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Resum

El principal objectiu d’ aquest treball és estudiar els efectes que I’ addicio de fitasa microbianaen
diferents tipus de dietes per a aus produeix tant en el seu valor nutritiu, com en els rendiments
productius de les aus, i en €l seu impacte mediambiental.

En I'assaig 1, es van avaluar i comparar €ls efectes de I’addicié de fitasa microbiana sobre les
millores del creixement, energiade ladietai retencié mineral en dietes de moresc i blat. Un objectiu
addicional va ser definir el nivell optim de I’enzim per usar en dietes de blat. Es van assgjar dietes
amb dos cereals diferents (moresc o blat), amb dos nivells de fosfor (4.51 2.7 g FNF/kg de pinso) i
amb diferents nivells d’ enzim fitasa aplicat en la dieta deficient de fosfor. En dietes deficients de
fosfor de moresc lainclusié de fitasa incrementael pes final, consum mig diari i la concentracio de
cendres dels dits, i també augmenta la retencié de fosfor total i retencié de calci. En dietes de blat,
I’ addici6 de fitasa microbiana a dietes deficients de fosfor va augmentar la concentracié de cendres
dels dits, i e coeficient de retencio aparent de fosfor total des de 0.53 en dietes normal de fosfor
fins a 0.69-0.73 en dietes deficients; en canvi, la retencio de calci no va variar. L’addicio de fitasa
no va fer variar |I’excrecié mineral en cap de les dietes estudiades. Basat en els valors més grans de
R?, elsvalors de pes final i de cendres dels dits van ser els indicadors més sensibles per avaluar la
disponibilitat de P. Es van utilitzar equacions lineals per calcular els valors d’ equivaléncia de P per
FNF. Utilitzant lafuncié mitjanade P aliberat per fitasa microbiana a un nivell de FNF de 2.7 g/kg,
vatrobar-se que 605 U de fitasa podrien ser equivalentsa 1l g de P.

En I'assaig 2, es van avaluar els efectes d'una fitasa microbiana en la millora del creixement,
energia de la dieta i la retencié de minerals en dietes d’ordi sense o amb fitasa endogena. Els
tractaments es diferenciaven per tenir dues concentracions diferents de FNF (4.5 1 2.7 g/lkg de
dieta), per I'Gs d'ordi tractat o no, i per I'addicié o no de 500 U/kg de pinso de fitasa microbiana en
les dietes deficients de P. La reduccié de FNF en dietes de pollastres d'engreix va produir una
disminuci6 de laingestié diaia de pinso i del consum d'aigua i unareduccio del creixement animal
gue va ser millorat per la inclusié de I'enzim fitasa en aguests pinsos. Els animals que menjaren

pinsos contenint 4.5g FNF/kg o dietes de només 2.7g FNF/kg més 500 U enzim fitasalkg van tenir
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un creixement similar. La concentracio de cendres del dit del peu, bon indicador de la retencié de
fosfor, va variar depenent e contingut de fosfor de la dieta i la preséencia o no de I'enzim fitasa
microbiana. La concentracio de fosfor i calci en € plasma també fou influ da per la concentraci6 de
fosfor de la dieta i la presencia o no de fitasa endogena. La inclusio de fitasa a dietes amb una
concentracié baixa de FNF incrementa els coeficients de retencié de fosfor i redui la preséncia
daquest element en I'excreta del pollastre en més d'un 45%, indicant un efecte mediambiental
favorable. En general, no sobservaren efectes per la preséncia o no de fitasa endogena de I'ordi.

En I'assaig 3, es van avaluar els efectes en la biodisponibilitat de fosfor i altres minerals per
I’ addici6 de fitasa exogena a dietes de moresc i soja amb seg6 de blat, depenent de la presencia o no
d activitat fitasica endogena del segd de blat. Els tractaments van variar en funcio del segé de blat
utilitzat (tractat o no per I’autoclau), € nivell de inclusié del segd en la dieta (0, 5 0 10%) i la
guantitat de fitasa exdgena (500 U per kg de pinso). L' addicio de fitasa microbiana va permetre
millorar els parametres productius, sense que hi hagués variacions en la viscositat del contingut
intestinal. Els valors energétics de les dietes augmentaren per I’addicié de fitasa, no havent
variacions importants en la digestibilitat de nutrients. La fitasa microbiana va fer augmentar la
concentracio en plasma de fosfor no fitic i la mineralitzacié dels ossos, tal com ho demostra
I’augment en la quantitat de fosfor total en les cendres dels dits, encara que no es modifiquessin ni
la retencié aparent ni I’excrecié d aquest mineral. L’eliminacio de la fitasa endogena del seg6 de
blat present en dietes de moresc-soja deficients de fosfor va suposar un menor consum de pinso i
creixement dels animals i, també, una disminucio en el fosfor no fitic en plasma. Les digestibilitats
de nutrients i retencions minerals no variaren per |’ eliminacié de la fitasa endogena.

