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RESUMEN

Ocho cerdos castrados (Yorkshire-Landrace-Hamshire) con peso promedio de
38.3 £ 2.8 kg se adaptaron quirdrgicamente con dos canulas tipo “T’,” una en
duodeno proximal y otra en ileon terminal para evaluar el efecto de la infusién
duodenal de pancreatina y/o adicion de fitasa a dietas para cerdos en
crecimiento (sorgo-pasta de soya) sobre la digestibilidad ileal aparente (DIA) de
aminoacidos (AA). Se evaluaron 4 dietas, T1=dieta base (sorgo-pasta de soya,
13.06% de proteina cruda); T2=dieta base+fitasa (1000 FTU kg de dieta);
T3=dieta base+pancreatina (591 mg kg' de dieta infundida en duodeno);
T4=dieta base+tfitasa+pancreatina., al inicio del experimento se perdié una
unidad experimental por lo tanto los cerdos fueron distribuidos con base a un
disefio de bloques completos al azar en lugar de un disefio cuadro Latino 4 x 4
repetido, y se realiz6 comparacion de medias entre tratamientos. No hubo efecto
sobre la DIA de ninguno de los AA esenciales y no esenciales con la adicion de
fitasa y/o la infusion duodenal de pancreatina (P > 0.10). En promedio, la DIA de
los AA esenciales fue 3.18 unidades porcentuales mayor que los no esenciales.
Los resultados sugieren que la adicion de fitasa y la infusion duodenal de

pancreatina a dietas para cerdos en crecimiento no mejora la DIA de AA.

Palabras clave: Aminoacidos, cerdos, digestibilidad, fitasa, pancreatina.
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ABSTRACT

Eight barrows (Yorkshire-Landrace-Hampshire) with an average of body weight
of 38.3 + 2.8 kg were fitted with two T-cannulas one in duodenum and other in
terminal ileum to evaluate the effect of the duodenal infusion of pancreatine
and/or supplementation of phytase to growing pigs diets (sorghum-soy bean
meal) on apparent ileal digestibility (AID) of amino acids (AA). Four diets were
evaluated, T1=base diet (sorghum-soy bean meal, 13.06% of crude protein);
T2=base diet+phytase (1,000 FTU kg™ of meal); T3=base diet+pancreatine (591
mg kg” of meal); T4=base diet+phytase+pancreatine. At the beginning of the
experiment one experimental unit was missing so the pigs were distributed in a
randomized complete block design instead of replicated 4 X 4 Latin square
design, and means were compared. There was no effect on AID of essential and
no-essential AA with phytase supplementation and/or duodenal infusion of
pancreatine (P > 0.10). The AID of essential AA was 3.18 percentage units
higher than no-essentials AA. The results suggest that phytase supplementation

and duodenal pancretine infusion to growing pigs diets do not improve AID of AA.

Keys words: Amino acids, digestibility, pancreatine, pigs, phytase
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[. INTRODUCCION

El perfil de aminoacidos de los ingredientes utilizados en la formulacién
de dietas para cerdos no se ajusta a las necesidades nutricionales de los
animales, es decir, en estas dietas existen excesos de arginina, leucina,
fenilalanina y tirosina (NRC, 1998), el exceso de aminoacidos resulta no solo en
una deficiente utilizacion de los mismos, ya que el animal no puede
transformarlos en proteina corporal, ademas de que pueden contribuir a
disminuir la eficiencia productiva del animal. En dietas para cerdos a base de
sorgo-pasta de soya, el primer aminoacido limitante es lisina y el segundo
treonina, el requerimiento de lisina se satisface utilizando estos ingredientes con
16% de proteina (NRC, 1998) estas dietas contienen excedentes considerables
de otros aminoacidos que se eliminan en forma de urea contaminando el
ambiente por las descargas excesivas de este compuesto.

Las enzimas adicionadas a dietas para animales funcionan como
biocatalizadores del proceso digestivo, aumentando la digestibilidad de proteina
y carbohidratos, mejorando la eficiencia productiva del animal ya que se pueden
utilizar ingredientes de menor valor bioldégico y econémico en la dieta, resultando
un comportamiento productivo similar (Bedford, 1995). La utilizacion de enzimas
en dietas para cerdos ha aumentado junto con el desarrollo de nuevas
tecnologias en la industria de alimentos para animales (Close, 1996). De
acuerdo a lo anterior este estudio se realizd con el objetivo de evaluar el efecto
de infundir pancreatina a nivel duodenal sobre la digestibilidad ileal aparente de

aminoacidos en cerdos en crecimiento alimentados con dietas sorgo-pasta de



soya adicionadas con fitasa, para ello se planteo la hipotesis de que la infusion
duodenal de pancreatina favorece la digestion ileal aparente de aminoacidos en
cerdos en crecimiento alimentados con dietas sorgo-pasta de soya, adicionadas

con fitasa.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Ingredientes frecuentes en alimentos para cerdos en México

2.1.1. Sorgo

Los cereales constituyen mas del 60% de las dietas para la alimentacion
de cerdos (Cromwell et al., 1974; Sauer et al., 1977; Fuller et al., 1979; NRC,
1998), sin embargo son deficientes en varios AA esenciales. Existe informacion
que indica que la digestibilidad de AA limitantes como lisina, treonina y triptofano
en cereales es baja con respecto a los demas AA esenciales (D 'Mello, 1993;
Fuller et al., 1979; Cervantes et al., 1991; 1992; 1999; Cervantes y Cromwell,
1992; NRC 1998). En el Cuadro 1 se presentan los coeficientes de digestibilidad
de AA esenciales en sorgo y maiz, estos coeficientes pueden ser variables

dependiendo de la calidad del grano de cada region (Cuca et al., 1996).

Cuadro 1. Coeficiente de digestibilidad aparente de AA esenciales en sorgo y
maiz en dietas para cerdos en crecimiento.

Sorgo Maiz
Nitrégeno 81.5 79.6

AA esenciales
Arginina 84.6 88.6
Histidina 80.9 85.1
Isoleucina 86.9 84.3
Leucina 91.0 89.7
Lisina 73.8 77.5
Metionina 88.0 87.7
Fenilalanina 92.1 90.6
Treonina 74.7 724
Triptofano 79.7 69.6
Valina 85.0 83.7

Lin et al., 1987.



En México los cereales mas utilizados para proporcionar energia en
dietas para cerdos son sorgo, maiz y trigo. En el caso del sorgo pese a que es
utilizado para aportar energia a la dieta, también aporta de 40 a 60% de la
proteina cruda (PC) total de la racion. En el grano de sorgo se presenta gran
variacion en el contenido de PC de 5.4 a 13%, dependiendo en parte de la
variedad que se trate, sin embargo, el aumento en el contenido de PC no
necesariamente significa un aumento en la calidad de la misma especialmente
cuando se trata de variedades con alto contenido de taninos (pigmentos
fendlicos que causan astringencia al grano) que se pueden combinar con
proteinas, celulosa y pectinas, afectando la solubilidad de la proteina del grano y
disminuyendo su digestibilidad. Estudios realizados al respecto han demostrado
que cuando el nivel de taninos es alto se reduce el contenido celular de almidén,
carbohidratos solubles (Cuca et al., 1996) y la digestibilidad de la proteina

(Lewis, 2001) lo cual repercute en el aporte energético y proteinico del grano.

2.1.2. Pasta de soya

La pasta de soya es la fuente de proteina mas utilizada en dietas para
cerdos por su excelente perfil de aminoacidos (Rudolph et al., 1983), contiene
6.6% de lisina como porcentaje del contenido de PC (NRC, 1998). En la dieta se
incluyen ingredientes proteinicos basicamente por dos razones, para aumentar
la proteina total en la raciéon y para corregir las deficiencias de AA de los
cereales (Fuller et al., 1979). Sin embargo la pasta de soya tiene la desventaja

de que requiere tratamiento térmico para inactivar los factores antinutricionales



(Cuca et al., 1996). Si la pasta de soya se incluye cruda en la dieta provoca
hipertrofia del pancreas y aumenta la actividad proteolitica originada por la
estimulaciéon de las células acini, a causa de los inhibidores de tripsina (factores
antitripsecos); por lo que la soya debe ser bien procesada ya que si se
sobrecalienta se pueden destruir AA y formar complejos AA-carbohidrato siendo
insolubles y biolégicamente no disponibles para el animal (Chang et al., 1987).
Una pasta de soya mal procesada es la que no recibié el calor ni el tiempo
suficiente para inactivar los factores inhibidores de tripsina o para evitar el daino
a la proteina. Las variables que se utilizan para detectar soyas mal procesadas
son: la ganancia de peso, el consumo de alimento, el peso del pancreas (indice
fisiologico), la actividad ureasica y la solubilidad de la proteina (Cuca et al.,

1996).

