la produccion de acido lactico (Cobos et al.,
2005). Sin embargo, algunas bacterias ruminales, tienen en su metabolismo

diferentes rutas para la sintesis de acido. propionico y la predominante se lleva a
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cabo con la formacion de oxaloacetato y succionato, mientras que la segunda via
requiere la formacién del acrilato y se presenta cuando la racion es deficiente en
azufre o alta en concentrados quiz4, debido a un cambio en la poblaciéon
bacteriana; se conoce como ruta del acrilato y consiste en la sintesis de
propionato a partir de lactato (Prabuh et al., 2012); el cambio en la poblacion
bacteriana se debe al tipo de sustrato, es decir, aumentan las bacterias
amiloliticas y disminuyen las fibroliticas.

La ruta del acrilato se ha identificado en Bacteroides ruminicola (ahora
Prevotella ruminicola) (Wallnoéfer y Baldwin, 1967), Megasphaera elsdenni
(Counotte et al., 1981; Prabuh et al., 2012) y Clostridium propionicum (Prabuh et
al., 2012). Las dos primeras bacterias fueron estudiadas por Yanke et al. (1998)
para determinar su actividad fitasica, situdndose entre 5 — 125 U de fitasa mL™ y
son de las primeras tres bacterias con mayor actividad fitdsica, s6lo después de
Selenemonas ruminantium.

Es probable que al ofrecer como sustrato una dieta rica en carbohidratos
altamente disponibles y en acido fitico, la poblacion bacteriana que prolifero fue la
que tenia las enzimas y las rutas necesarias para optimizar el uso de estos
nutrientes.

La concentracion de N-NH3; se ubicd dentro de los niveles 6ptimos para liquido
ruminal (8-10 mg N 100 mL™) y no se observan diferencias entre tratamientos, en
liqguido ruminal y duodenal (Cuadro 10). Entendiendo que el NH,4 se encuentra en
equilibrio con su forma amoniacal NH; segun la ecuacién NH;" % NH; + H', y
dado que el pKa de esta reaccion es 9.3, la forma predominante a pH igual o
menos a 6.5 es NHy, la disminucion del pH del rumen detiene el paso del amonio
a la sangre, lo cual es benéfico para las bacterias que disponen de mas tiempo
para aprovecharlo. No hay reportes que indiquen alguna interaccion de la
actividad fitAsica y la concentracibn de N-NHjz, sin embargo, a mayor
disponibilidad de P, incrementa la sintesis de proteina microbiana, pero el pH bajo
retiene el NH4 en el rumen, entonces se esperan valores mayores de proteina

microbiana disponible para el huésped.
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Cuadro 10. Concentracion de N-NHz (mg N dL™) en rumen y duodeno

Horas después de la comida

Tratamiento 3 6 9 12 24 48 72

Liquido ruminal

0 g fitasat™ 9.78 9.74 8.09 9.62 5.54 8.18 8.78
540 g fitasa t™ 8.55 9.65 8.00 6.39 5.39 8.50 9.20
720 g fitasa t™ 9.31 8.62 7.86 8.48 6.77 8.65 7.98
Liquido duodenal

0 g fitasat™ 9.64 9.70 11.73 1262 1228 13.37 15.66
540 g fitasa tt 9.64 10.74 12.05 12.55 13.18 13.79 16.53
720 g fitasa t™ 10.69 10.63 10.94 1259 13.37 1458 13.73

No existen diferencias (P>0.05)

No se observan diferencias en los valores de pH y los niveles mas bajos se
encuentran en las primeras horas postpandrial. Kim et al (2006) evaluaron una
fitasa proveniente de Aspergillus niger y algunas cepas mutadas para produccion
de esta enzima y observaron que para actividad fitasica el pH 6ptimo fue igual o
menor a 5.5. En esta investigacion, los valores en las primeras horas postpandrial
se ubicaron entre 5.14 y 5.81, es decir, las condiciones fueron Optimas para la

actividad enzimatica.

Cuadro 11. pH de liguido ruminal

Horas después de la comida

Tratamiento 3 6 9 12 24 48 72
0 g fitasa tt 5.57 5.81 5.69 5.22 6.04 6.41 6.05
540 g fitasa tt 5.64 5.46 5.43 5.27 5.76 5.95 6.15
720 g fitasa tt 5.59 5.56 551 5.14 5.92 6.36 6.22

No existen diferencias (P>0.05)

La concentracion de P en liquido ruminal (Cuadro 12) supera los
requerimientos para microorganismo mencionados anteriormente y es dificlil

determinar el efecto de la enzima, pues una proporcién es debido al reciclaje de P
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por la saliva y otra fraccion por la hidrélisis del fitato por accién enzimatica propia
de los microorganismos ruminales. Aunque no se observan diferencias entre
tratamientos, se puede inferir que a mayor P disponible, mayor sera la actividad
de bacterias ruminales para la degradacion de sustrato. Ramirez-Pérez y Meschy
(2005) reportan que el primer indice afectado en medios deficientes de P es el
ATP, reduciendo asi las poblaciones bacterianas. Un aporte correcto (o0 superior)
de P optimiza el funcionamiento bacteriano al cubrir los requerimientos para ATP y
crecimiento bacteriano. No hay efecto de la acumulacion de P en pH o por
toxicidad.

