-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byﬁ CORE

provided by Digital.CSIC

Efecto de la administracion de fitasas de origen vegetal y microbiano
sobre la utilizacion del fosforo en pollos broilers

A. Viveros |, I. Arija !, C. Centeno %, A. Brenes *

I Dpto. de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Ciudad Universitaria, 28040 Madrid
2 Instituto de Nutricion y Bromatologia, Facultad de Farmacia, Ciudad Universitaria, 28040 Madrid

abrenes@inb.csic.es

RESUMEN

Se han realizado dos estudios con el objeto de evaluar la eficacia de la actividad fitasica endogena del sal-
vado de centeno. El primero se ha llevado a cabo utilizando pollos broiler alimentados con una racion deficiente
en fosforo (0,23 % P no fitico) a la que se incorporaba el salvado de centeno sin tratar y tratado térmicamente
(100 g kg!) con y sin enzima microbiana frente a una racion control (0,45 % P no fitico), y el segundo, un estu-
dio in vitro sobre la estabilidad de la fitasa endogena del salvado a distintas temperaturas (25 a 75° C) y pH (2,2
a 8,2). La presencia del salvado de centeno sin tratar y tratado en las raciones disminuy¢ significativamente la
ganancia de peso (P < 0,05; hasta un 21 y 17 % respectivamente) y el consumo de alimento (P < 0,05; hasta un
18 y 14 % respectivamente) de las aves con respecto a las que consumieron la racién control y la que incorpora-
ba la enzima microbiana. El indice de transformacion estaba solo significativamente aumentado (P < 0,0001;
hasta un 5,8 %) en la racién que contenia el salvado sin tratar en comparacion con la racién control y la que se
habia incorporado la enzima microbiana. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de fosforo plasma-
tico ni en la concentracion de cenizas de la tibia, entre la racion control y la que contenia la enzima comercial
microbiana. Sin embargo, las aves que consumieron las raciones con el salvado sin tratar y tratado tenian signifi-
cativamente disminuidos estos tltimos parametros (P < 0,0001; hasta un 56 y un 18 % respectivamente). En el
segundo estudio se demostraba que la actividad fitasica endogena del salvado de centeno fue disminuyendo de
forma progresiva conforme se incrementaba la temperatura, obteniéndose una reduccion del 56 % en su activi-
dad a los 65 °C y una actividad casi nula a los 75 °C. En cuanto al efecto del pH, los valores mas altos se obtu-
vieron en el rango de 4,6 a 6,2. En conclusion, estos resultados demuestran la menor eficacia de las fitasas de
origen vegetal sobre la microbiana con respecto a la utilizacion del fosforo, hechos que pueden estar en parte re-
lacionados con el estrecho margen de actuacion de la enzima con el pH y su limitada estabilidad a las tempe-
raturas.
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INTRODUCCION

La mayoria de los alimentos utilizados en la alimentacion de las aves, posee una con-
siderable proporcion de fosforo de origen vegetal (50-70 %) que estd presente en forma
de fitato (Reddy et al., 1982; Kratzer y Vohra, 1986). Los fitatos son una mezcla de sales
del acido mioinositol hexafosforico o acido fitico. La capacidad de utilizacion de este P
por parte de los animales es muy baja (Ravindran et al., 1995; Kornegay et al., 1996), de-
bido a la carencia de la enzima fitasa necesaria para hidrolizar y liberar el fosforo.

Las fitasas se encuentran en la naturaleza en un gran numero de granos, semillas y
subproductos, siendo el centeno, el triticale, el trigo y los salvados los que poseen una
mayor riqueza (Eeckout y De Paepe, 1994; Viveros et al., 2000). En los microorganismos
(Wyss et al., 1999), principalmente en hongos, también se encuentran en muy altas con-
centraciones. De igual forma se presentan en la mucosa del tracto gastrointestinal, pero en
cantidades muy poco representativas (Maenz y Classen, 1998). Durante el procesado de
los alimentos, y en particular durante la germinacion de los granos de los cereales, se pro-
duce un incremento significativo en la actividad de la fitasa (Danisova et al., 1994; Cente-
no et al., 2001).