2.2. Proteina

Las proteinas son polimeros que se encuentran en todos los
organismos, todas las proteinas estan constituidas por unidades simples, los AA.
En la dieta la funcion de la proteina es proporcionar las proteinas o los AA que
las constituyen para que el organismo pueda realizar de manera normal las
funciones de crecimiento y las relacionadas con la produccién. En el caso de
animales jovenes en crecimiento los requerimientos de proteina son mayores
gue en animales adultos que solo requieren la cantidad suficiente de proteinas
para el mantenimiento de los tejidos corporales. Animales en gestacion y/o

lactancia aumentan las necesidades de proteina por la sintesis de proteinas en



los productos de la concepcion y la leche, asi como una mayor intensidad
metabdlica. En algunos tejidos como el epitelial del tubo digestivo la renovacion
celular es muy rapida. (Church et al., 1996).

La proteina, se define como el nitrégeno contenido en los ingredientes
multiplicado por el factor 6.25 (este factor no es constante varia dependiendo del
ingrediente). Esta definicion se basa en la suposicion de que 100 g de proteina
contienen 16 g de nitrogeno. Aunque los AA esenciales son necesarios para el
metabolismo normal, usualmente no se requieren en la dieta ya que pueden ser
sintetizados utilizando grupos amino derivados de AA presentes en exceso
(NRC, 1998). En la actualidad las dietas para cerdos son formuladas con base a
las necesidades de PC y AA totales para cubrir los requerimientos del primer
aminoacido limitante (lisina), al respecto, el perfil de AA de los ingredientes
utilizados para la formulacion de dietas resulta ser mayor al requerimiento del
cerdo (Kerr y Easter, 1995) esto representa un costo de alimento que no sera
utilizado por el animal y contaminacién por descargas excesivas de nitrégeno en
los suelos (Cervantes, 1997), ademas de una posible interaccion entre los AA
limitantes que se encuentran en exceso afectando la respuesta productiva del
cerdo (Kerr, 1997). La recomendacion de PC para cerdos de 20 a 50 kg peso
vivo es de 15% en dietas maiz-pasta de soya (NRC, 1998), mientras que en
dietas sorgo-pasta de soya se requiere un minimo de 16.5% (Cervantes et al.,
1991; Cervantes, 1997; Cervantes y Cromwell, 1992; 1997), estos niveles de
proteina son suficientes para cubrir las necesidades de lisina (0.17%) para

cerdos en crecimiento.



En dietas sorgo-pasta de soya o maiz-pasta de soya el primer AA
limitante es lisina seguido por treonina en sorgo y por triptofano en maiz (Rusell
et al., 1983; Cervantes et al., 1991). El siguiente AA limitante en dietas sorgo-
pasta de soya ha sido mas dificil de definir, ya que metionina (Hasen et al.,
1993) e isoleucina (Cervantes et al., 1991) han sido considerados como el tercer
AA limitante. Los requerimientos de AA han derivado de resultados de
experimentos, sin embargo existen discrepancias al respecto, atribuidas en parte
a la fuente de AA, a la disponibilidad biologica, a la variabilidad de los
ingredientes base utilizados en la dieta e incluso al tipo de cerdos que consumen

el alimento (NRC, 1998).

2.2.1. Aminoacidos esenciales y no esenciales

Todos los AA presentan un grupo carboxilo (COO) y un grupo amino
(NH2) en la posicion del carbono alfa, pero varian en la estructura del grupo
radical (la parte del AA que no participa en el enlace peptidico) (Hoseney, 1994).
En la naturaleza se encuentran mas de 200 AA, sin embargo, unicamente
alrededor de 20 estan presentes de manera comun en la mayoria de las
proteinas (Church et al., 1996). Los AA esenciales o indispensables son aquellos
que no se sintetizan en los tejidos del animal en cantidades suficientes para
cubrir las necesidades metabdlicas por lo que deben ser agregados a la dieta
(Cuca et al., 1996). Los AA no esenciales son los que a pesar de ser necesarios
desde el punto de vista fisioldgico para la sintesis de proteina en el organismo

animal, no es necesario adicionarlos en la dieta (Church et al., 1996) porque son



sintetizados a partir de la transferencia de grupos aminos de otros AA que se
encuentren en exceso esto ocurre durante el metabolismo de los carbohidratos o
porque algunos AA esenciales como la fenilalanina que se puede transformar en
tirosina, lo mismo ocurre con metionina en cistina. A este grupo de aminoacidos
pertenece alanina, glisina, serina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico,

cistina, prolina e hidroxiprolina (Cuca et al., 1996).

2.2.2. Aminoacidos limitantes y sintéticos

Con la disponibilidad de los AA sintéticos, lisina, metionina, treonina y
recientemente triptofano que son los AA esenciales mas limitantes, los niveles
de inclusion de proteina en las dietas se ha reducido. Estos AA que el cerdo no
puede sintetizar deben estar presentes en la dieta para una adecuada formacién
de proteinas del organismo. En el caso de lisina éste es el primer AA limitante en
todos los cereales (Lewis, 2001). Pichardo et al., (2003) en dietas trigo-pasta de
soya para cerdos en crecimiento-finalizacidn encontraron que lisina y treonina
son AA limitantes y la adicion de estos en forma sintética, puede incluso sustituir
por completo la inclusion de pasta de soya en la dieta.

Una de las justificaciones para la utilizacion de AA sintéticos o
cristalinos en la alimentacion de cerdos, es disminuir la contaminacion ambiental
por nitrégeno como resultado de la excrecion provocada por un desequilibrio en
las dietas. El nitrogeno y el fosforo son los elementos mas abundantes que se
encuentran en las excretas ello causa acumulacién excesiva de estos elementos

en el suelo en forma de nitratos y fosfatos. Para reducir la excrecion de



nitrogeno es indispensable conocer con mayor precision la digestibilidad de la
proteina, el contenido de AA en los ingredientes, los requerimientos de AA de los
cerdos, mejorar el balance de AA en las dietas y de igual manera mejorar las

practicas de alimentacion (Knabe, 1996).

2.2.3. Fisiologia digestiva de las proteinas

Para la utilizacion de las proteinas de la dieta es necesario que se
liberen los AA que las forman, basicamente la digestion de la proteina consiste
en la hidrdlisis de los enlaces peptidicos. Esta reaccion es catalizada por un
grupo de enzimas a las que colectivamente se les conoce como enzimas
proteoliticas, dicha reaccion debe ser completa para dar como resultado AA
libres. Lloyd et al. (1982) sugieren que aunque los enlaces entre pares de AA
parecen ser idénticos, varian considerablemente en lo que se refiere a su
sensibilidad al momento de la hidrélisis enzimatica y se ha visto que la ruptura
de enlaces es mas frecuente que ocurra entre enlaces peptidicos adyacentes
que a AA particulares lo cual parece depender de la naturaleza de las cadenas
laterales de los AA.

La digestion de las proteinas tiene lugar en estdbmago y en duodeno, la
digestion al igual que la absorcion se da de manera rapida. Debido a que las
enzimas proteoliticas son proteinas, éstas también se digieren y absorben en su
totalidad pero a diferencia de la absorcion de las proteinas de la dieta, el
proceso se lleva a cabo a lo largo de todo el intestino, con una tendencia al

aumento en la autolisis a medida que aumenta la distancia al estbmago. La



proteina dietética no solo aumenta la secreciéon de enzimas proteoliticas sino
que también las protege de la autolisis ya que al desnaturalizarse en el
estomago pasan a ser el sustrato de las enzimas proteoliticas. Las enzimas
proteoliticas son secretadas inicialmente en forma de precursores inactivos
llamados simdégenos, al activarse se separa una cadena peptidica que protege al
centro activo de la enzima. De forma general las enzimas proteoliticas pueden
clasificarse en endopeptidasas, que rompen los enlaces peptidicos del interior
de la cadena y exopeptidasas, que actuan sobre los enlaces peptidicos
terminales. Las exopeptidasas pueden clasificarse a su vez en
carboxipeptidasas y aminopeptidasas dependiendo del sustrato sobre el cual

actuen (Lloyd et al., 1982).

