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RESUMEN

Se realizaron dos experimentos para evaluar
el efecto de la adicion de fitasa fungal (Aspergillus
niger) en la actividad de tripsina y quimotripsina y
digestibilidad de nutrientes en cerdos cruzados
(Yorkshire x Landrace, 11,5 kg peso vivo). En
ambos experimentos se empleé una dieta base
formulada con sorgo y pasta de soya; los trata-
mientos (T) fueron los siguientes: T1, dieta base,
y T2, base adicionada con 500 unidades de acti-
vidad fitasica (FTU) por kg de alimento. En el exp.
1 se utilizaron seis cerdos canulados en conducto
pancreatico, los cuales fueron adaptados a las
dietas durante 5 d, previo a la colecta de muestras.
La coleccion de jugo pancreatico se hizo a inter-
valos de 15 min, de 08:00 a 20:00 h, durante 5 d.
El alimento se ofrecié dos veces al dia (08:00 y
20:00 h). En el exp. 2 se utilizaron 20 cerdos
alimentados con dietas similares del exp. 1 para
estimar la digestibilidad total aparente de MS, MO,
FDN, P, Ca, Mg, Zny Fe. La fitasa no tuvo efectos
en el peso y la longitud del pancreas, ni tampoco
en la actividad de la tripsina y de la quimotripsina.
La adicion de fitasa incremento la digestibilidad de
la proteina (p<0,10) de 78,81 a 81,60% y la de la
FDN (p<0,11) de 81,87 a 85,54%. No se observa-
ron diferencias en la digestibilidad del Ca, P y Fe.
La digestibilidad de Mgy Zn tampoco se afecté por
la adicion de fitasa. En conclusion, estos resulta-
dos indican que la adicién de fitasa fungal a dietas
para cerdos no afecta la actividad de tripsina y
quimotripsina ni la digestibilidad en tubo digestivo
total de minerales en cerdos.
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SUMMARY

Two experiments were conducted to evaluate
the effects of addition of fungal phytase
(Aspergillus niger) in activity of trypsin and
chymotripsin and nutrient digestibility in crossed
pigs (Yorkshire x Landrace, 11.46 kg BW). In both
experiments it was used a basal diet elaborated
with sorghum and soybean meal, the treatments
(T) were the following: T1, basal diet, and T2,
basal plus 500 units of phytase activity (FTU) per
kg Inthe exp. 1 six cannulated pigs in the pancreatic
duct were used, which were adapted to the diets
during 5 days before sample collection. The
collection of pancreatic juice was done at 15 min
interval from 08:00 to 20:00. The feed was offered
twice per day. In the exp. 2, twenty pigs were fed
with similar diets than exp. 1. The phytase did not
show effects in the weight and the length of the
pancreas, or either in the activity of the trypsin and
chymotripsin. The addition of phytase increased
the digestibility of protein (p<0.10) from 78.81 to
81.60% and NDF (p<0.11) from 81.87 to 85.54%.
No differences were observed in digestibility of
Ca, P and Fe. The digestibility of Mg and Zn were
also not affected by phytase. In conclusion, these
results indicate that the addition of fungal phytase
to pig diets did not affect trypsin and chymotrypsin
activity neither total mineral digestibility in gastro-
intestinal tract.

INTRODUCCION

Los cereales (maiz, sorgo y trigo) y la
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pasta de soya, principales ingredientes de
las dietas para cerdos, contienen niveles
elevados de fitatos (Maga, 1982). La forma
mas comun de los fitatos es un éster de
acido fosforico e inositol denominado 4ci-
do fitico o acido hexafosférico de mio-ino-
sitol (Reddyetal., 1982). Ademas del fosfo-
ro, los fitatos interactiian con otros minera-
les como el calcio, zinc, fierro y magnesio, y
proteinas formando complejos fitato-mine-
rales-proteinas. El resultado de la interac-
cién es una reducciéon importante en la di-
gestibilidad del fosforo, principalmente,
seguida de los demés minerales y proteinas.
La eficacia de la fitasa microbiana, enzima
exogena que se adiciona de manera regular
alas dietas para cerdos para liberar el fosfo-
ro de los fitatos, se ha documentado amplia-
mente (Cromwell, 1996).