L'assaig 4 tenia com a principals objectius I'avaluacio del creixement dels animals i de la
biodisponibilitat de fosfor i atres minerals depenent de la presencia o no d activitat fitasica
endogena en blat. També es va estudiar els efectes de diferents nivells de fitasa exogena, alguns més
alts dels habituals. Els tractaments variaven en el blat emprat (tractat o no per I’ autoclau), €l nivell

de FNF (4.5 2.7 g per kg de pinso) i €l nivell de fitasa exdgena (0, 500 i 5000 U per kg de pinso).
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L’ addicio de fitasa exdgena en dietes de blat deficitaries en fosfor, i una elevada activitat fitasica
endogena, produeix unes millores en el creixement dels animals sense tenir una incidencia sobre la
retencio de minerals. Per altra banda, la eliminacioé de fitasa endogena produeix unes lleugeres
reduccions en el creixement sense influir en la retencio ni excrecié de minerals. La preséncia de la
fitasa endogena del blat va produir un creixement major dels pollastres i un major consum de pinso
i minerals, sense repercutir en |’energia de la dieta ni en la retencié aparent ni en I’excrecié de
fosfor. L’addicié d’una dosi superior alad’ Us habitual de fitasa no vainfluenciar el creixement dels
pollastres. En canvi, si que vatenir efectes en I’ energia de les dietes i en una major concentracio en
plasma de fosfor no fitic.

En |’assaig 5, es van estudiar els efectes de |la fitasa microbiana i d’ enzims carbohidrasa, i les seves
interaccions, en els valors energetics i la digestibilitat de nutrients en dietes riques en polisacaids
no amilacis (PNA) amb tres assaigs factorials 2” 2 utilitzant broilers que menjaren dietes de moresc,
blat o ordi. Les dietes contenien o0 no fitasa, amb 0 sense enzims carbohidrasa (a-galactosidasa,
xilanasa 0 b-glucanasa per les dietes de moresc, blat i ordi, respectivament). Les carbohidrases
disminu ren la viscositat intestinal, mentre que la fitasa incrementava aquest parametre en les dietes
de moresc. Lafitasa augmental’EMA en les dietes de moresc, mentre que la b-glucanasa en dietes
d ordi millorava I’'EMA i 'EMAnN i la digestibilitat de matéria seca, mido, b-glucans i lipids. La
xilanasa en dietes de blat millora la digestibilitat de matéria seca i midd. La fitasa augmenta la
retencio de fosfor total en totes les dietes, i es van detectar interaccions significatives entre els
enzims carbohidrasa i la fitasa en dietes de blat i ordi. La fitasa disminui I’excrecié de fosfor en
dietes de moresc i ordi, mentre que I’ a-galactosidasa incrementava |’ excrecio de fosfor en dietes de
moresc. La retencié de calci va augmentar per I’ addicié de fitasa a les dietes de moresc i per la b-
glucanasa en les d'ordi i, com a conseqliencia, |’excrecio de calci va disminuir per I'accio de la
fitasa en les dietes de moresc i per la b-glucanasa en les d' ordi; lainclusio de xilanasa va disminuir
laretencio de calci en les dietes de blat. Es va trobar una interaccio entre la fitasa i la b-glucanasa

en dietes d’ ordi, reduint-se I’excrecio de calci. En general, no es trobaren interaccions negatives
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entre la fitasa i €ls enzims carbohidrasa, indicant que ambdos tipus d’ enzims poden ser usats junts
en pinsos de moresc, blat o ordi.

La sisena part d’ aguesta memoria té com a objectiu confirmar la determinacié de fosfats d’inositol
mitjancant la técnica de la ressonancia magnética nuclear (RMN) de fosfor (P*). Les mostres
analitzades corresponien als pinsos i als continguts intestinals dels cinc assaigs anteriors, mentre
gue en e segon assaig també s analitzaren el's continguts del pap, pedrer i cloaca, ja que un dels
objectius va ser analitzar |’ evoluci6 dels fosfats d’'inositol en quatre trams diferents del tub digestiu.
Els resultats obtinguts mostraren que el RMN de P** és una bona técnica per a la determinaci6 de
fosfats d’inositol amb un nombre elevat de grups fosfats. Els fosfats d’inositol amb un nombre
menor de grups fosfats no es pogueren determinar per la poca preséncia en les mostres. Pel que faa
la hidrolisi del fosfat d'inositol dins €l tracte digestiu, s'ha pogut observar com va disminuint la
concentracié de I'hexafosfat d'inositol a compostos menors, encara que no S observen fosfats
d’inositol amb menys de quatre grups fosfats, i com, en general, hi ha un aprofitament molt elevat

del fosfor no fitic obtingut a partir de la hidrolisi.

En general, la preséncia de fitasa microbiana en dietes deficients de fosfor ha mostrat un increment
en laretencié de fosfor i calci i, en consequiéncia una disminucié de la seva excrecig, aixi com un
augment en el creixement de |’ animal, especialment en dietes que contenien moresc i en les d ordi.
L’increment de la retenci6 de fosfor per la fitasa microbiana, deguda a trencament de I’ acid fitic,
gueda corroborada en els espectres de RMN. En aguest estudi, i mitjangcant e RMN, hem pogut
observar com laretenci6 de fosfor no fitic roman constant, essent la major retencié del fosfor fitic la
que faaugmentar la del fosfor total.

L'eliminaci6 de la fitasa endogena no ha repercutit en el creixement dels animals o en la
digestibilitat i retencié de nutrients pels pollastres d’ engreix que menjaren dietes deficients de
fosfor. Sembla que en € tub digestiu de I'animal és més eficac la fitasa microbiana que no pas la

fitasa vegetal, segons la poca activitat observada d’ aquesta darrera.