2.2.4. Dietas bajas en proteina

La utilizacion de dietas para la alimentacion de cerdos con bajo
contenido en proteina se ha estudiado el menos por tres razones: primero por el
costo que representa al incluirla en la dieta; segundo por cuestién ambiental lo
cual esta ligado a la utilizacion eficiente de la proteina de la dieta por el cerdo
para transformarla en carne y tercero por la cantidad de compuestos
nitrogenados que contienen los desechos y que son contaminantes potenciales
de suelos y agua. Se dice que el comportamiento productivo de los cerdos no se
ve afectado cuando se reduce el nivel de proteina en la dieta, siempre que las
deficiencias en AA sean cubiertas mediante la adicién de AA sintéticos, lo cual

no siempre ocurre, ya que la respuesta en cerdos es variable dependiendo del

10



nivel de reduccién en el contenido de proteina en la dieta. Al respecto en
diversos estudios realizados por Sharda et al., 1976; Russell et al., 1983;
Cervantes y Cromwell, 1992; Ward y Southern, 1992; Cervantes et al., 1992;
Tuitoek et al., 1997 encontraron que el nivel de proteina en la dieta puede
reducirse de dos a cuatro unidades porcentuales y ser sustituido con lisina o
lisina mas treonina, sin que se vea afectado el comportamiento productivo de los
cerdos.

La mayor parte de los compuestos nitrogenados que no son utilizados
para la sintesis de tejido corporal provienen de los AA de la dieta, sin embargo, y
dependiendo de los ingredientes utilizados en la dieta, en cerdos hasta 65% del
nitrogeno consumido es excretado via orina y heces (Schutte, 2000) lo cual es
causa frecuente de contaminacion, es decir, en la medida en que el contenido de
AA de la dieta se aproxime al de las necesidades reales del cerdo, la proteina
sera utilizada con mayor eficiencia y ademas se disminuira la descarga de
compuestos nitrogenados al ambiente (D’ Mello, 1993). Una forma de reducir la
descarga de nitrogeno es formulando dietas de acuerdo a edad y estado
fisioloégico de los cerdos para evitar la incorporacién excesiva de proteina en la
dieta y considerar el perfii de AA de los ingredientes a utilizar, para la
elaboracion de dietas con un mejor balance de AA. Al formular para cubrir las
necesidades de AA indispensables, existe un exceso de AA dispensables y para
prevenir los excesos es necesario minimizar la proteina, cubriendo la demanda
de AA esenciales con AA sintéticos. En algunos estudios realizados por Wang y

Fuller (1990) y por Gatel y Grosjean (1992) encontraron que la reduccion de una
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unidad porcentual de proteina en la dieta puede disminuir aproximadamente
hasta ocho por ciento la excrecion de nitrogeno con un intervalo de 4.4 a 17.5%.
Actualmente se cuenta con patrones o perfiles ideales de AA esenciales, con
lisina como base para calcular los perfiles exactos de los AA de la dieta. La
mayor ventaja de usar el perfil de proteina ideal es que se puede adaptar a
diversas situaciones ya que las relaciones ideales se mantienen estables,
independientemente de los cambios en el plano nutricional de los aminoacidos o
en el contenido total de proteina cruda en la dieta (Baker, 1996). Entonces
basicamente el concepto de proteina ideal en dietas para cerdos hace referencia
a que en teoria la dieta debe contener el nivel adecuado de cada aminoacido
esencial, sin excesos ni deficiencias y un suministro adecuado de nitrégeno no

esencial para la sintesis de AA no esenciales (Taylor et al., 1979).

2.3. Utilizacion de enzimas exdgenas en nutricién animal

Las enzimas adicionadas en las dietas de los animales funcionan como
biocatalizadores del proceso digestivo, aumentando la digestibilidad de los
ingredientes e incrementando la productividad del animal ya que se pueden
utilizar ingredientes de menor valor biolégico y economico en la dieta, resultando
un comportamiento productivo similar (Bedford, 1995). La utilizacion de enzimas
en dietas para cerdos ha aumentado junto con el desarrollo de nuevas
tecnologias en la industria de alimentos para ganado (Close, 1996).

Se cree que las enzimas exdgenas actuan bajo ciertas condiciones

fisiolégicas que prevalecen en el tubo digestivo, por lo que las diferencias
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anatomicas vy fisiologicas entre las especies animales afectan la actividad de las
enzimas, como en el caso de las aves y cerdos, ya que la adicion de enzimas en
dietas para aves ha tenido resultados positivos y constantes; sin embargo en
dietas para cerdos los resultados no han sido del todo contundentes y en
ocasiones hasta contradictorios, esto se debe a que el alimento pasa
directamente al estbmago en donde el pH es muy acido lo cual inactiva de
manera irreversible a las enzimas. En el caso particular de las aves debido a que
estas estan provistas de buche éste les permite la activacidon de algunas
enzimas por efecto de pH (6.0) antes de pasar al proventriculo y la molleja en

donde el medio es mas acido que e el buche. (Schutte, 2000).

2.4. Mecanismo de respuesta en la secrecion enziméatica del pancreas

Las proteasas, lipasas y amilasas aumentan su actividad con el
consumo de proteina, grasa y carbohidratos, respectivamente, sin embargo se
sabe poco acerca del mecanismo de adaptacion especifica a través del cual las
enzimas pancreaticas responden a la dieta (Temler et al., 1984). Para amilasa y
lipasa las evidencias sefalan que la adaptacion es inducida por la accion directa
de los productos de la digestidon sobre las células acini, mientras que las
proteasas requieren de la presencia de proteinas o péptidos en duodeno, para
proporcionar el sustrato sobre el cual actuaran las proteasas pancreaticas
(Lavau et al., 1974).

Green y Lyman (1972) presentaron una hipoétesis en la cual suponen

que la secrecion de enzimas pancreaticas en ratas es regulada a través de un
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‘mecanismo de retroalimentacion negativa”, sefialan que la presencia de tripsina
y quimotripsina en la luz intestinal inhibe la secrecidn pancreatica, posiblemente
por la inhibicion en la liberacién de colecistoquinina (CCK); de manera contraria
la inactivacion, inhibicion o saturacién de las proteasas resulta en liberacion de
CCK'y como consecuencia un aumento en la secrecion pancreatica, concluyeron
que tanto la proteina intacta como el factor inhibidor de tripsina de manera
invertida provocan la inhibicibn en la retroalimentacion causada por las
proteasas pancreaticas en la luz intestinal, lo cual fue confirmado por Green y
Miyasaka (1983) al concluir que la proteina hidrolizada es un estimulante débil
de la secrecion pancreatica, fortaleciendo la hipotesis de que la proteina intacta
y el factor inhibidor de tripsina estimulan la secrecion pancreatica a través de un
mecanismo comun. En estudios realizados por Liddle et al. (1986) observaron
que las proteinas son el principal estimulante de la liberacion de CCK y que tal
efecto esta relacionado con su capacidad para inhibir tripsina in vitro.

Temler et al. (1984) presentan resultados similares que apoyan la
hipétesis propuesta por Green y Lyman (1972), sin embargo sefialan que la
liberacién de los factores hormonales (CCK-pancreosamina) se induce por la
accion directa de pequenos peéptidos productos de la digestidn de la proteina
dietética en células endocrinas del tejido intestinal y por lo tanto para la
secrecion de las enzimas tripsina y quimotripsina no se requiere la presencia de
sustrato en el intestino. Cuando alimentaron ratas con dietas conteniendo
inhibidor de tripsina soya se produjo un aumento considerable de las proteasas

pancreaticas comparado con el producido por proteinas o péptidos y supusieron
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que la secrecion de proteasas pancreaticas es medida por dos mecanismos
diferentes, concluyendo que el “mecanismo de retroalimentacion negativa”
parece ser mas caracteristico para el inhibidor de tripsina de soya.