Las fitasas (fosfohidrolasas de hexafosfato de mioinositol) son fosfatasas especificas
que hidrolizan los fitatos a inositol y ortofosfato (Wyss et al, 1999). La IUPAC-IUB
(1984) reconoce dos tipos de actividad fitasica, 3 y 6-fitasas. Su diferencia radica en que
la primera inicia su hidroélisis en el grupo fosfato que esta en la posicion 3 y la 6-fitasa en
el que estd en la 6. La 3-fitasa se ha encontrado en microoganismos y animales, mientras
que la 6-fitasa es de origen vegetal (Reddy et al., 1882; Turk et al., 2000). Por otra parte,
la funcién de la fosfatasa acida en la hidrolisis de los fitatos y de los distintos ésteres de
inositol ha sido sefialada por Ullah and Phillippy (1994) y corroborada por Zyla et al.
(1995), al comprobar in vitro su capacidad para complementar la hidrélisis de los fitatos
de una racion maiz-soja. Sin embargo, Nasi et al. (1999) indicaron que la interaccion si-
nérgica entre la fitasa y la fosfatasa acida estaba limitada en la cebada, el maiz y la soja
con respecto a la hidrolisis de los fitatos.

El uso de las fitasas microbianas como aditivo en las raciones de las aves fue inicial-
mente estudiado por Nelson (1976). Mas recientemente, la eficacia de las fitasas comer-
ciales ha permitido una mejora en la digestibilidad del P fitico en las aves desde 35 hasta
alrededor del 60 % (Shoner ef al., 1993; Ravindran et al., 1995; Kornegay et al., 1996),
con la consiguiente reduccién en la concentracion de P en las excretas (Simons et al.,
1990) y, por tanto, una mejora en la mineralizacion de los huesos (Qian et al., 1996).
Otros trabajos también han demostrado el efecto beneficioso de su administracion al me-
jorar la retencion de Ca, Zn, Mg, Fe y Cu (Sebastian ef al., 1996; Mohanna y Nys, 1999;
Ravindran et al., 2000) y la digestibilidad de los aminodcidos (Ravindran et al., 1999; Se-
lle et al., 2000).

La mayoria de los estudios evaluando la utilidad de las fitasas microbianas ha sido
llevado a cabo con el uso de dietas basadas en el maiz y la soja sin considerar a otros in-
gredientes potenciales con actividad fitasica. La informacion que existe sobre el efecto de
la concentracion de fitato de la racion y la fitasa de origen vegetal sobre la utilizacion del
P es muy escasa y sélo se tienen referencias con el uso del trigo y sus subproductos (Fra-
pin y Nys, 1995; Eeckhout y De Paepe, 1991). Por todo ello, el objetivo de estos trabajos
ha sido estudiar la inclusion del salvado de centeno, por ser un ingrediente con una consi-
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derable actividad fitasica, en las raciones de las aves y observar en un estudio in vitro la
influencia de la temperatura y el pH sobre dicha actividad endogena.

MATERIAL Y METODOS

Animales y dietas

Pollos tipo broiler, sexados, machos, de la estirpe Cobb, de un dia de edad y con un
peso medio inicial de 45 gramos, fueron distribuidos al azar y alojados en baterias provis-
tas de resistencias eléctricas como sistema de calefaccion, permaneciendo en ellas hasta
los 14 dias de edad. La nave experimental reunia las condiciones de temperatura, hume-
dad y renovacion del aire adecuadas para el crecimiento normal de los animales. La ilumi-
nacion se mantuvo durante 23 horas con una hora de oscuridad. El alimento y el agua de
bebida fueron administrados ad libitum. Los procedimientos experimentales fueron apro-
bados por el Comité de Etica en Experimentacion Animal de la Universidad Complutense
de Madrid.