Vi



Resum

En dietes riques en polisacaids no amilacis i deficients de fosfor no s'han observat interaccions
negatives entre I’ acci6 de la fitasa i els enzims carbohidrasa. S han observat interaccions positives
relacionades amb la retencié i excrecid6 de minerals en alguns casos, només observant-se una

interaccio negativa per |’ index de transformaci6 de les dietes de moresc. Per tant, aquests dos tipus

d’ enzims poden combinar-se sense efectes en productivitat o lasalut de |’ animal.
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The main objective of the present study is to evaluate the effects on nutritive value and bird
performance of microbial phytase supplementation in different types of poultry diets, and its impact
in the environment.

The am of trial 1 was to evaluate and compare the effects of addition of microbia phytase on the
improvement of performance, energy of diet and mineral retention in wheat- and corn-based diets.
An additional objective was to define the optimum level of enzyme to be used in wheat-based diets.
Treatments were based on two different cereals (corn or wheat), two concentrations of NPP (4.5 and
2.7 g NPP/kg of diet), and different levels of phytase on phosphorus deficient diets. In phosphorus
deficient corn-based diets, inclusion of phytase increased final body weight, average daily feed
consumption, and toe ash concentration, and also increased total phosphorus and calcium retention.
In wheat diets, phytase supplementation to P-deficient diets increased toe ash concentration, and
coefficient of apparent total phosphorus retention increased from 0.53 in P normal diets to 0.69-0.73
in P deficient diets, but not calcium retention. Phytase supplementation did not vary mineral
excretion in any studied diet. Based on the higher R? values, final body weight and toe ash value
were the most sensitive indicators to assess P availability. Linear equations were used to calculate P
equivalency values of phytase for non-phytate P. Using the average function of released P by
microbial phytase derived at NPP level of 2.7 g/kg, 605 U of phytase could be equivalent to 1 g of
P.

In trial 2, broilers were used to evaluate the effects of a microbial phytase on the improvement of
performance, dietary energy and mineral retention, in barley diets with or without endogenous
phytase. Treatments were based on two different concentrations of non-phytate P (4.5 g/kg and 2.7
o/kg), use of untreated or autoclaved barley, and addition or not of 500 U/kg feed of microbial
phytase to the P-deficient diets. The reduction of NPP in broiler diets produced a decrease of daily
feed intake and water consumption and a reduction of animal growth that was overcome by the
inclusion of phytase enzyme in these feeds. Similar broiler performance was obtained feeding the

animals with diets containing 4.5 g NPP/kg or with diets containing only 2.7 g NPP/kg plus 500 U
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phytase enzyme/kg. The concentration of toe ash, a good indicator of phosphorus deposition, varied
according to the dietary content of phosphorus and the presence or not of microbial phytase
enzyme. Plasma concentrations of phosphorus and calcium were aso influenced by dietary P
concentrations and the presence or not of exogenous phytase. The inclusion of phytase enzyme to
diets with alow concentration of NPP increased the coefficient of phosphorus retention and reduced
the presence of this element in broiler excreta by up to 45%, thus indicating a favourable
environmental effect. In general, no effects were observed due to the presence or not of endogenous
barley phytase.

In trial 3, we studied the effects on phosphorus and other minerals bioavailability by addition of
exogenous phytase in diets based on corn-soy bean plus wheat bran, according to the presence or
not of endogenous phytase activity in wheat bran. Treatments varied in accordance with the wheat
bran used (non treated or autoclaved), the concentration of wheat bran included in diet (O, 5 or
10%), and the amount of exogenous phytase (500 U per kilo of feed). Microbial phytase
supplementation improved the productive parameters, although intestinal viscosity was no changed.
Energetic values of diets increased with the addition of phytase, but no important variations in
nutrient digestibility were found. Microbia phytase increased plasmatic concentration of
phosphorus and bone mineralization, which is reflected in an augment in the concentration of total
phosphorus in toe ash, even though apparent retention and excretion of this mineral were no
modified. Elimination of endogenous phytase from the wheat bran present in phosphorus deficient
corn-based diets implied a lesser food intake and bird performance, and, also, a decrease in the NPP
in plasma. Nutrient digestibilities and minera retentions were no changed by elimination of
endogenous phytase.

The aim of trial 4 was to evaluate the animal performance and bioavailability of phosphorus and
other minerals according the presence or not of endogenous phytase activity from wheat. The
effects of some levels of exogenous phytase higher than usual were also studied. Treatments

differed in wheat used (non treated or autoclaved), concentration of non-phytate phosphorus (4.5
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and 2.7 g of NPP/kg of feed) and the concentration of exogenous phytase (0, 500 and 5000 U/kg of
feed). Exogenous phytase supplementation in phosphorus deficient wheat-based diets and high
endogenous phytase activity produced improvements in broiler performance with no effect on
minera retention and excretion. On the other hand, elimination of endogenous phytase produced
some dlight reductions in growth without influence in mineral retention. Presence of wheat phytase
produced a better broiler performance and a higher feed and mineral intake, with effect neither in
diet energy nor in phosphorus apparent retention and excretion. Addition of a higher dose of
phytase did not influence broiler performance, but the effects were present in diet energy and in a
bigger plasmatic concentration of NPP.