Adicionalmente, se tienen evidencias in
vitro de que los fitatos afectan negativa-
mente la actividad de las enzimas proteoli-
ticas pancreaticas. Singh y Krikorian (1982)
encontraron in vitro una reduccion sustan-
cial en la actividad de tripsina debido a la
presencia de fitatos. Este efecto lo atribuye-
ron alaformacion de complejos fitato-enzi-
may alaformacion de quelatos entre fitatos
y los minerales requeridos para la activa-
cion de laenzima, reduciendo laactividad de
la tripsina hasta 46%.

Enunestudiorealizado con cerdas, Mroz
et al. (1991) mostraron que la adiciéon de
fitasa aumento la digestibilidad anivel ileal
de los compuestos nitrogenados en un 3%
ylaactividad de tripsinaen 10,9%. Es posi-
ble que los efectos benéficos de la fitasa en
la digestibilidad de la proteina se detecten
solo a nivel intestinal, en un experimento
realizado por Radcliffe ez al. (2006) en cer-
das adultas con canula ileocecal, con nive-
les de fitasa (0, 250 y 500 unidades), hubo
respuesta lineal en la digestibilidad de la
proteina (p<0,07) y aminoacidos (p<0,10),
indicando que a nivel duodenal la disponi-
bilidad de nutrientes es mayor, y que el
efecto en heces puede no detectarse.

Las fitasas ex6genas podrian tener dos

efectos benéficos en la secrecion y activi-
dad de las enzimas pancreaticas, uno direc-
to y otro indirecto En forma directa las
fitasas podrian reducir la formacion de los
quelatos entre fitatos y tripsina (Singh y
Krikorian, 1982) lo cual podria explicar la
mayor actividad de la tripsina observada
porMrozet al. (1994). Un segundo mecanis-
mo de accion indirecto, seria como conse-
cuencia de una mayor digestibilidad de pro-
teina y su consecuente absorcién de
aminoacidos en el intestino, lo cual podria
estimular la colecistoquininay la secrecion
pancreatica (Jacob et al., 2000). Conside-
rando lo expuesto, se realiz6 este estudio
paraevaluar el efecto de laadicion de fitasa
fungal elaboradas con sorgo-pasta de soya
sobre la actividad de proteasas pancredati-
cas, digestibilidad y crecimiento de cerdos.

MATERIALY METODOS

Seutilizaron 26 cerdos hibridos Y orkshire
x Landrace, en etapa de crecimiento (11,5 kg
peso vivo). Seis cerdos se sometieron a un
procedimiento de cirugia de canulacion de
conducto pancreatico de acuerdo al proce-
dimiento descrito por Romero (2006) y los 20
restantes se usaron en un ensayo de diges-
tibilidad y comportamiento productivo. Los
cerdos canulados se alojaron en jaulas indi-
viduales, a 28 + 2°C y 45 + 2% humedad
relativa. Los 20 cerdos sin canular se aloja-
ron en jaulas con piso elevado y se asigna-
ron aleatoriamente a dos tratamientos: a)
fitasa fungal en el alimento y b) grupo tes-
tigo sin fitasa; cada tratamiento estuvo for-
mado por 10 repeticiones.

Los cerdos no canulados fueron alimen-
tados con dietas so6lidas para crecimiento
(tabla I), durante siete dias de adaptacion.
Posteriormente se les ofrecid alimento adi-
cionado 500 unidades fitasa (FTU) de
Aspergillus niger (Natuphos® BASF) por
kg dedieta, durante 7 diasy aguaad libitum.
Ladieta fue formulada de acuerdo con NRC
(1998). A los cerdos canulados seles dioun
periodo de adaptacion a la dieta (tablaI) y
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la canula de cinco dias, posteriormente a la
mitad de los cerdos (3) se les ofrecid alimen-
to adicionado con 2500 UF por kg de dieta,
durante cinco dias. Estos cerdos se alimen-
taron ad libitumy se les registré el consumo
debido a que el tiempo se dedicd al muestreo
de jugo pancredatico. La coleccion de jugo
pancreatico se hizo a intervalos de 15 min,
de 08: 00 a20: 00 h, durante 5 dias.