Se ha realizado una prueba experimental para evaluar el efecto de la incorporacion de
100 g kg™' de salvado de centeno sin tratar (S) y tratado térmicamente (ST) sobre la utili-
zacion del fosforo en raciones para pollos broilers. Este ingrediente fue sometido a trata-
miento térmico (autoclave, 120 °C durante 15 min.) con el objeto de reducir la actividad
fitasica endodgena. Todas las raciones experimentales fueron isocaldricas e isoproteicas.
Se utilizaron un total de 140 aves repartidas en 5 repeticiones por racion y siete aves por
cada una de ellas. Las cuatro raciones experimentales se formularon de la siguiente mane-
ra: 1) racion control maiz-soja (MS) con 0,45 % de P no fitico; 2) MS con 0,23 % de P no
fitico + S (100 g kg™'); 3) MS con 0,23 % de P no fitico + ST (100 g kg'); 4) MS con
0,23 % P no fitico + ST (100 g kg!) + Enzima (0,1 g kg™!). La fitasa microbiana utilizada
en la prueba experimental (Natuphos® 5000, BASF) tenia una actividad declarada de
aproximadamente 5.000 UF g!. La composicion quimica de las raciones viene recogida
en la tabla 1.

A los 14 dias de edad las aves fueron pesadas individualmente determinandose asi-
mismo el consumo de alimento. La sangre fue recogida por puncién cardiaca de 8 aves
por tratamiento. Posteriormente y después del sacrificio de las aves por dislocacion cervi-
cal, se recogieron las tibias de 12 animales por tratamiento.

Procedimiento in vitro

En el estudio in vitro, las modificaciones producidas por la actividad enzimatica en-
dogena del salvado de centeno fueron determinadas a diferentes pH (entre 2,2 y 8,2 con
intervalos de 0,4 unidades) con el objeto de estudiar su pH 6ptimo de actuacion y también
observar su evolucion a distintas temperaturas (25, 35, 45, 55, 65, 75 °C) para asi verifi-
car su termoestabilidad. La actividad fitasica tanto para el pH como para la temperatura se
realizé siguiendo la metodologia de Eeckout y De Paepe (1994). Para ello se pesaron 100
mg de salvado de centeno finamente molido en un matraz a los que se afiadié 50 ml de
una solucion de fitato sodico (1,722 g de fitato sodico, 180 ml de agua destilada y 820 ml
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Tabla 1

Composicion de las raciones experimentales

(g kg! de materia fresca)

Tratamientos

MS? MS +SP MS +ST¢ MS+ST+E!
INGREDIENTES
Maiz (84 g kg™') PB 515 405 405 405
Soja (440 g kg™') PB 409 408 408 408
Salvado de centeno sin tratar - 100 — —
Salvado de centeno tratado - — 100 100
Aceite de girasol 334 58 58 58
Carbonato calcico 10,9 11 11 11
Fosfato bicalcico 19 53 53 5,3
Sal 3,0 3,0 3,0 3,0
Corrector ! 5,0 5,0 5,0 5,0
DL-Metionina (990 g kg™) 1,7 1,7 1,7 1,7
Oxido cromico 3,0 3,0 3,0 3,0
Natuphos®5000 2 (0,1 g kg™!) - - - +
VALOR NUTRITIVO ANALIZADO
Proteina bruta 220 220 220 220
Fosforo total (Pt) 7,1 4,9 49 4,9
Activ. fitasa (UF kg™) 230 1.091 388 567
Activ. fosfatasa acida (UFA g™) 1.616 7.105 7.105 151.105
VALOR NUTRITIVO DETERMINADO
EMAnR? (MJ kg™) 12,6 12,6 12,6 12,6
Extracto etéreo 58,0 82,5 82,5 82,5
Fibra bruta 39,5 46,7 46,7 46,7
Calcio (Ca) 10 6,9 6,9 6,9
Fésforo disponible 4.5 2,3 2.3 2,3
Fosforo fitico 2,6 2,6 2,6 2,6
Relacion Ca/Pt 1,41 1,41 1,41 1,41
Metionina + cistina 9,0 9,0 9,0 9,0
Lisina 13,2 13,4 13,4 13,4

2 MS: Maiz-Soja; ® S: Salvado de centeno sin tratar (106,6 g kg™! PB); ¢ ST: Salvado de centeno tratado térmi-
camente (autoclave 120°, 15 min); ¢ E enzima Natuphos®5000 (0, 1 g kg Fitasa, 5000 FTU g " Fosfatasa aci-

da, 1.440.000 FAU g\,

1 Composicion del corrector por kg de alimento: Vit A, 13.000 UI; Vit D3, 3.000 UI; Vit E, 11 mg; Vit K3,
2 mg; Vit B2, 5,7 mg; Vit B6, 2 mg; Vit B12, 0,024 mg; Ac. nicotinico, 28 mg; Ac. félico, 0,5 mg; Ac. pantoté-
nico, 12 mg; Cloruro de colina, 250 mg; Virginiamicina, 20 mg; Zn, 65 mg; Mn, 90 mg; Fe, 40 mg; Cu, 5 mg;

Co, 0,5 mg; Se, 0,22 mg; I, 0,5 mg.