The effects of microbial phytase and glycosidase enzymes, and their interactions, on energy values
and nutrient digestibility in diets rich in non-starch polysaccharides (NSP) were studied in tria 5,
designed as a three 2" 2 factorial assays. Phytase was added or not to diets, with or without
glycosidase enzymes (& galactosidase, xylanase, or b-glucanase for corn-, wheat- and barley-based
diets, respectively). Glycosidases decreased intestinal viscosity, whereas phytase increased this
parameter in corn diets. Phytase increased AME in corn diets, whereas b-glucanase in barley diets
improved AME and AMERN, and digestibility of dry matter, starch, b-glucans, and lipid. Xylanasein
wheat diets improved dry matter and starch digestibilities. Phytase increased total phosphorus
retention in all diets, and significant interactions between glycosidase enzymes and phytase were
detected in wheat and barley diets. Phytase decreased phosphorus excretion in corn and barley diets,
whereas &galactosidase increased phosphorus excretion in corn diets. Calcium retention increased
by phytase in corn diets and by b-glucanase in barley diets, and, consequently, calcium excretion
decreased by phytase in corn-based diets and by b-glucanase in barley-based diets;, xylanase
inclusion decreased calcium retention in wheat diets. An interaction was detected between phytase
and b-glucanase in barley diets, in which calcium excretion was reduced. In general, no negative
interactions between phytase and glycosidase enzymes were found, indicating that both types of

enzymes may be used together in feeds based on corn, wheat or barley.
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The aim of the part six of the work was to confirm the determination of inositol phosphates by
nuclear magnetic resonance (NMR) of phosphorus (P*). The analysed samples correspond to the
feed and intestinal contents of the five previous trials, while in trial 2 contents of crop, gizzard, and
cloaca were also studied, since one of the aim was to assess the evolution of inositol phosphates in
four sections of the digestive system. The obtained results showed that NMR of P** was a good
method to determine inositol phosphates with a high number of phosphates groups. The inositol
phosphates with a lesser phosphate groups were not determined due to their very low concentration
in samples. With the study of the hydrolysis of inositol phosphate through digestive system, a
decrease in the concentration of inositol hexaphosphate to lower components could be observed,
although the compounds with less than four phosphates groups were no observed. In general, there

isabigger profit of non-phytate phosphorus as a result of the hydrolysis.

In general, microbial phytase added to phosphorus deficient diets showed an increment in retention
of phosphorus and calcium, and, in consequence, a decrease in their excretion. An increment of
animal performance has also observed, especialy in diets with corn or barley.

The increment in phosphorus retention by microbia phytase, due to the release of phytic acid, is
corroborated in the spectra of NMR. In this work, and by NMR, we could observe as non-phytate
phosphorus keep on constant, being a higher phytate phosphorus retention that permits the increase
of total phosphorus retention.

Elimination of endogenous phytase has not influenced animal performance or digestibility and
retention of nutrients for broilers chickens that consumed phosphorus deficient diets. Microbial
phytase seemed to be more efficient than vegetal phytase in digestive tract, according to the low
activity observed in vegetal phytase.

No negative interactions between phytase and carbohidrase enzymes in phosphorus deficient and
non-starch polysaccharides rich-diets have been observed. Positive interactions related to mineral

retention and excretion were found in some cases, and only a negative interaction for feed to gain
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ratio in corn diets was observed. So, this two class of enzymes could be combined with no effects

on performance or health of birds.

X1l
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1. ESTAT DE LA QUESTIO.

En els darrers anys ha crescut en tot el moén la preocupacio per la contaminacio del sol en zones on
es crien porcs i aviram de manera intensiva. Els estudis se centren en disminuir |'impacte que
produeixen en el medi ambient I’ excés de nitrogen i fosfor en les dejeccions dels animals.

El fosfor és un mineral essencial en els animals, ja que influeix en el cicle energétic, en la formacio
d ossos i com a regulador de la ingesta. El fosfor present en els vegetals (base alimentaia de les
aus) es troba en forma d’ acid fitic o fitat, molt poc disponible pels animals monogastrics, degut ala
manca o baixa activitat fitasica en € tracte digestiu. Per tal de satisfer les necessitats dels animals, i
donada la poca disponibilitat del fosfor dels vegetals, s addiciona fosfor no fitic a les dietes, sovint
en excés. Per altra banda, degut a la prohibicié de farines de carn i d’os en la Unié Europea,
I" aportacio de fosfor ha de realitzar-se només en base amineralsi al fosfor present en els vegetals.
L’ excés de fosfor és excretat en part al medi ambient, apareixent problemes mediambientals, com
I’ eutroficacio.

Per tal de minimitzar els problemes deguts a I’ addicio del fosfor no fitic, en els darrers anys s ha
anat incorporant fitasa microbiana en el pinso, enzim que a més de disminuir la quantitat de fosfor
no fitic a afegir, permet mantenir la productivitat en els animalsi disminuir I’ excreci6 de fosfor. La
fitasa pot ser utilitzada en I’ambit europeu ja que ha obtingut |’ autoritzacié pertinent per part de la
Unid Europea, després de I’ avaluacié positiva com additiu feta per I’ SCAN (Scientific Committee
of Animal Nutrition), un cop passada una demostracio de la seva eficacia, podent-se trobar tota la
informacié sobre la fitasa en la plana web del comité (http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scan/
outcome_en.html).