Se hizo una muestra compuesta de heces
por cada cerdo, para determinar los nutrien-
tes y las cenizas insolubles en d4cido como
marcador interno. Se determin6 la materia
seca, materia organica (AOAC, 1990), fibra
detergente neutro (Van Soest et al., 1991),
fosforo total por la técnica de Harris y Popat
(1954), y otros minerales (calcio, magnesio,
zinc y hierro), por espectrofotometria de
absorcion atémica (Slavin, 1968).

Se analizaron las cenizas acido insolu-
bles (Keuleny Young, 1977), paracalcular la
digestibilidad in vivo con las siguientes
ecuaciones (Osuji et al., 1993):

Digestibilidad nutriente= 100 - [(100* CIA d x

Tabla 1. Composicion porcentual de las ra-
ciones usadas para los cerdos canulados y
para el ensayo de digestibilidad. (Percent
composition of diets used for cannulated pigs and
for digestibility assay).

Ingrediente Cerdos Ensayo de

canulados digestibilidad

Pasta de soya 20,566 27,00
Sorgo grano 75,553 69,00
Aceite de soya 1,042 1,00
Premezcla vitaminica 0,250 0,27
Premezcla mineral 0,150 0,19
Sal 0,350 0,12
Saborizante - 0,10
Carbonato de calcio 1,112 1,00
Fosofato monodicalcico 0,684 -

Ortofosfato - 0,98
L-LisinaHCI 0,259 0,14
DL-Metionina 0,014 0,17
L-Treonina 0,020 0,02
L-Triptofano - 0,01

nutriente h)/(CIAh + nutriente d)]

donde:

CIA d=cenizas insolubles en acido en la dieta (%).
CIA h= cenizas insolubles en acido en heces (%).
Nutriente h= nutriente en heces (%).

Nutriente d= nutriente en dieta (%).

La actividad enzimatica en jugo pan-
creatico se analiz6 en jugo pancreatico la
proteina soluble por el método de Bradford
(1976) usando seroalbumina bovina como
estandar. Las enzimas fueron activadas con
enteroquinasa porcina (Sigma). La activi-
dad delatripsina se determiné por el método
de Erlanger et al. (1961)usando benzoil-L-
arginina-etil-ester como substrato. Una
unidad de actividad de tripsina fueigual ala
hidroélisis de 1 umol de substrato por minuto
por mg de proteina. La actividad de la
quimotripsina se determind con la hidrélisis
de N-acetil-L-tirosina-etil-ester (Hibbard et
al., 1992). Una unidad de actividad de
quimotripsina fue igual a la hidrélisis de 1
wmol de substrato por minuto por mg de
proteina.

ANALISISESTADISTICOS

Se realizé el analisis de varianza de las
variables respuesta con un modelo estadis-
tico con un solo criterio de clasificacion
(nivel de fitasa): El modelo estadistico usa-
do fue:

Yijk\= M + Pi + 8ijk\
donde:

Yijklm= variable respuesta.
u=media general.

P = efecto del nivel de fitasa.
g, error aleatorio.

Los resultados de ganancia de peso se
analizaron usando el peso inicial como co-
variable (Steel y Torrie, 1996). Los resulta-
dos de actividad enzimatica (tripsina y
quimotripsina), se analizaron con el proce-
dimiento de mediciones repetidas del SAS
(1999).
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RESULTADOSY DISCUSION

Delosnutrientes analizados (tablaII), la
adicion de la fitasa fungal de Aspergillus
niger solo incrementd la digestibilidad de la
proteina (p<0,10) en 2,8 unidades porcen-
tuales y la de la fraccion de la FDN en 3,6
unidades (p<0,11). Pero, no se observaron
diferencias (p=0,10) en las digestibilidades
de los otros componentes de la dieta ni de
los minerales. El fitato se considera como
agente antinutricional, debido a que forma
complejos (quelatos) con gran variedad de
minerales esenciales como Ca, Zn, Mgy Fe,
puede reaccionar con proteinas reduciendo
su disponibilidad (Reddy et al., 1982), lo
cual explica que la adicion de fitasas mejore
la disponibilidad de la proteina.