Por su parte lwai et al. (1987) y Fushiki et al. (1989) identificaron un
péptido en el jugo pancreatico denominado “péptido monitor”, el cual presenta
sensibilidad a tripsina y posee actividad liberadora de CCK en el intestino de
ratas. Estos investigadores propusieron la hipotesis de que el péptido bioactivo
es secretado en el pancreas junto con las proenzimas, sin embargo es
facilmente hidrolizado durante la digestion. La digestibilidad in vitro de una
proteina dietética como sustrato depende de su afinidad por las proteasas, de
este modo, una proteina facilmente digerible tiene alta afinidad por las proteasas
que se encuentran en la luz intestinal, por lo tanto la mayor parte del “péptido
monitor’ secretado puede permanecer intacto a la digestion advirtiendo su
inactivaciéon en la luz intestinal. Asi, el péptido intacto tiene alta capacidad de ser
un potente liberador de CCK, la cual controla la secrecion de enzimas
pancreaticas en respuesta a la proteina consumida. Este péptido seria entonces
el responsable de la regulacion del “mecanismo de retroalimentacion” propuesto
por Green y Lyman (1972). En estudios realizados por Shimizu et al., (1994)
sugieren que la secrecion pancreatica estimulada por oligopéptidos o

aminoacidos es medida por secretina y CCK, pero principalmente por secretina.
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2.5. Actividad de enzimas pancreaticas en el cerdo

El tamafo y la secrecion exocrina del pancreas responden al tipo de
dieta ofrecida lo cual obedece a una estricta regulacion hormonal. Temler et al.,
(1984) mencionan que el peso del pancreas y la actividad de tripsina y
quimotripsina en la digesta intestinal en ratas se vio aumentada cuando el nivel
de proteina en la dieta fue aumentado de 10 a 30%. En cerdos el flujo de la
secrecion de jugo pancreatico esta influenciado por el tipo de dieta pero la
actividad de tripsina y quimotripsina permanece constante (Partridge et al., 1982;
Zebrowska et al., 1983).

Hibbard et al., (1992) encontraron que la actividad de quimotripsina del
jugo pancreatico aumentd observando un incremento en la actividad de lipasa
sin que se incrementara la secrecidn del volumen de jugo pancreatico. Estos
mismos investigadores encontraron que en cerdos alimentados con una dieta
que contenia 30% de PC y también en dietas altas en grasas y almidon la
secrecion total de amilasa y el volumen secretado aumentaron. Mientras que
Pohland et al. (1993) encontraron que al alimentar cerdos con cuatro niveles de
proteina, no hubo efecto (P > 0.05) del nivel de proteina ni del tipo de proteina (P
> 0.10) en la actividad de las enzimas evaluadas a pesar de la diferencia
(alrededor de 23%) entre las variables. Por otra parte Hibbard et al., (1992) al
evaluar dietas con niveles de PC de 14 y 26% en dietas maiz-pasta de soya
para cerdos en crecimiento, observaron que los cerdos que consumieron la dieta

con 26% de PC mostraron mayor actividad de quimotripsina pancreatica total y
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mayor relacion entre tripsina:ADN y quimotripsina:ADN y un mayor peso del

pancreas con respecto a los cerdos que recibieron la dieta con 14% de PC.

2.6. Actividad de la fitasa

Las fitasas se encuentran ampliamente  distribuidas en
microorganismos, plantas y animales. Fitasas de tipo enddégeno se han
encontrado en el tubo digestivo de cerdos, aves y otras especies no rumiantes
aunque su actividad es casi nula (Pointillart, 1991; Yi y Kornegay, 1996). En el
caso particular del cerdo, la actividad fitasica intestinal es nula cuando se
compara con la de la fosfatasa alcalina (fitasa), incluso cuando el consumo de

fosforo sea muy bajo. (Pointillart, 1994).

2.6.1. Composicién quimica del &cido fitico

El acido fitico (acido exafosférico de mio-inositol, CgH12024P6)
quimicamente se refiere a 1,2,3,4,5, 6-hexa fosfato dihidrogeno de mioinositol
(Vincent, 1992), es un factor antinutricional que se encuentra en materiales
vegetativos como las semillas que se utilizan para la alimentacion animal y el
consumo humano (Kies, 2005). El P fitico constituye una buena parte del P total
de los granos de cereales y semillas de oleaginosas, representa
aproximadamente de 60 a 80% del P total (Liao et al., 2002). La concentracion
de P fitico depende principalmente de la parte de la planta de donde procede, ya
que se acumula en su mayoria en las semillas. La molécula del acido fitico

posee un alto contenido de P (28.2%) y sus 6 radicales fosféricos muestran una
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fuerte capacidad para quelar varios cationes, un mol de acido fitico puede quelar
de 3 a 6 moles de calcio formando fitatos insolubles a pH intestinal (Yi y
Kornegay, 1996; Pointillart, 1999). Esta misma capacidad hace que el acido fitico
forme también una amplia variedad de sales insolubles con cationes divalentes y
trivalentes a pH neutro (Zn, Cu, Co, Mn, Fe y Mg) impidiendo que estos
minerales puedan ser absorbidos a nivel intestinal. (Cheryan, 1980; Kies, 2005).
Es un componente esencial de los granos de cereales y de leguminosas,
representa una reserva de fosforo, otros minerales y glucidos que son utilizados
por las semillas durante el proceso de germinacion. Al momento de la
germinacion el acido fitico es hidrolizado por una enzima fosfatasa acida llamada
fitasa, para liberar el ortofosfato y el inositol que se encuentran en los granos

(Pointillart, 1991).

2.6.2. Utilizacién de fitasa en dietas para cerdos

Las fosfatasas son un conjunto diferenciado de enzimas que se
clasifican en fosfatasas alcalinas, fosfatasas acidas de alto y bajo peso
molecular y complejo fosfatasas-proteina (Vincent et al., 1992). Estas enzimas
difieren en sus pH 6ptimos, requerimientos de iones metalicos, especificidad por
los sustratos y, posiblemente, por sus mecanismos de accion. Las fitasas
catalizan la hidrdlisis de los fosfatos monoesterificados del acido fitico dando
lugar de forma progresiva a la formacién de inositol-5 fosfato, inositol-4 fosfato,
inositol-3 fosfato, inositol-2 fosfato e inositol-1 fosfato. En general, las fitasas

fungicas y bacterianas liberan cinco de los seis fosfatos y solo raras veces es
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posible encontrar liberado inositol-1 fosfato y mioinositol libre (Wyss et al., 1999).
Las fitasas de origen vegetal se conocen desde hace mucho tiempo, pertenecen
al tipo 6-fitasa y se caracterizan por hidrolizar al acido fitico comenzando por el
grupo ortofosfato situado en la posicién 6 de la molécula, dando lugar como
primer producto intermediario al D-mioinositol 1, 2, 3, 4, 5 pentakisfosfato mas
una molécula de ortofosfato. Estas fitasas hidrolizan completamente al acido
fitico. El pH 6ptimo de las fitasas vegetales oscila entre 5.0 y 5.6; medios muy
acidos o alcalinos las inactivan de forma irreversible. Su temperatura 6ptima se
encuentra entre 45 a 60°C, (Wodzinski y Ullah, 1996). Las fitasas vegetales
suelen ser menos efectivas que las fungicas. Esta menor efectividad se le ha
atribuido al estrecho rango de pH y al mayor grado de inactivacion de las fitasas
vegetales en el estbmago. No obstante, se ha observado un efecto aditivo entre
ambas fitasas, y una optima incorporacién de ingredientes vegetales con alta
actividad fitasica puede incluso eliminar por completo la adicién de fosfatos
inorganicos en dietas para cerdos (Kornegay, 1996; Kornegay y Qian 1996).

De todos los organismos estudiados (plantas, bacterias y hongos), el
Aspergillus niger es el que produce la fitasa extracelular mas activa. Este hongo
produce dos fitasas (A y B) y una fosfatasa acida de pH 6,0. La fitasa tipo A
actua dentro de un rango de pH de 2.5-5.0 y a una temperatura éptima de 58°C.
La fitasa de tipo B un pH éptimo de 2.5 y una temperatura 6ptima de 63°C
(Wodzinski y Ullah, 1996). En la actualidad hay, al menos, cuatro fitasas
comerciales disponibles, tres de ellas obtenidas por fermentacidon de un

Aspergillus genéticamente modificado (Natuphos®, Novo phytase® y Finase®), y
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otra por extraccion del medio de cultivo de un Aspergillus no modificado
genéticamente (Alltech phytase®). La utilizacién de las fitasas en la industria de
los alimentos para animales se ha visto favorecida por la mejora constante en la
utilizacién de ingredientes como minerales, aminoacidos y otros aditivos y por la
generacion de nuevas tecnologias que han permitido la obtencion de la enzima a
escala industrial, esto ha permitido una disminucion en el costo de produccién de

la enzima.