Des de comencaments de la década dels noranta, s han escrit una quantitat important d’ articles que
impliquen I'accié de I’enzim fitasa. Els estudis s han realitzat basicament en porcs i en dietes de
moresc-soja, les quals tenen una activitat fitasica endogena baixa o nut la, descrivint-se clarament
gue la fitasa incrementa la digestibilitat i la biodisponibilitat de fosfor des del fitat, redueix la

guantitat de fosfor no fitic necessari per mantenir al maxim el creixement i la mineralitzacio dels
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0ss0s, i redueix en gran manera |’ excrecio fecal de fosfor. També s han descrit increments en la
digestibilitat de minerals bivalents com el calci i € zinc, que es troben lligats a fitat.

El treball realitzat en aquesta tesi s'ha centrat en pollastres d engreix o broilers, ja que a I'inici
d’ aquests estudis, la major part de treballs s havia realitzat en porcs. El nostre estudi s ha realitzat
amb dietes amb cereals europeus, com € blat, I’ordi 0 €l segol, que presenten una activitat fitasica
endogena més elevada, aixi com alguns dtres factors antinutritius, com per exemple, els
polisacaids no amilacis, ja que la majoria d’investigacions se centraven en dietes de moresc-soja.
Es practica habitual I’ aplicacié d’ enzims degradadors dels polisacaids no amilacis en les dietes que
en presenten. Per aix0, també s ha redlitzat un estudi de la importancia de les possible interaccions
entre els enzims degradadors dels polisacaids i la fitasa tant en la productivitat com en la

biodisponibilitat dels minerals.
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2.1. Fosfor

El fosfor és un element imprescindible pel creixement dels animals, essent e mineral present en
I’ organisme animal del qual es coneixen més funcions. Aproximadament el 80% del fosfor es troba
en elsossosi les dents dels animals. Laresta es distribueix en elsteixits tousi fluids organics.

El fosfor actua en el metabolisme energétic com a component de substancies riques en energia com
I’ADP, ATP i la fosfocreatina. Les reaccions metaboliques dels carbohidrats, proté nes i lipids es
realitzen a través de compostos intermedis fosforilats. Forma part dels fosfolipids, que son
importants en € transport dels lipids i € seu metabolisme, i com a component de les membranes
cel lulars. El fosfat forma part del RNA i DNA, components cet lulars vitals, essencials per a sintes
proteica, i també forma part de sistemes enziméics com la cocarboxilasai € NAD. En lalleti €
rovell de I’ ou existeixen proté nes que contenen fosfor, com la casd nai la vitelina (Bondi, 1988).
El metabolisme general del fosfor, aixi com d' altres minerals com €l calci i € magnesi, es troba en
lafigura2.1.

La sang completa conté entre 35 i 45 mg de fosfor per ml en forma d’ ortofosfat (HPO, i HoPOy),
lamajor part en les cél lules. Gran part del fosfor del plasma esta ionitzat, perd una petita quantitat

es troba formant complexos amb proté nes, lipidsi carbohidrats.

Figura 2.1. Diagrama esguemétic del metabolisme del fosfor. (Bondi, 1988)
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Figura 2.2. Naturalesa del fosfor contingut en les materies primeres. (Rebollar i Mateos, 2000)
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Els simptomes més habituals de la deficiencia de fosfor inclou la disminucio del consum de pinso,
un creixement pobre, debilitat, morbilitat i deficiencia en els ossos (Saxena, 1996).

Avui en dia, €l fosfor del pinsos d’'aviram prové principament dels fosfats inorganics, pero també
de lesfonts vegetalsi de les farines de peix. En lafigura 2.2 es presenta un esquema de la natura del
fosfor en les diferents matéries primeres. El contingut en fosfor de les matéries primeres usades en
alimentacié animal presenta un ampli interval de variacié. En general, les llavors (grans de cereals,
[leguminoses i oleaginoses) tenen un contingut més elevat que els farratges. Els subproductes del
processament de grans (seg6 de blat, gluten de moresc o farines d oleaginoses) sdn especial ment
rics en fosfor, mentre que tubercles, arrels i bulbs son els més pobres. Els productes lactics i les
matéeries primeres d origen animal que inclouen part de I'esquelet son els aliments amb majors
nivells de P.

En materies primeres d'origen vegetal e contingut en fosfor depén del tipus de sol, varietat

cultivada, estat de maduracio, condicions de cultiu, climatologia, etc. (Ravindran i col., 1995). En
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els productes d’ origen animal el nivell de fosfor varia en funcié del contingut dels ossos. El nivell
en els suplements minerals depen de muitiples factors com sén € material d origen, procés de

fabricacié i € grau de hidratacio.

Taula 2.1. Percentatge de fosfor total i de fosfor fitic i relacid entre € fosfor fitic i e fosfor total
present en diferents materies primeres vegetals.

— PTitic
% P total @ % P fitic? —_ 100°
P total
Eeckhout i De Kirby i Nelson Eeckhout i De Kirby i Nelson Eeckhout i De Kirby i Nelson
Paepe (1994) (1988) Paepe (1994) (1988) Paepe (1994) (1988)
Sagol 0.36 ] 0.22 ] 61 -
N 037 0.25 67
Triticale +0.02 ; +0.02 ) +37 )
033 041 0.22 0.29 67
Blat +0.02 + 0,001 +0.02 + 0,004 +48 07
. 037 0.22 60
Ordi +0.02 ) +0.01 ) +24 )
. 0.38 _ 017 _ 5 _
e0IS +0.02 +0.03 +6.2
- 116 124 0.97 0.88 84
Sego deblat +0.14 +0.004 +0.20 + 0,008 +73 L5
Segé i terceres 0.80 i 0.53 i 66 i
deblat +0.25 +0.14 +6.9
. 179 154
Segé d’arros 1.71 £ 0,004 1.10 £ 0,001 64 85.7
0.28 0.29 0.19 021 68
71.7
Moresc +0.03 + 0,005 +0.03 +0.010 +59
) 0.61 0.32 52
Soja48 +0.01 ) +0.02 ) +37 )
) 057 0.69 0.26 0.39 76
Soja +0.02 +0.013 +0.02 +0.019 +51 565
} 0.29
Trams 0.25 053 0.05 + 0.008 20 54.3

& valors de la mitjana més desviacié estandard.