2 Natuphos®5000 se utilizo 0,1 g kg~! como fuente de fitasa microbiana proporcionando 500 unidades fitasa/kg
3 Ha sido calculado a partir de la ecuacion propuesta por Janssen (1989) European Table of Energy Values for

Poultry Feedstuffs.
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de un tampén 0,25 M). Los tampones utilizados para la modificacion del pH fueron de
glicocola (pH desde 2,2 a 3,4), citrato (pH desde 3,8 a 5,8) y Tris (pH desde 6,2 a 8§,2).
Los matraces eran agitados durante 15 minutos y posteriormente incubados durante 10 y
70 min. a 37 °C. Para el estudio de la termoestabilidad se hicieron las incubaciones a dife-
rentes temperaturas (25, 35, 45, 55, 65 y 75 °C). Posteriormente, 2 ml de cada incubado
se afiadieron a tubos de ensayo que contenian 2 ml de 10 % de tricloroacético. El conteni-
do se filtr6 y 1 ml de este filtrado se transfirié a una cubeta junto con 1 ml de reactivo de
color. Este estaba formado por una mezcla de cuatro partes de la solucién A (15 g de hep-
tamolibdato amonico, 55 ml de acido sulftrico concentrado y agua destilada hasta 1 litro)
y una parte de la Solucién B (27 g sulfato ferroso, unas gotas de acido sulfurico concen-
trado y agua destilada hasta 250 ml). El desarrollo del color era determinado en un espec-
trofotdmetro a 700 nm y comparado con una serie de calibrado conteniendo 1 ml de una
solucién estandar de P y 2 ml de reactivo de color. A la diferencia existente entre la densi-
dad optica del incubado a los 70 min. y a los 10 min. se la considera como activi-
dad fitasica. Esta actividad era calculada de la siguiente manera: Unidades de fitasa
kg = (P x 1.000) / (W x 60), siendo P los micromoles de P liberados por la fitasa en 60
min. y W el peso de la muestra (g).

Métodos analiticos

Previamente a la realizacion de los analisis quimicos las muestras de las raciones y
del salvado de centeno fueron molidas (tamiz de 1 mm.). Para la determinacion de la pro-
teina y el fosforo total de las raciones se siguieron los métodos descritos por la AOAC
(1990). Las actividades de la fitasa y fosfatasa acida de las raciones y del salvado de cen-
teno se determinaron siguiendo la metodologia de Eeckhout and De Paepe (1994) y Zyla
et al. (1989) y descritos detalladamente por Viveros et al. (2000).

La concentracion de P en el plasma se determiné siguiendo la metodologia de Duque
et al. (1971). El analisis de las cenizas 0seas se realizo en la tibia después de ser secada a
110 °C durante 24 horas y posteriormente incinerada en un horno mufla a 500 °C durante
12 horas.

Analisis estadistico
Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza y tests de comparaciones
multiples de Duncan utilizando el Sistema de Analisis Estadistico, SAS (1990). El mo-

delo usado fue el siguiente Y = p + x + &. Donde p = media general; x = efecto racion; y
€ = error residual.

RESULTADOS

En la tabla 1 se recogen las determinaciones de las actividades de la fitasa y fosfatasa
4cida de las raciones, observandose un incremento en los valores de ambas actividades
con la incorporacion de la fuente vegetal (salvado de centeno) y de la enzima comercial
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microbiana. Se aprecia también una reduccion de la actividad fitasica de la racion elabo-
rada con el salvado de centeno tratado térmicamente que no se modifica para el caso de la
actividad de la fosfatasa acida.