Losresultados en este experimento, son
similares alos reportados en la literatura. En
evaluaciones con cerdos en crecimiento y
finalizacion, Harper et al. (1997) al incre-
mentar la dosis de la fitasa Natuphos® de
250a500U porkg de alimento; tampoco no
encontraron respuesta en la digestibilidad
de calcio en dietas con baja concentraciéon
de fésforo, a pesar de haberse estimado que
ladigestibilidad del P se podria incrementar
enun 30%; tampoco encontraron efecto en
la digestibilidad de la materia seca. Por su
parte, Olukosi et al. (2007) evaluaron dosis
crecientes de fitasas (0, 500y 1000 unidades
de fitasa) en cerdos destetados y observa-
ronunarespuesta lineal en la digestibilidad
del fosforo (47,49y56%)ydel calcio (53, 60
y 68%), sin encontrar efectos en la materia
seca, proteinay energia. Adeolaetal. (1995)
observaron que con 1500 unidades de fitasa
en el alimento, se incrementaba la disponi-
bilidad aparente de Ca, P, Zn y Cu, sin
embargo, no encontraron efectos en la di-
gestibilidad de Mg y Mn.

En un experimento con cerdos suple-
mentados con Natuphos® (0, 250 y 500
Unidades por kg de dieta) realizado por
Radcliffe et al. (2006) en cerdas adultas con
canula ileocecal, detectaron efectos en la
digestibilidad ileal de la fitasa en la digesti-

Tabla 1l. Efecto de una fitasa fungal (500
unidades/kg alimento) en la digestibilidad
aparente de nutrientes y en el comporta-
miento de lechones destetados. (Effect of fungal
phytase (500 units/kg feed) on apparentdigestibility
of nutrientes and perfomance of weaning pigs).

ltem Testigo Fitasa C.V.(%) P’
Digestibilidad:

Materia seca (%) 87,58 88,55 2,16 0,27
Proteina (%) 78,81 8160 4,44 0,10
FDN (%) 81,87 8554 577 0,11
Ca (%) 71,57 77,56 1579 0,28
P (%) 51,73 53,98 19,08 0,63
Mg (%) 94,32 9347 431 065
Zn (%) 92,47 92,79 391 0,92
Fe (%) 86,42 8862 566 0,36
Pesoinicial? 11,24 11,68 1535 0,58
Peso final? 13,88 14,75 11,90 0,26
Ganancia diaria® 0,187% 0,219® 13,67 0,02

'Probabilidad de error tipo I; %kg.
abMedias con distinta literal son diferentes (p<0,05).

bilidad del P (lineal, p<0,01), Ca (p<0,004),
MS (p<0,11), proteina (p<0,07) y aminodci-
dos (p<0,10). Pero cuando midieron la di-
gestibilidad en las heces, no detectaron
efectos en la MS ni en la energia, pero si
tuvieron efecto lineal enlas de P (p<0,01)y
Ca (p<0,12). Este experimento nos indica
que es posible que las fitasas tengan efecto
a nivel intestinal, pero que no siempre se
pueda detectar el efecto al medir la digesti-
bilidad en heces, lo cual explicaria muchas
de las faltas de consistencia de efectos
reportadas en la literatura.

Algunos estudios donde se han evalua-
do dosis mayores a las 500 unidades, se han
logrado detectar efectos en la digestibilidad
aparente de la MS y de otros nutrientes. La
mayoria de los estudios muestran efectos
mas consistentes sobre el fosforo, y se
puede concluir que el uso de fitasas permite
reducir laexcrecion de P y la contaminacion
de este mineral hastaenun 30a40% (Harper
etal.,1997).

Se ha reportado que el fitato puede for-
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mar sales insolubles con Ca, Fe, Zn, Mny Cu
disminuyendo la disponibilidad de esos
minerales. Adeola et al. (1995) indicaron
que la digestibilidad del Zn se mejord al
adicionar fitasa a la dieta de cerdos desteta-
dos. Sin embargo, en este estudio no se ha
encontrado efecto de la fitasa en la digesti-
bilidadde Mg, Zny Fe (tablaIT). A pesarde
que no siempre se detecten efectos de la
fitasa, la degradacion del acido fitico redu-
ciria la formacion de complejos solubles y
quelatos insolubles con diversos minerales
como Zn, Cu, Co,Mn, CayFe (Maenzetal.,
1999) incrementando la disponibilidad para
su absorcion.