En la Taula 2.1 es mostren valors de la concentracié de fosfor en diferents materies primeres
vegetals (Kirby i Nelson, 1988; Eeckhout i De Pagpe, 1994), mentre que en la Taula 2.2 es mostren
les concentracions i la disponibilitat de fosfor present en diferents fonts inorganiques d origen
mineral. Aquesta Ultima depen de la forma quimica dels diferents fosfats (per exemple, fosfat

monocalcic o bicalcic) perd també de les diferents tecnologies emprades en produccié (CEFIC,
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2002). La disponibilitat del fosfor no fitic d’ origen vegetal (entre 25 i 50%, Sauveur, 1989) és més

baixa que la que prové de fonts minerals (Taula 2.2), i per aix0, aquest Ultim tipus de fosfat és

incorporat as pinsos, normalment en excés, doncs no perjudica la salut de I’animal. Precisament

aquest excés de fosfor no fitic és excretat, provocant que augmenti la concentracié en manera

excessiva en € medi ambient.

Taula 2.2. Concentracié de fosfor en diferents fosfats inorganics d’origen mineral (extreta de

Cepero, 1992).
Fosfat Fosfor tatal (%) Disponibilitat mitja

bicalcic hidratat 175-19 100
bicalcic anhidre 21 87
monocalcic 21-24 110
monobicalcic 20 112
tricalcic 195 86
monosodic 19.8-25 106
bisodic 85-21 107
monopotassic 22.6 112
bipotassic 17.7 108
monoamonic 26.7 95
diamonic 232 117
defluorinat 18 93
tripolifosfat Na 24.7 101
Fosf. CaeMg-Na 17.3 106
Acid fosforic 24-28 112
Fosfats deroca

defluorinat 18 70
rocatova 18 56
Illa Curagao 14.3 87

2.2. Calci.

Un mineral molt intimament Iligat a fosfor és e calci. Normalment, els dos minerals s estudien

conjuntament ja que van units tant en els aliments com en el metabolisme de |’ organisme. El calci
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és I’ element mineral més abundant dins |’ organisme animal. El 99% de la quantitat total estroba en
elsossosi lesdents. Larestaestrobaen elsfluidsi elsteixits tous de I’ organisme.

El calci apareix com un i6 lliure, unit a les proté nes del serum i formant complexos amb acids
organicsi inorganics. El calci ionitzat resulta essencial per a funcions com la conduccié de corrents
nervioses i el manteniment de la contraccio i relaxacio muscular, inclos € muscle cardiac. Pot
actuar com activador o estabilitzador d’alguns enzims i és precis per a la coagulacié normal de la
sang.

La principal font de calci és el carbonat calcic (CaCOs). Altres fonts importants son les farines
animalsi els fosfats animals.

La forma hormonal de la vitamina D (1,25-dihidroxicolecalciferol) és la forma que regula €l
metabolisme del calci i del fosfor. Quan la dieta és pobre en calci, se n’augmenta la produccio,
augmentant |’absorcio i mobilitzacié del fosfor des dels ossos. La situacio és a la inversa quan
I’animal disposa de calci en excés en ladieta

Els porcs i aus semblen ser tolerants a dietes amb quocients elevats de Ca:P. El quocient optim per
aquests animals variaentre 1.1 1 2:1, essent ben tolerats quocients inferiors a aquestos i mal tolerats
guocients superiors a 3:1 (Dieckmann i col., 2002).

La deficiencia de calci en pollastres d’ engreix té com a simptomes més habituals la disminucio6 del
consum de pinso, un creixement pobre, morbositat, deformitats dels ossos, augment de la velocitat

metabolica bassal i una susceptibilitat augmentada a tenir hemorragies internes (Saxena, 1996).

2.3. Fosfor fitic.

Cereals i llegums contenen quantitats significatives de fosfor en forma d’acid fitic (mio-inositol
1,2,3,4,5,6-hexakis dihidrogen fosfat). Aquest acid té diverses funcions fisiologiques i també
influeix significativament en les propietats funcionals i nutricionals de cerealsi llegums, i dels seus

pinsos derivats, per complexacio de proté nesi minerals essencials (Reddy i col., 1989). Els termes
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acid fitic, fitat i fitina es refereixen al’acid lliure, lasal i lasal de calci i magnesi, respectivament.
Tot sovint, S usa el nom d'&cid fitic per areferir-se a fitat i alainversa. També s'usa el nom d' acid
fitic tant per la molécula de |Ps, com pels compostos intermedis de la seva hidrolisi (des de IPs fins
alPy). Enlafigura 2.3, es pot observar una representacié de la molécula d &id fitic (A) i d'una sal
(B).

La concentraci6 de I’ acid fitic en els pinsos depéen en gran manera de la part de la planta de la que
deriven les matéries primeres; perd també pot variar depenent de molts factors, com el grau de
maduracié, € grau de processament, la varietat, els factors climéics, la disponibilitat d’aigua,
factors del sol, localitzacid i I'any de collita (Ravindran i col., 1995).