En la tabla 2 se muestran los resultados relativos a la inclusion del salvado de centeno
como fuente vegetal de actividad fitasica y una fitasa microbiana en raciones deficientes en
P disponible sobre la ganancia de peso, consumo de alimento e indice de transformacion.
La presencia del salvado de centeno sin tratar y tratado térmicamente disminuy¢ significati-
vamente la ganancia de peso de las aves con respecto a las que consumieron la raciéon con-
trol (P < 0,0001; hasta un 21 %) y con la que contenia la enzima microbiana (P < 0,0001;
hasta un 18 %). Las aves que consumieron la racion que incorporaba la enzima microbiana
mostraron un crecimiento similar que las controles. De la misma forma, el consumo de
alimento estaba significativamente disminuido cuando se comparaba con las aves a las que
se administraba la racién control (P < 0,0001; 17 %) y la racién con la fitasa microbiana
(P <0,0001; 14 %). Por el contrario, el indice de transformacion estaba significativamente
aumentado (P < 0,0001; hasta el 5,8 %) en la racién que contenia el salvado de centeno sin
tratar en comparacion con la racion control y con la que incorporaba la fitasa microbiana.

Tabla 2

Efecto de la inclusion del salvado de centeno sin tratar y tratado con autoclave y
de una enzima microbiana, sobre los indices productivos de pollos broiler, a las 2
semanas de edad

Ganancia de peso Consumo de alimento Indice de
© ((49) transformacion

Racién

MS! 326* 3952 1,21
MS + §? 257° 328° 1,282
MS + ST? 262° 3280 1,25
MS + ST + E* 315% 382 1,22
Valor P 0,0001 0,0001 0,0001
ESM 4,24 6,97 0,009

ab Valores con distintas letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). ESM
Error estandar de la media.

I Ms: Maiz-Soja; 2 S: Salvado de centeno sin tratar; > ST: Salvado de centeno tratado térmicamente (autoclave
120° 15 min); * E: enzima Natuphos®5000.

En lo referente a los parametros relacionados con el metabolismo del fosforo, los re-
sultados obtenidos se recogen en la tabla 3. Con la adicion de la enzima microbiana a la
racion deficiente de fosforo, se obtuvieron valores similares a los conseguidos con la ra-
cion control para el porcentaje de fosforo en el plasma y la concentracion de cenizas de la
tibia. Sin embargo, con aquellas raciones que contenian el salvado de centeno sin tratar y
tratado, estos mismos parametros estuvieron disminuidos (P < 0,0001) en un 56 % para el
porcentaje de P en el plasma y un 18 % para la concentracion de cenizas en la tibia en
comparacion con la racidon control y la suplementada con la enzima microbiana.
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Tabla 3

Efecto de la inclusion del salvado de centeno sin tratar y tratado con autoclave y
de una enzima microbiana, sobre la concentracion plasmatica de fosforo y las
cenizas 6seas, de pollos broiler, a las 2 semanas de edad

Fosforo en Plasma Cenizas oseas

(g dr) (%)
Raciones
MmS! 3,362 29,052
MS + §? 2,11° 24,38 "
MS + ST3 1,47°¢ 23,70 °
MS +ST+E* 2914 27,102
Valor P 0,0001 0,002
ESM 0,15 0,55

abe valores con distintas letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05).
ESM Error estandar de la media.

L Ms: Maiz-Soja; 2 S: Salvado de centeno sin tratar; > ST: Salvado de centeno tratado térmicamente (autoclave
120°, 15 min); 4 E: enzima Natuphos®5000.

Los resultados referentes al estudio in vitro vienen recogidos en las figuras 1 y 2. Con
respecto a las modificaciones de la temperatura, la actividad fitasica endogena del salvado
de centeno fue disminuyendo progresivamente segun se elevaba la temperatura. A los
65 °C la actividad enzimatica disminuy6 de forma significativa hasta un 56 % cuando se
comparaba con temperaturas inferiores. Hay que resaltar que a los 75 °C la actividad enzi-
matica fue nula. En cuanto al efecto del pH sobre la actividad enzimatica del salvado de
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Fig. 1.—Efecto de la temperatura sobre la actividad de la fitasa endogena del salvado de centeno
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centeno, los valores mas altos se consiguieron en un rango de pH que oscilaba entre 4,6 y
6,2, siendo el pH 6ptimo el de 5,4 que fue cuando se obtuvieron los valores mas altos. A
pH muy basicos o muy acidos la actividad fitasica disminuia de forma considerable.