2.6.3. Accion de fitasa sobre la disponibilidad de nutrientes en la dieta

a). Fésforo

Kornegay y Qian (1996) a partir de 52 experimentos con cerdos
observaron una respuesta no lineal a la adicién de fitasa sobre la digestibilidad
de fésforo, siendo la magnitud de la respuesta por unidad de fitasa mucho mas
acentuada con niveles bajos de esta enzima, de esto se deduce que la adicidon
de 500 unidades de fitasa/kg de alimento (500 FTU/kg) produce una reduccién
de 33.2% en la excrecion de P, permitiendo disminuir el nivel de éste en la dieta
en 0,1 unidades porcentuales. La adicién de 1000 FTU/kg de alimento, produce
una mejora en la digestibiidad de P de hasta 28%, lo que equivale
aproximadamente a 1g de P digestible por kg de alimento. Las especificaciones
para la utilizacion de la enzima fitasa en dietas comerciales para cerdos
recomiendan 500 FTU/kg de alimento con una equivalencia de 0.8 g de P

digestible/kg de alimento.
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b). Calcio

La accién hidrolitica de la fitasa sobre los fitatos en el estbmago del
cerdo, no s6lo aumenta la digestibilidad del fésforo, ademas, indirectamente
eleva la del calcio (Ca). Kornegay (1996) estimo, una equivalencia de 0.73g de
Ca liberado cuando a la dieta se le adicionan 500 FTU/kg de alimento. Sin
embargo, se ha demostrado que el exceso de Ca en la dieta no solo precipita de
manera progresiva a la fitasa para formar compuestos insolubles con Ca,
también reduce la susceptibilidad del fitato para la hidrélisis enzimatica, por la
competencia por los sitios activos de la fitasa (Liao et al., 2002). Por ello es
importante tener el cuidado de mantener la proporcién adecuada en la dieta de

Ca-P.

c). Proteina'y aminoé&cidos

En estudios in vitro se ha demostrado que las fitasas tienen la
capacidad de formar quelatos con AA libres, especialmente lisina. La incubacion
de lisina en HCI con salvado de arroz (rico en fitatos), muestra que un 20% de
esta lisina queda ligada al fitato. La adicion de fitasa al medio de incubacion
libero el 50% de la lisina quelada (Traylor et al.,, 2001). En estudios in vivo,
Jongbloed y Lenis (1998) observaron que la adicidon de fitasa mejora la
digestibilidad aparente de la PC y AA. Kornegay (2001), en una revision de la
literatura que abarca 17 experimentos, sefialan que el empleo 1000 FTU kg

dieta™ produce 0.85% en la digestibilidad total aparente de la proteina.
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Kornegay y Quian (1996) estimaron que, reduciendo 1.0% la PC en la
dieta y con un valor de excrecion (heces y orina) de nitrégeno (N) del 40% del N
consumido, la excrecién de éste disminuyo 7.1% cuando se adicionaron 500
FTU kg dieta™. Liao et al., (2005) en los resultados que se presentan en el
Cuadro 2 encontraron que la adicion de fitasa en dietas trigo-pasta de soya-
pasta de canola, para cerdos recién destetados, mejoro consistentemente la
digestibilidad ileal aparente (DIA) de arginina, histidina fenilalanina, treonina y
valina, hubo una tendencia a incrementarse la DIA de la PC, leucina y licina,
cuando las dietas adicionadas con 500 y 1000 FTU/kg de alimento se
compararon con la dieta testigo, el efecto no fue significativo cuando las dietas
adicionadas con fitasa se compararon entre si.
Cuadro 2. Efecto de la adicion de fitasa en la digestibilidad ileal aparente (%) de

proteina cruda y aminoacidos en dietas trigo-pasta de soya-pasta de canola en
cerdos recién destetados.

Adicion de fitasa

FTU kg dieta’ Contrastes
0 500 1000 EEM C1 C2
PC 76.0 76.2 76.8 1.38 0.660 0.646
AA esenciales
Arginina 86.4 86.8 86.6 0.86 0.730 0.893
Histidina 83.6 83.2 83.5 1.31 0.858 0.836
Isoleucina 79.3 80.5 80.6 1.34 0.334 0.922
Leucina 78.8 76.1 78.8 2.22 0.847 0.415
Lisina 75.8 75.5 76.4 1.68 0.898 0.645
Fenilalanina 82.1 83.1 83.5 1.22 0.354 0.763
Treonina 73.1 731 73.3 1.12 0.981 0.915
Valina 75.7 76.5 76.7 1.56 0.512 0.887
AA no esenciales
Alanita 76.4 771 77.5 1.57 0.477 0.755
Acido Aspartico 76.8 77.6 77.5 1.46 0.523 0.941
Acido Glutamico 86.6 84.0 84.2 1.27 0.643 0.896
Glicina 73.1 72.5 73.0 1.12 0.780 0.713
Serina 77.0 77.4 77.7 1.31 0.628 0.843
Tirosina 82.0 82.9 83.6 1.27 0.349 0.656

Valores de los contrastes: C1 = dieta basal vs. dieta adicionada con fitasa; C1 = 500 vs. 1000
FTU kg dieta™; n=6. (Liao, et al., 2005).
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2.6.4. Factores que influyen en la eficacia nutricional de la fitasa

a). Caracteristicas anatémicas del tubo digestivo del cerdo

Las diferencias anatoémicas de los cerdos con respecto a las aves
influyen también en la hidrdlisis y absorcion del fésforo fitico, asi como en la
actividad de las fitasas. EI mayor tiempo de permanencia del alimento en el
estdmago en el caso del cerdo y el bajo pH permiten una mejor eficiencia de la
fitasa, por lo tanto, una mayor digestibilidad del fésforo fitico. Se ha comprobado
que 40 a 50% de la actividad de las fitasas que se adicionan a dietas para
cerdos se observa en el estbmago, mientras que en duodeno sdlo se encuentra

de 16 a 30% (Yiy Kornegay, 1996).

a). Relacion Calcio Fosforo (Ca:P)

La respuesta a un nivel dado de fitasa exdgena puede ser afectada por
la cantidad de calcio (Ca) y/o la relacion Ca:P, el nivel de fosforo y el nivel de
fitatos en la dieta. Una alta relacién Ca-fitato en la dieta puede dar lugar a la
formacion de complejos Ca-fitatos muy insolubles en el medio intestinal. Se cree
que un exceso de calcio puede reducir la actividad enzimatica al competir con
las fitasas por su lugar de accion (Liao et al., 2002). En estudios con cerdos, se
ha observado que se tiene una mayor respuesta a la adicion de fitasas en la
dieta por la mejor digestion del P fitico, cuando la relacién Ca total:P total se
mantiene entre 1:1 y 1.1:1, niveles mas altos de calcio reducen la absorcién de

fésforo y la digestion de los fitatos por la fitasa (Yi et al., 1996).
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Cuadro 3. Digestibilidad ileal aparente de proteina cruda, aminoacidos, Ca y P,
en dietas experimentales para cerdos en crecimiento °.

Dieta 1 2 3 4 5 6 7
Fuente de PC SBM SBM SBM SBM SBM SPC CAS
Fitasa, (Unidades/kg) 0 500 1000 1500 O 0 0 SE
0,
AA esenciales o
Arginina® 93.2 937 931 931 928 923 816 0.53
Histidina® 894 89.8 86.6 889 882 87.8 90.9 0.51
Isoleucina® 87.9 888 876 879 88.0 874 90.3 0.49
Leucina® 86.4 87.6 86.1 86.6 86.9 86.1 90.0 0.55
Lisina™ 89.9 90.7 88.8 88.7 89.6 888 924 0.59
Metionina™ 90.2 90.6 89.0 894 894 87.6 952 0.45
Fenilalanina™ 825 834 809 822 824 820 79.1 0.83
Treonina®® 80.5 81.3 787 798 818 792 76.0 0.91
Triptofano® 89.3 909 87.7 889 89.7 89.1 858 0.76
Valina® 858 86.6 851 855 86.5 853 89.7 0.60
AA no esenciales
Alanina® 84.0 846 824 834 84.8 832 753 0.95
Acido aspartico™ 874 881 864 871 86.9 835 844 0.63
Cistina® 822 827 79.0 807 824 787 23.0 219
Acido Glutamico® 915 921 90.5 91.3 90.8 89.0 93.3 0.54
Glicina® 775 794 757 767 811 763 11.9 3.70
Prolina® 83.8 849 827 841 849 821 704 1.72
Serina® 86.0 87.0 853 86.0 858 84.6 851 0.59
Tirosina® 85.6 86.8 84.8 857 86.5 86.0 86.8 0.62
Proteina cruda®™ 825 834 809 822 824 820 79.0 0.83
Minerales
ca® 63.5 67.5 689 69.2 57.7 57.2 30.2 3.09
pb9 498 64.3 66.9 69.8 53.8 54.8 747 1.66

®Medias basadas en 14 observaciones por tratamiento; SBM =

concentrado de proteina de soya; CAS = caseina; SE = error estandar.
®Dieta 7 vs medias de otros (P < 0.01).