En cereals, d fitat no esta uniformement distribu' t dins € gra, i esta associat amb components
morfologics de la llavor. En I'endosperma del gra de blat i d’arrds no hi ha una gran preséncia de
fitat, perd es troba concentrat en les capes del germen i I’aleurona de les cél Iules de la llavor.
L’ endosperma del moresc té petites quantitats de fitat. En llegums, el fitat estadistribui t per tot el
cotiledd i localitzat dins les inclusions subcel ulars del's cossos proteics.

En la Taula 2.1 es mostren valors del contingut de fosfor fitic de diferents matéeries primeres
emprades en |la practica habitual de la fabricacié de pinsos. El percentatge de fosfor fitic sobre €l
fosfor total presenta un ampli rang de variacio, amb valors entre el 60 i €l 80% pels cereals i €ls
seus subproductes, | d’entre el 301 el 70% per laresta d’ ingredients habituals.

Figura 2.3. Representacio esquematica de I’ acid fitic (A) i d’'una sa amb diferents metalls quelats
(B). (Schinkell, 1999)

10
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L’ acid fitic és un component essencia de totes les llavors, on constitueix una reserva de fosfor i
altres minerals durant la germinacio (Wodzinski i Ullah, 1996). L’ &cid fitic té moltes aplicacions.
Graf (1986) presenta en una revisié a voltant de 59 aplicacions diferents, com la prevencio de
caies dental o un Us com a agent hipocolesteromic. La principal caracteristica d aquestes
aplicacions va lligat amb la capacitat de quelar metals, interaccionar electrostédicament amb
proté nes o la seva gran afinitat per |a hidroxiapatita, especialment per la de calci [Cas(PO,)s(OH)],
(component que donarigidesaal’osi dents, ja que suposa més d’'un 70% de la massa 0ssiai de la
dent).
Degut a la gran capacitat per quelar, I'&cid fitic forma sals insolubles a pH neutre amb nombrosos
cations di- i trivalents (Ca, Mg, Zn, Cu, Co, Fe, Mn) (Sauveur, 1989), dificultant |a seva absorci6 a
nivell intestinal. Es degut a aix0 que &'l considera un antinutrient en alimentacio, com descriuen
alguns autors, per exemple Graf i col. (1987).
L’ acid fitic també pot formar complexos insolubles amb proté nes i midé (Ravindran i col.,1999b).
Lainteraccié del’&cid i les proté nes ésdetipusionic i depenent del pH:

» apH baix, s uneix amb els residus basics (grup amino) de lalisina, argininai histidina.

= apH neutres, se solubilitzen els complexos anteriorsi s uneix amb el grup carboxil, amb

cations multivalents com aintermediaris.

Els complexos formats canvien I’ estructura de les proté nes reduint la seva digestibilitat, la seva
solubilitat i 1a seva funcionalitat.
Els fitats continguts en les diverses mateéries primeres presenten caracteristiques diferencials que
influeixen en la seva hidrdlisi i en la seglient alliberacié de fosfor. En €els grans, I’acid fitic esta
present en forma de fitina, i sobre tot, de fitats mixtes de K, Mg i Ca. Altres cations, com Fe, Zn,
Cu, també estan presents perd en menor quantitat. La solubilitat de les sals formades amb els
cations bivalents segueix el segiient ordre decreixent: Cu** > Zn®* > Mn** > Fe®* > Ca&?* (Sauveur,
1989). Els oligoelements estan fixats més fortament a |’ &cid fitic que els alcalino-terris i aquests, a

la seva vegada, son més insolubles que els fitats de cations monovalents (K™ i Na).

11
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El fosfor contingut en els fitats és molt poc disponible per ales ausi els porcs degut a la manca en
I*organisme de I’ enzim necessari, com a minim en una quantitat suficient, per a hidrolitzar i separar
el fosfor de la molécula de inositol. En situacions normals, la major part del fosfor fitic apareix en
les excretes incrementant el problema de contaminacio ambiental. La hidrolisi del fitat es pot dur a
terme mitjancant I'accié de les fitases, ja sigui endogenes o exogenes, millorant I'absorcié i
retencid, en proporcions variables, del fosfor, calci, magnesi, zinc, coure, ferro i aminoecids,
especialment en dietes eficients (Rebollar i Mateos, 2000).

2.3.1. Determinaci6 de fosfor fitic.

Com a consegiéencia de la hidrolisi de I'acid fitic per via enziméica, s obtenen els compostos
intermedis, desdel’IPs finsal’IP;. La majoria dels métodes de determinacié segueixen unes pautes
similars. extraccid, purificacio, i mesura de les relacions estaquiometriques amb i6 férric o del
fosfat que forma part del fitic.

Existeixen varis métodes analitics que permeten analitzar € contingut de cada un d aguests
compostos intermedis, ja sigui de manera qualitativa o quantitativa. Entre els qualitatius podem
trobar cromatografia de paper (Bandursky i Axelrod, 1951), electroforesi, cromatografia de capa
fina (Hatzack i Rasmussen, 1999) o cromatografia de bescanvi ionic.

Els métodes quantitatius més emprats sOn mitjancant cromatografia, espectrefotometria o
ressonancia magnetica nuclear.