Las investigaciones con fitasas se han
enfocado a micro minerales y aminoécidos,
y solamente en algunos estudios se han
combinado con enzimas fibroliticas, pero
no se han medido los efectos en la digesti-
bilidad en la FDN. En un experimento con
aves, la combinacion de fitasas con xilana-
sas mejoro laenergia metabolizable del ali-
mento (Ravindranezal., 1999), mientras que
en otros estudios no ha obtenido respuesta
(Juanpere et al., 2005), por lo que no existe
evidencia directa de que las fitasas puedan
mejorar ladigestion de la FDN. No obstante,
es importante tener presente que el acido
fitico es un componente comun de las plan-
tas y es almacenado en un complejo grande
con sales de Mg y K junto con proteinas
dentro de membranas simples en particulas
de granos y semillas (Lépez et al., 2000).
Esto explicaria por qué en este experimento
laadicion de las fitasas tendid a mejorar (p=
0,11)ladigestibilidad de la FDN en cerdos.

En este estudio, la adicion de fitasa
mejord (p<0,05) la ganancia de peso (tabla
IT) lo cual podria asociarse a lamayor dispo-
nibilidad de proteina de ladieta. Gomez et al.
(2002) mostraron que el crecimiento de cer-
dos se puede mejorar al tener un mayor
suministro de aminoacidos digestibles de
lisina, treonina, triptéfano y metionina, que
es lo que pudo haber ocurrido como efecto
indirecto al haber suministrado la fitasa.
Los mayores crecimientos al adicionar fita-

sa en cerdos son el resultado de un mayor
consumo de nutrientes, en los cuales la
proteina tiene un impacto determinante y
que se reporta en varios experimentos.

Otro nutriente que ha sido responsabi-
lizado de causar mayor crecimiento es el
fosforo. Harper et al. (1997) observaron
mayores ganancias de peso con la fitasa en
dietas con baja concentracion de fosforo en
cerdos en crecimientoy finalizacién asocia-
das a mayor consumo de alimento y a una
mayor digestibilidad de fosforo.

La adicion de fitasa no tuvo efectos
(p<0,05) en el peso y la longitud del pan-
creas, ni tampoco en la actividad de la trip-
sina y de la quimotripsina en los 5 dias de
coleccion de jugo pancreatico (tabla IIT),
por lo que el efecto de evitar la formacidn de
quelatos fue practicamente nulo. Solamente
se observd unatendencia a mayor actividad
de la tripsina (p=0,11) en el primer dia de

Tabla III. Efecto de una fitasa fungal (500
unidades/kg alimento) en caracteristicas del
pancreas y actividad de tripsina y quimo-
tripsina. (Effect of fungal phytase (500 units/kg
feed) on pancreas characteristics and activity of
trypsin and quimotrypsin).

Testigo Fitasa CV (%) P’

Pancreas

peso (g) 32,62 33,34 10,24 0,63

longitud (mm) 14,16 14,40 3,13 0,25
Tripsina (Unidades/mg proteina)

Dia1 3,785 4,184 6,12 0,11

Dia2 3,951 4,276 7,44 0,26

Dia3 3,835 3,673 10,14 0,63

Dia4 3,731 3,661 27,35 0,93

Dia5 3,752 3,893 11,64 0,71
Quimotripsina (Unidades/mg proteina)

Dia1 2,191 3,731 41,23 0,19

Dia2 2,391 3,222 39,73 0,41

Dia3 2,789 3,811 23,14 0,17

Dia4 2,510 2,421 60,01 0,94

Dia5 3,076 2,680 34,03 0,62

"Probabilidad de error tipo I.
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suministro de la fitasa. Mroz et al. (1991)
reportaron una mayor actividad de la tripsi-
na al adicionar fitasa. Si bien se habia con-
siderado que la posible respuesta en pan-
creas seria mediada por efecto indirecto de
los aminoacidos (Niederau et al., 1986), y
esto estaria reflejado en la digestibilidad de
la proteina, no se obtuvo evidencia para
probar esta hipotesis, pues la mayor diges-
tibilidad de la proteina no esta asociada a
mayor actividad de las proteasas. Los resul-
tados del grupo testigo no mostraron evi-
dencia de que el acido fitico haya formado
complejos con la proteina, inhibiendo la
tripsina y la pepsina como se ha reportado
(Mrozetal., 1994).
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