°Efecto cubico del nivel de fitasa (P < 0.05).

Dieta 5 vs dieta 6 (P < 0.01).
°Dieta 5 vs dieta 6 (P < 0.05).

'Efecto cubico del nivel de fitasa (P <0.01).

9Efecto cuadratico del nivel de fitasa (P < 0.01).

pasta de soya; SPC =

Traylor et al., (2001) encontraron que la digestibilidad ileal aparente de

PC y AA, en dietas experimentales para cerdos (Cuadro 3.) presento una

mejora pero no significativa entre la dieta uno y dos, sin embargo dicho

incremento no se mantuvo en las dietas donde se adicionaron los niveles mas

24



altos de fitasa (dietas tres y cuatro). La digestibilidad ileal aparente de P
respondié en forma significativa a los diferentes niveles de fitasa adicionada,
resultando un incremento cuadratico (P < 0.01) donde el mejor incremento se

obtuvo en la dieta dos

b). Vitamina D

La vitamina D mejora la digestibilidad del fésforo en dietas bajas y altas
en fosfatos, existiendo una dosis-respuesta lineal de cero a 3000 Ul de vitamina
Ds/kg de alimento, como la vitamina D no altera la actividad de la fitasa en la
mucosa intestinal en los cerdos, es probable que actiue indirectamente
aumentando la absorcion de Ca. Esto limita la formacion de fosfato de calcio
(insoluble), disminuyendo asi la cantidad de fosforo no disponible en duodeno

(Pointillart, 1999).

25



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

La fase experimental de la presente investigacion se realizd en las
instalaciones del metabdlico de crecimiento-finalizacion de cerdos del Instituto
de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California, en el Ejido
Nuevo Leon del municipio de Mexicali. Se localiza a 32°39' longitud norte y
115°28' latitud oeste, a una altura de dos metros sobre el nivel medio del mar. El
clima es seco calido con lluvias en invierno, con una temperatura media anual de
22°C, siendo enero el mes mas frid con una temperatura media de 13°C vy julio el
mes mas calido con temperatura maxima promedio de 45°C, minima de 20°C y
media general de 33°C, la oscilacion térmica media anual es de 20°C. La
precipitacion pluvial media anual va de 32.3 a 75.9 mm. En general el clima se

considera extremoso de tipo desértico (INEGI, 2001).

3.2. Animales y procedimientos

El experimento se realizo con ocho cerdos hibridos (Yorkshire-
Landrace-Hamshire) castrados con un peso promedio 38.3 + 2.8 kg al iniciar la
prueba de digestibilidad. Cada cerdo fue adaptado quirdargicamente con dos
canulas tipo “T”; una fue colocada en duodeno proximal y otra en ileon terminal.
Previo a la intervencion quirurgica los cerdos se sometieron a un periodo de
ayuno de 24 h y sin acceso a agua durante las ultimas 12 h del ayuno. Las
cirugias y los procedimientos quirurgicos se realizaron siguiendo los

procedimientos y lineamientos que establece el Canadian Council on Animal
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Care (CCAC, 1993). Previa aplicacion de un tranquilizante y un anestésico, cada
cerdo fue colocado de manera lateral exponiendo el costado derecho (Cervantes
et al., 2000), después de que el animal fue afeitado de el costado, se procedid a
realizar el abordaje quirurgico en la zona del musculo oblicuo externo, a la altura
de la segunda vértebra lumbar sin afectar el longissimus lumborum, se realizd
una incision vertical en direccion ventral (Frandson et al., 1995) de ocho cm
aproximadamente, después de cortar los tejidos cutaneo y adiposo, fueron
separados los musculos oblicuo externo, oblicuo interno y transverso del
abdomen, se escindié peritoneo exponiendo el intestino, se ubico duodeno, y a
10 cm aproximadamente posterior a la insercion del conducto pancreatico, se
realizd un ojal suturando la pared duodenal externa, se realizo un corte
longitudinal de dos cm en el area interna del ojal para introducir la canula en la
luz intestinal, se tenso la sutura que formaba el ojal para sujetar y fijar la canula
al intestino, la parte tubular de la canula se exteriorizo a un costado de la incision
quirurgica en direccion caudal; la canula ileal fue colocada y exteriorizada de
manera similar a la duodenal con la diferencia de que fue asentada
aproximadamente 10 cm anterior a la valvula ileo-cecal. Una vez exteriorizadas
ambas canulas cada una fue sujetada a la pared abdominal externa mediante
una “contra” del mismo material de la canula y al final se procedio a la sutura de
la incision por capas (peritoneal, muscular y piel). Al final de las cirugias los
cerdos fueron alojados en corrales individuales elevados con piso de malla de
acero y bebedero automatico; el periodo de recuperacion postoperatorio fue de

10 dias durante dicho periodo la alimentacién fue a base sorgo-pasta de soya
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con 15% de proteina cruda y con libre acceso a agua. Una vez que los animales
se recuperaron de la cirugia fueron distribuidos al azar en cuatro tratamientos
T1=dieta base; T2=dieta base+fitasa; T3=dieta base+pancreatina; T4=dieta
base+fitasa+pancreatina, la composicion de las dietas y la asignacion de
acuerdo a los tratamientos se indica en el Cuadro 4.

Inicialmente el experimento fue planteado para ser analizado mediante
un disefio experimental de cuadro latino repetido 4X4, cada tratamiento se
agrupo en repeticiones de dos maneras: las hileras para los cuatro periodos de
evaluacion de los cuatro tratamientos y las columnas para las cuatro unidades
experimentales (cerdos) con su repeticion correspondiente, se agruparon asi
para eliminar los errores las diferencias entre periodos y entre las unidades

experimentales.

Cuadro 4. Composicion (%) y asignacion de las dietas experimentales por
tratamientos

Tratamientos

Ingredientes

T1 T2 T3 T4
Sorgo 92.03 92.03 92.03 92.03
Fitasa ® - 1000 - 1000
Pancreatina ® — — 591 591
Pasta de soya 5.00 5.00 5.00 5.00
Carbonato de Ca 0.93 0.93 0.93 0.93
Fosfato dicalcico 1.19 1.19 1.19 1.19
Sal iodada 0.35 0.35 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales ° 0.20 0.20 0.20 0.20
Antibiético ¢ 0.10 0.10 0.10 0.10
Oxido crémico 0.20 0.20 0.20 0.20
Total 100 100 100 100

@ Proporciond 1000 unidades fitasa (FTU) por kg de dieta.

b Proporcion6 591 mg de pancreatina infundida en duodeno por cada kg de dieta consumida.

° Proporcioné por kilogramo de dieta: Vitamina A, 4800 Ul; Vitamina D3, 1600 Ul; Vitamina E, 4.8
Ul; Vitamina K3 1.6 mg; Riboflavina, 4 mg; D-acido pantoténico, 7.2 mg; Niacina, 16 mg; Vitamina
Bi,, 12.8 ug; Zn, 64 mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; |, 0.36 mg; Se, 0.13 mg.

4 Proporcioné 200 mg de Clorhidrato de Oxitetraciclina-HCI por kg de dieta.
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Cada cerdo recibio una vez cada uno de los tratamientos, la dieta
experimental fue a base de sorgo-pasta de soya, sin adicionar aminoacidos
sintéticos la dieta contenia 0.2% de oxido cromico como marcador interno para
determinar el grado de digestibilidad de la dieta. La misma dieta fue utilizada
para los cuatro tratamientos pero con diferente enzima (fitasa y pancreatina)
para cada tratamiento y con diferente forma de suministracion como se
menciona en el Cuadro 4.

Los cerdos se alimentaron dos veces al dia (07:00 y 19:00 h) en
cantidades iguales en cada racién durante los cuatro periodos del experimento.
Cada animal recibié 700 g/dia de dieta, durante los cuatro periodos. Antes de
iniciar con el primer periodo los animales fueron adaptados durante el periodo de
recuperacion para que consumieran su raciéon en 20 minutos o menos. El agua
estuvo disponible ad libitum durante todo el experimento. Cada periodo del
experimento tuvo una duracion de nueve dias de los cuales los primeros siete
fueron de adaptacion y los dos ultimos de toma de muestras de digesta ileal.