12.000

10.000 ~

8.000 -

6.000 -

U. Fitasa kg-1

4.000

2.000 ~

22 26 3 34 38 42 46 5 54 58 62 66 7 74 78 82 pH

Fig. 2.—Efecto del pH sobre la actividad de la fitasa endogena del salvado de centeno

DISCUSION

La administracion de una racion deficiente en fosforo disponible tiene un efecto nega-
tivo sobre los indices productivos. La incapacidad de las aves para utilizar el fosforo fitico
es muy clara y también se refleja en una menor concentracion de P plasmatico y en una
reducida mineralizacion de los huesos relacionado con la concentracion de cenizas dseas
(Qian et al., 1996; Sebastian et al., 1996). La incorporacion del salvado de centeno como
fuente extra de actividad fitasa en las raciones deficientes en fosforo no mejoraron los in-
dices productivos ni las concentraciones de fosforo en plasma y el porcentaje de cenizas
oseas. Distintos autores han demostrado que la utilizacion del fosforo fitico en las aves
puede ser mejorado con el uso de fuentes de origen vegetal como el trigo y su subproduc-
to el salvado (Temperton y Cassidy, 1964; Salmon et al., 1969). Sin embargo, esta efecti-
vidad es muy variable dependiendo del cultivar y de las condiciones de la recoleccion
(Ravindran et al., 1995). El efecto de la temperatura del procesado de la racion, como la
granulacion, pueden parcial o totalmente inactivar las fitasas presentes en el trigo y la ce-
bada (Jongbloed y Kemme, 1990). En nuestro caso particular, el tratamiento térmico con
autoclave produjo solamente una reduccion de la actividad fitasa que se reflejo con una
disminucion significativa del fosforo plasmatico en comparacion con el salvado de cente-
no sin tratar. Sin embargo, y contrariamente a lo esperado, la actividad fosfatasa acida de
la dieta no se modificé pudiendo deberse a su mayor termoestabilidad tal como confirma
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Nasi ef al. (1999) en sus investigaciones. Asimismo, en nuestro estudio in vitro, la estabi-
lidad de la enzima estaba claramente comprometida, ya que temperaturas superiores a
65 °C disminuyeron de forma muy significativa su actividad. A pesar de todo ello, la falta
de respuesta del salvado de centeno pudo también deberse al efecto del pH en el tracto di-
gestivo. El pH optimo de actuacion de las fitasas de origen vegetal, tal como se demuestra
en nuestro estudio in vitro, se expresa con mayor actividad en el rango de 4 a 6. Estos re-
sultados son coincidentes con los expuestos por Irving (1980) y Reddy ef al. (1982). Pare-
ce improbable que cantidades significativas de la enzima de origen vegetal puedan sobre-
vivir al pH écido del proventriculo, sobre todo cuando ha sido demostrado por parte de
Eeckout y De Paepe (1991) que la fitasa del trigo ya es inactiva a pH 3 y que puede ser
hasta irreversible su inactivacion a pH 2,5 (Lantzch, 1989). Ademas, este estrecho rango
de pH provoca una disminucion del tiempo de actuacion en el tracto digestivo que hace
que la fitasa vegetal muestre una eficacia entre 40 y 79 % menor que la microbiana (Pot-
kansky, 2000). Esto est4 justificado porque la enzima microbiana es activa a un mayor
rango de pH (Simons et al., 1990), con dos picos de actuacion, el primero a pH 5-5,5 y el
segundo a pH acido (2,5), permitiendo que se exprese su actividad en mayor grado y en
diferentes lugares del tracto digestivo. Por lo tanto, creemos que la falta de eficacia de la
enzima endogena vegetal pueda deberse conjuntamente a una inactivacion o a una menor
expresion de su actividad en el tiempo motivada por el bajo pH y también a las tempera-
turas utilizadas en el proceso de fabricacion de los piensos.