Cuadro 12. Concentracién de fésforo (mg dL™) en rumen y duodeno

Horas después de la comida

Tratamiento 3 6 9 12 24 48 72
Liquido ruminal
0 g fitasat™ 54.16 5495 5597 5495 5529 56.22 52.67
540 g fitasa t™ 56.17 53.35 5550 5542 5524 56.34 51.24

720 g fitasa tt 56.76 56.17 56.45 55.26 5550 56.32 53.22
Liquido duodenal

0 g fitasa tt 5529 52,72 5319 5420 5287 50.26 56.34
540 g fitasa tt 55.73 55.67 51.24 56.42 5325 5132 5244
720 g fitasa tt 54.45 53.16 54.14 56.27 53.98 53.89 53.25

No existen diferencias (P>0.05)

La concentracion de P en liquido duodenal (Cuadro 12) no varié entre
tratamientos, ni en comparacion con los datos encontrados en liquido ruminal; las
investigaciones realizadas en rumiantes con dosis de enzima no han reportado
concentracion de P en liquido de duodeno. La absorcién de P se lleva a cabo por
la mucosa intestinal y los rumiantes excretan mas del 95 % del P a través de las
heces (Satter, 2003), que es el resultado del P presente en residuos microbianos
(25-20%), células muertas y secreciones intestinales (equivalentes a 1g kg'1 de
MS ingerida) (Spiekers et al., 1993; Wu et al., 2000; NRC, 2001). Cuando hay un

exceso de P en la dieta, los animales utilizan la orina como via de excrecion

27



secundaria para mantener la fosfatemia dentro de limites fisioldgicos; asi, vacas
que reciben cantidades adecuadas de P dietario excretan en la orina menos de 19
P d*, en tanto gue vacas sobrealimentadas con 20 a 30 % de P excretan 3-5 g P
d! (Ramirez-Pérez y Meschy, 2005). Los valores de excrecién de P (Cuadro 13),
muestran efecto de la adicion de la enzima en excrecion de P en heces,
observando menor concentracion del mineral con fitasa, varias investigaciones
han mostrado este efecto (Buendia, 2009; Knowlton et al., 2005; Hurley et al.,
2002), Las concentraciones normales de P en orina estan en un intervalo de 6.2 a
9.3 mg 100 mL™ (Challa et al., 1989), los valores encontrados fueron menores,

esto se debe a que la mayor excrecion de P es por heces.

Cuadro 13. Excrecién de fosforo

Heces (% P g MS)

Orina (mg dL™)

Tratamiento 12 h 24 h
0 g fitasat™ 2.472 2.32a 5.57
540 g fitasa t™ 1.85b 2.01ab 5.34
720 g fitasa t™ 1.95b 1.85b 5.26

2" Medias en una columna con diferente literal, son diferentes, (P<0.05)

La sangre contiene entre 35 a 45 mg P dLt, presente en mayor cantidad
dentro de las células. En el plasma varia entre 4 a 9 mg dL™, segln la edad y
especie; desde el punto de vista nutricional el contenido de P en el plasma es muy
importante porgue los niveles de P cambian facilmente como consecuencia del P
recibido en la racién, aumentando o disminuyendo segun el suministro en la dieta.
Wise et al (1961) determinaron que el P del suero sanguineo fue lo mas sensitivo
y real para medir la disponibilidad biolégica. No se encontraron diferencias
(P>0.05) (Cuadro 14) entre tratamientos, Buendia (2009a) al alimentar corderos
con una dieta similar, encontr6 que aquellos a los que no se les adicioné la
enzima tenian concentraciones de P de 9.03 mg dL?, en comparacion con los que

consumieron 450 g fitasa t™* que tuvieron 6.94 mg P dL™.
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Cuadro 14. Concentracion de fésforo en plasma sanguineo

Tratamiento mg P dL™
0 g fitasat™ 7.37
540 g fitasa t™ 7.63
720 g fitasa t™ 7.57

No existen diferencias (P>0.05)

10. Conclusion
No se observo efecto de fitasa en las variables de degradacion y fermentacion

in vitro ni in situ. La concentracion de P en heces fue mayor cuando los animales

no consumieron fitasa.

En la prueba in situ la relacibn de acetato:propionato se invirtio, este
comportamiento y las modificaciones en valores de pH y concentracion de P y N-

NH3 fueron por efecto de la dieta y no de la enzima.
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