Las enzimas que se utilizaron en el experimento (Cuadro 5.) fueron una
Fitasa (Natuphos® 5000G) que se adicioné a la dieta a razén de 1000 FTU kg
dieta” respectivamente y Pancreatina que se infundi® a nivel duodenal
aportando 591 mg de Pancreatina por cada kg de dieta consumido. Para la
infusién la Pancreatina primero fue disuelta en 120ml de agua corriente a
temperatura corporal y después se infundié en duodeno a los 15, 30, 45, 60, 90

y 120 minutos pos-prandial a razén de 20ml en cada infusion, durante los nueve
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dias de duracidn que correspondieron a cada periodo como se indica en el

Cuadro 4.

Cuadro 5. Descripcién de las enzimas ? utilizadas en el experimento.

Especificaciones Pancreatina Fitasa
Comerciales
Fabricante Sigma-Aldrich USA DSM Food Specialties
Nombre comercial Pancreatin Natuphos® 5000 G
Origen Pancreas de cerdo Aspergillus Niger
Fisicoquimicas
Sustrato Péptidos, AA, acidos Fosfatos monoesterificados
grasos y almidones del acido fitico
pH 6ptimo 7.5a9.0 55
Temperatura 6ptima 37 a 40 °C 37 °C
Actividad enzimatica 180 000 UHT/g b 1uMol ge otofosfato/min por
1FTU
Enzimas activas que Amilasa, tripsina, mio-inositolhexafosfato
contiene el producto lipasa, ribonucleasay fosfohidrolasa.
utilizado proteasas

@ Datos obtenidos de los manuales técnicos y comerciales de los fabricantes.

® Unidades de hemoglobina por gramo de enzima.

°1 FTU se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 uMol de ortofosfato por
minuto en una solucién 5.1 mM de fitato de sodio a pH de 5.5 y a 37°C de temperatura.

Las muestras de digesta se tomaron durante 12 h continuas (de 07:00 a
19:00 h), se colectaron en bolsas de plastico que fueron sujetadas de la parte
externa de la canula colocada en ileon terminal, se retiraron con intervalos de
tiempo no mayor a 10 minutos o antes cuando el flujo de la digesta era mas
rapido. Inmediatamente después de colectadas las muestras se congelaron a
menos 4°C para evitar fermentacion, hasta que posteriormente, las muestras se
prepararon para su analisis en laboratorio. Las muestras se secaron en frio por
sublimaciéon (a -40°C y 113x10° milibares de presién) para evitar dafiar la
estructura quimica de los aminoacidos presentes en las muestras, después se

molieron para determinar materia seca, cenizas (AOAC, 1984) y oxido crémico
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(Hill y Anderson, 1958). El contenido de aminoacidos en las muestras de digesta

ileal y de la dieta (Cuadro 6.) se determind por HPLC (High Performance Liquid

Cromatography) en la Experiment Station Chemical Laboratories, St. Louis MO,

USA.

Cuadro 6. Composicion analizada de aminoacidos de la dieta base (% materia

seca)? que se utilizo para los cuatro tratamientos.

Aminoacidos Dieta base NRC, 1998
AA esenciales
Arginina 0.65 0.25
Histidina 0.33 0.22
Isoleucina 0.59 0.46
Leucina 1.64 0.60
Lisina 0.46 0.75
Metionina 0.19 0.41
Fenilalanina 0.71 0.66°
Treonina 0.43 0.41°
Valina 0.70 0.48
AA no esenciales
Acido aspartico 1.04
Acido glutamico 2.69
Serina 0.56
Prolina 1.00
Glicina 0.49
Alanina 1.08
Tirosina 0.50
Proteina Cruda 13.06 16.5°

® El analisis se realizd por HPLC (High Performance Liquid Cromatography) en la Experiment

Station Chemical Laboratories, St. Louis MO, USA.
b Requerimiento para cubrir fenilalanina+tirosina.

° Requerimiento para cubrir metionina+cistina.

d Segun Cervantes y Cromwell (1992).

La concentracion de 6xido crémico en las muestras de alimento y de

digesta ileal se utilizdé para obtener la digestibilidad ileal aparente (DIA) de los

aminoacidos aplicando la ecuacion propuesta por Asche et al. (1989): Dp = [1-

(Ma x Np) / (Mp x Na)] x 100. Donde: Dp = Digestibilidad ileal aparente de un
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nutriente (%); Ma = Concentracion del marcador en la dieta (%); Np =
Concentracion de un nutriente en la digesta (%); Mp = Concentracion de un
marcador en la digesta (%); Na = Concentracion de un nutriente en la digesta

(%).

3.3. Analisis estadistico

Inicialmente el experimento fue planteado para ser analizado mediante
un disefio experimental cuadro latino repetido 4X4, sin embargo debido a que al
iniciar el primer periodo del experimento se perdié una unidad experimental se
opto por realizar el analisis estadistico de las variables de respuesta de este
experimento utilizando un diseio en Bloques Completos al Azar, representado
por el siguiente modelo:

Yy = AL+ B+
Donde:

Y. = Variable de respuesta [digestibilidad ileal aparente de AA (%),

ij
absorcion de AA (g dia™), actividad de fitasa (FTU kg dieta™), actividad de

pancreatina (U mg'1 )] en el i-ésimo tratamiento, de la j-ésima repeticion.
U = Media general, comun a todas las unidades experimentales antes

de la aplicacién de los tratamientos.

t, = Efecto de la i-ésima dieta; i=1,2, ..., 4.
B; = Efecto del j-ésimo cerdo; j=1,2, ..., 7.

¢; = Error experimental aleatorio para cada observacion (ij ).
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La utilizacion de este modelo supone una distribucion normal e

independiente de los errores con media cero y varianza o°. De acuerdo a los
efectos de tratamientos y bloques el modelo para este experimento es al azar y
las conclusiones se aplicaran a toda la poblacion (Padron, 1996). En este caso
las cuatro dietas corresponden a los Tratamientos, y las repeticiones a los
Bloques de esta manera todos los Tratamientos estan incluidos en cada uno de
los Bloques del experimento. Los Periodos no fueron considerados como Bloque
debido a que en este tipo de Disefio para que el bloqueo sea eficiente es
necesario que las unidades experimentales dentro de un Bloque sean tan
uniformes como sea posible de modo que las diferencias observadas se deban
en gran medida a los Tratamientos y no a los Bloques (Steel y Torrie, 1960) por
esta razén se tomaron las repeticiones para conformar los Bloques (Herrera y

Barreras, 2000).

Cuadro 7. Representacion algebraica del analisis de varianza para el Disefio en
Bloques Completoss al Azar que se aplico en el experimento.

Fuente de variacion IC_;rados de Suma de cuadrados E(CM)
ibertad

Tratamientos t-1=3 élY; ~FC g, +to,

Repeticiones r-1=6 jé—lj —FC o, +r0;

Error (t-1)(r-1) =18 SC Tot - SC Trat— SC Rep ol

Total tr-1= 27 3 I Y7 -FC

i=1 j=1

Padron, 1996.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Digestibilidad ileal aparente de aminoacidos

Los resultados de digestibilidad ileal aparente de aminoacidos se
presentan el Cuadro 8. La adicion de 1000 unidades fitasa por kg de dieta ni la
infusidn duodenal de pancreatina causaron efecto (P > 0.10) en la digestibilidad
ileal aparente de ninguno de los aminoacidos esenciales o no esenciales
analizados. De los aminoacidos esenciales, arginina, histidina, isoleucina,
Isoleucina, leucina y fenilalanina presentaron mayor digestibilidad incluso que la
proteina total sin embargo en el caso de lisina, metionina, treonina y valina
fueron los aminoacidos esenciales que presentaron menor porcentaje de
digestibilidad. De los aminoacidos no esenciales serina, prolina y glicina fueron
los que resultaron con menor porcentaje de digestibilidad mientras que acido
glutamico, acido aspartico, alanina vy tirosina fueron los que presentaron mayor
digestibilidad dentro de cada tratamiento y entre tratamientos. En promedio, la
digestibilidad ileal aparente de los aminoacidos esenciales fue 3.18 unidades
porcentuales mayor con respecto a la de los no esenciales lo cual pudo ser a
que la dieta no contenia el nivel de aminoacidos para cubrir los requerimientos
de cerdos en crecimiento (NRC, 1998) ya que como se observa en el Cuadro 4
la dieta base no se adiciono con aminoacidos sintéticos y ademas ésta no cubrio
cien por ciento los requerimientos de aminoacidos para cerdos en crecimiento.