La adicion de la enzima microbiana a la racion deficiente en P disponible con el sal-
vado de centeno tratado térmicamente, produjo una mejora significativa en el crecimiento
de las aves comparado con la racion sin enzima. Los parametros productivos (peso corpo-
ral e indice de transformacion) obtenido por las aves suplementadas con enzima microbia-
na era comparable a aquellos obtenidos con la dieta control que contenia una fuente de P
organico. Resultados similares han sido sefialadas para pollos broilers por Simons et al.
(1990), Broz et al. (1994), Rama Rao et al. (1999) y Ahmad et al. (2000). Estas mejoras
en el crecimiento observadas en las aves por la accion de la fitasa pueden estar muy rela-
cionadas con la liberacion de minerales (Ca, P, Mg) y oligoelementos (Zn, Fe, Cu) de la
molécula polianionica del 4cido fitico (Simons ef al., 1990) y por la utilizacion del mioi-
nositol producto final de la defosforilacion del acido fitico. Igualmente este efecto pudo
ser debido a un incremento en la digestibilidad del almiddn, tal como sugiere Knuckles y
Betschrst (1987) o a un aumento en la digestibilidad de los aminoacidos de la racion (Se-
lle et al., 2000). Como resultado de todo ello, la eficacia de la enzima fitasa resultaria de
la combinacién de una mejora no sélo en la disponibilidad de los minerales, sino también
de un aumento en la utilizacion de la energia y la proteina.

El incremento significativo del foésforo plasmatico obtenido con la incorporacion de
la fitasa a la racion deficiente en fosforo, comparable con el obtenido con la raciéon con-
trol, ha sido también sefialado en las investigaciones realizadas por Broz et al. (1994), Se-
bastian et al. (1996) y Rama Rao et al. (1999) en pollos, Orban et al. (1999) en patos y
Attia et al. (2000) en pavos. De igual forma, en nuestro estudio el porcentaje de cenizas
en la tibia también estaba significativamente aumentado por la presencia de la fitasa mi-
crobiana. Estos resultados son similares a los obtenidos por Sebastian et al. (1996),
Ahmad et al. (2000) y Leeson et al. (2000). El aumento en el porcentaje de cenizas es una
buena indicacion de la existencia de un aumento en la mineralizacion del hueso que puede
estar relacionada con el incremento en la disponibilidad de P, Ca, Zn y Cu del complejo
fitato-mineral por la accion de la fitasa.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con este trabajo demuestran que la adicioén de fitasas de ori-
gen microbiano a raciones deficientes en fosforo mejora los indices productivos de las
aves y la utilizacion del fosforo. Sin embargo, la inclusion en estas raciones de ingredien-
tes vegetales con actividades fitasicas relativamente altas, como el salvado de centeno, no
es capaz de mejorar la utilizacion del fosforo de forma significativa. El estrecho margen
de actuacion de las fitasas vegetales con respecto al pH y su limitada estabilidad a las
temperaturas pueden condicionar su eficacia.
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SUMMARY

Effect of vegetal and microbial phytases on phosphorus utilization in broiler
chickens

A feeding trial with broiler chickens to study the efficacy of plant (rye bran) and microbial phytase on
growth performance, plasma P and tibia ash, and an in vitro assay to study the rye bran enzyme stability by
changing temperature (25 to 75 °C) and pH (2.2 to 8.2) were conducted. Treatments involved a normal P level
corn-soybean diet and three low P diets including 10 % of rye bran non heated or heated without or with micro-
bial phytase (500 units kg'). Weight gain (P < 0,05, up to 21 and 17 %) and feed consumption (P < 0.05, up to
18 and 14 % respectively) of birds fed rye bran non heated and heated without microbial enzyme were signifi-
cantly reduced in comparison to those fed the control and the microbial enzyme diets. Feed to gain ratio only
was significantly increased (P < 0.0001, up to 5.8 %) in the rye bran non-heated diet compared with the rest of
the diets. There were not significant differences in plasma P and tibia ash concentrations in birds fed control and
microbial enzyme diets. However, this former parameters were significantly reduced (P < 0.0001, up to 56 and
18 % respectively) in the birds fed diets containing rye bran non heated and heated. In the in vitro assay, the rye
bran endogenous phytase activity were progressively reduced by the temperature (56 % reduction at 65 °C and
no activity at 70 °C). In the pH range from 5.0 to 6.2 the phytase was rather stable, while below pH 3.8 and
above pH 6.6 a rapid decline in activity was observed. In conclusion, these results show that microbial phytases
are more effective than plant phytase to utilise P and it could be related to the limited pH range of activity and to
the thermolability of the enzyme.

Key words: rye bran, phytase, phosphorus, chickens.
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