Aunque la dieta base no cubrié ciento por ciento los requerimientos de

proteina sugeridos por el NRC (1998) se esperaria que esto no afecte el
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comportamiento productivo del cerdo. Tal como lo demuestran estudios
realizados por Sharda et al., 1976; Russell et al., 1983; Cervantes y Cromwell,
1992; Ward y Southern, 1992; Cervantes et al., 1992; Tuitoek et al., 1997 en
donde encontraron que el nivel de proteina en la dieta puede reducirse de dos a
cuatro unidades porcentuales, sin embargo en dichos estudios las dietas fueron
adicionadas con lisina o lisihna mas treonina que son de los primeros

aminoacidos limitantes en granos.

Cuadro 8. Efecto de la infusion duodenal de pancreatina en la digestibilidad ileal
aparente ® de aminoacidos (%) en dietas sorgo-pasta de soya adicionadas con
fitasa para cerdos en crecimiento.

Tratamientos

Determinacion T1° T2° T3¢ T4° P EE

Proteina Cruda 71.01 7061 69.61 70.87 0.24 3.29

AA esenciales
Arginina 77.83 7810 77.31 79.00 0.02 2.42
Histidina 72.06 7139 69.93 72.18 0.20 3.64
Isoleucina 7272 7208 70.31 71.11 0.12 3.16
Leucina 7751 76.84 7531 76.91 0.22 3.63
Lisina 63.44 6398 61.76 60.65 0.36 4.14
Metionina 69.55 68.15 6595 67.58 0.08 4.01
Fenilalanina 75.72 75.03 7345 7467 0.13 3.16
Treonina 56.97 55.18 5493 57.73 0.11 3.91
Valina 68.28 67.46 66.30 67.41 0.14 3.16

AA no esenciales
Acido aspartico 67.87 67.27 67.05 67.72 0.28 3.15
Acido glutdmico 77.34 77.05 7591 77.24 0.16 3.23

Serina 68.47 68.10 6833 71.73 0.01 242
Prolina 59.96 62.13 6243 62.52 0.80 10.30
Glicina 48.29 46.15 46.68 48.92 0.71 7.39
Alanina 7222 7162 69.85 70.44 0.39 4.46
Tirosina 71.98 70.62 69.67 71.55 0.06 3.44

® El analisis se realizd por HPLC (High Performance Liquid Cromatography) en la Experiment
Station Chemical Laboratories, St. Louis MO, USA y se expreso en porcentaje de la digesta ileal.
® T1 = Dieta base

T2 = Dieta base + fitasa

4T3 = Dieta base + pancreatina

° T4 = Dieta base + fitasa + pancreatina
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Fitasa

Se realizd una comparacion de medias entre tratamientos utilizando el
procedimiento PROC GLM de SAS, (Cuadro 9) no se observaron diferencias
entre tratamientos sin embargo en estudios realizados por Kornegay y Qian
(1996) reportan que la adicién de (500 FTU/kg) fitasa en dietas para cerdos tiene
una respuesta no lineal en la digestibilidad de fosforo fitico, rediciendo la
excrecion de fosforo fitico hasta en 33.2%.

En el presente estudio se evaluo el efecto de la adicion de fitasa sobre
la DIA de AA pero no se encontraron diferencias en la comparacion de medias
(P < 0.01) entre tratamientos, sin embargo, en estudios realizados in vivo, por
Jongbloed y Lenis (1998) observaron que la adicidon de fitasa mejora la
digestibilidad aparente de la PC y los AA., de igual manera, en una revision de la
literatura que abarca 17 experimentos, reportan que la adicion de fitasa produce
una mejora del 0.85% en la digestibilidad total aparente de la proteina, lo cual no
se vio reflejado en este trabajo (Cuadro 9) probablemente a que durante los
cuatro periodos experimentales no se ajusto el consumo de alimento
permaneciendo constante (0.700 kg dieta dia™) durante todo el experimento y
como consecuencia el aporte de proteina también se mantuvo constante lo que
nos hace concluir que probablemente la enzima no encontré el suficiente
sustrato disponible para actuar, al respecto para posteriores estudios se sugiere

ajustar los consumos de dieta ofrecida para cada periodo.
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Cuadro 9. Comparacion de medias entre tratamientos del efecto de la infusidn
duodenal de pancreatina en la digestibilidad ileal aparente de aminoacidos en
dietas sorgo-pasta de soya adicionadas con fitasa para cerdos en crecimiento®.

Contraste 1 Contraste 2 Contraste 3 Contraste 4

Determinacion TIVST2® T1VST3®  T1VST4® T2 VS T3°
Proteina Cruda 0.82 0.44 0.94 0.51
AA esenciales
Arginina 0.84 0.69 0.38 0.45
Histidina 0.73 0.29 0.95 0.30
Isoleucina 0.71 0.17 0.35 0.55
Leucina 0.73 0.27 0.76 0.42
Lisina 0.81 0.46 0.22 0.61
Metionina 0.52 0.1 0.37 0.33
Fenilalanina 0.69 0.20 0.54 0.44
Treonina 0.40 0.34 0.72 0.14
Valina 0.64 0.26 0.62 0.43
AA no esenciales
Acido aspartico 0.73 0.63 0.93 0.60
Acido glutamico 0.87 0.87 0.95 0.52
Serina 0.78 0.92 0.02 0.05
Prolina 0.70 0.66 0.65 0.79
Glicina 0.60 0.69 0.88 0.44
Alanina 0.81 0.33 0.47 0.73
Tirosina 0.47 0.22 0.82 0.23

® Medias basadas en 7 observaciones por tratamiento.

T1 = Dieta base; T2 = Dieta base+1000 FTU kg dieta™’; ™ = Dieta base+591 mg de pancreatina
kg dieta™ infundida en duodeno; T4 = Dieta base+1000 FTU kg dieta™+591 mg de pancreatina kg
dieta™ infundida en duodeno.

®T1vs T2 (P < 0.10).

°T1vs T3 (P < 0.10).

9T1vs T4 (P <0.10).

®T2vs T3 (P < 0.10).

Pancreatina

Las diferencias observadas en digestibilidad ileal aparente entre los
distintos aminoacidos dentro de cada tratamiento coinciden con las observadas
por Green y Miyasaka (1983), lo cual se puede explicar por las diferencias en la
concentracion de estos en la dieta, sin embargo se esperaba que la infusién
duodenal de la pancreatina mejorara la digestibilidad ileal aparente de los

aminoacidos de la dieta pero no fue asi ya que no se presento diferencia en la
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comparacion por contrastes de los tratamientos esto pudo ser debido a las
caracteristicas fisicoquimicas del producto que se utilizé (Cuadro 5).

Las enzimas proteoliticas requieren la presencia de proteinas en
duodeno para proporcionar el sustrato sobre el cual actuaran, de acuerdo a los
resultados obtenidos se cree que la disponibilidad de proteina en el intestino
delgado al momento de la infusién de la pancreatina no fue el adecuado y es
probable que las enzimas enddgenas reconocieron a la pancreatina y la
digirieron inactivandola, aunque en la metodologia no se contemplo evaluacion
del peso y el tamafio del pancreas, al momento de recuperar las canulas de los
animales después del sacrificio fue evidente el aumento de tamafo del
pancreas, al respecto Cuca et al (1996), mencionan que esto puede ser un
indicativo para evaluar la actividad ureasica y la solubilidad de la proteina, lo
cual se relaciona en parte con la disponibilidad de los aminoacidos en el

intestino delgado al momento de la infusién, digestion y absorcion de la proteina.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y para las condiciones

experimentales de esta investigacion se puede concluir lo siguiente:

La infusién duodenal de pancreatina (591 mg kg dieta™) en cerdos
alimentados con dietas a base de sorgo-pasta de soya adicionadas con 1000
unidades fitasa por kilogramo de dieta no mejoro la digestibilidad ileal aparente

de aminoacidos.

La digestibilidad ileal aparente de aminoacidos para cerdos en
crecimiento alimentados con dietas a base de sorgo-pasta de soya adicionadas

con 1000 unidades fitasa por kilogramo de dieta no se mejora.
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