2.3.1.1. Cromatografia.

Encara que es pot utilitzar de manera qualitativa, aquesta tecnica és usada ampliament per a
determinar la quantitat dels diferents fosfats d’inositol, especialment dels més elevats.

D’entre els diferents tipus de cromatografia, la HPLC (cromatografia liquida a pressions elevades),
és la més utilitzada per a determinar els fosfats d’inositol, donada la seva rapidesa i reprodu bilitat.
Uns dels primers autors en descriure aquesta metodologia van ser Sandberg i Ahderinne (1986). El
meétode inclou una extraccio amb HCI, separacié dels fosfats d’'inositol de I’ extracte de la mostra

per cromatografia de bescanvi ionic, i I’analisi per HPLC de fase reversa amb acid formic/metanol i
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hidroxid de tetrabutilamoni com a fase mobil. En aguesta metodologia, €ls autors van ser capagos
de descriure elsinositol amb 3-6 fosfats.

Altres autors han utilitzat aquesta técnica, encara que reaitzant alguna modificacié
(Sooncharernying i Edwards, 1993; Lehrfeld, 1994; Brearley i Hanke, 1996), per tal de quantificar
els fosfats de inositol en mostres de matéries primeres, pinsos, continguts intestinals o excretes.
Rounds i Nielsen (1993) van descriure també un métode de cromatografia de bescanvi ionic i
deteccié VIS-UV post-columna per separar els fosfats d'inositol. Aquest métode es basa en la
reaccié de I'acid fitic amb una solucid de clorur de ferro (111) en excés, i lectura del ferro no
reaccionat amb &cid sulfosalicilic, Ilegint-se a 500 nm la disminuci6 de I’ absorbéncia. En aquesta
tecnica, la quantitat dels fosfats d’'inositol amb un menor nombre de fosfors son dificils de
determinar (di-, monofosfats), ja que sbn espécies amb poca presenciai a mes no es retenen en la
columna, i per tant, donen poca resolucié en e cromatograma (Rounds i Nielsen, 1993). Altres
autors, com Phillippy i Johnston, (1985), Phillippy i col. (1987), Simonsi col. (1990) i Bos i col.
(1991) van emprar també la cromatografia de bescanvi ionic. Bos i col. (1991) determinaren
mitjancant cromatografia de bescanvi ionic I'acid fitic, detectant-se colorimétricament a 300 nm
després de lareaccié amb una sal férrica en un derivatitzacio post-columna. Phillippy i col. (1987) i
Simonsi col. (1990) varen utilitzar la cromatografia de bescanvi ionic acoblada a un espectrometre
de masses per a determinar els diferents fosfats d’inositol, i alguns dels seus isomers. Tanmateix,
amb aquest métode no obtingueren una bona separaci6 dels fosfats d’inositol amb baix nombre de
fosfors (IP,, IP, FNF).

La separaci6 i quantificacio d’ aquests tipus de fosfats ha estat descrita per Skoglund i col. (1997,
1998) i Carlsson i col. (2001), utilitzant la cromatografia ionica (HPIC). Skoglund i col (1997)
descriuen la total separacié de tots els fosfats d’'inositol combinant dos sistemes de HPIC. Grecies
aquest métode, es pogueren determinar pel primer sistemales fraccionsdesde IP2 finsalalP6i els
isomers de IP4 i IP5 de mostres de pinsos, continguts ileals i excretes en estudis de balancos en

humans. En el segon sistema es va usar per determinar isomers de IP1 —1P3. Ladeterminacio dels

13



Introduccio

isomers dels diferents fosfats, productes del trencament de la molécula de I’ hexafosfat també va ser
realitzada per Brearley i Hanke (1996).

2.3.1.2. Isotacoforési per capit laritat.

Métode utilitzat per autors com Blatny i col. (1995) i Duskovai col. (2000). El metode consisteix en
una electroforesi a velocitat uniforme. Aixo vol dir que e temps de recorregut en €l capil lar sota
condicions isotacoforetiques és independent de la velocitat. Podem dir, per tant, que es tracta d’ una
tecnica de separacié per desplacament. El capil lar s'ha d’omplir amb un electrolit guia en un
extrem. Aquest ha de tenir una gran mobilitat, i ha de ser magjor que la dels components a separar.
Llavors s'introdueix la mostra seguit de I’ electrolit de cua, amb una mobilitat la qual ha de ser
menor de qualsevol dels components de lamostra. A la sortida del capil lar, lamostra s analitza per
conductivitat. En el métode descrit per Duskova i col. (2000) I'electrdlit guia consisteix en una
solucio formada per HCI, 1,3-big[tris(hidroxilmetil)metilamin]propa (BTP) i hidroxipropilmetil
cel lulosa (HPMC), mentre que € de cua esta format per acid 2-(N-morfolin)etanosulfonic
monohidratat (MES), usant-se un temps de separaci6 entre 25 i 35 minuts.

2.3.1.3. Métodes espectrefotométrics.

El més emprat és el descrit per Haug i Lantzsch (1983). S ha vist que és una determinacié que déna
molt bon resultats per a matéries primeres o pels pinsos. El procediment descrit comenca per una
extraccio amb HCI, addicié d’una soluci6 féerrica a I’ extracte obtingut, i escalfament dins d’un tub
en un bany amb aigua bullint. Després de refredar, la solucio es centrifuga, S afegeix una solucio6 de
2,2 -bipiriding, i finament es mesura I’ absorbancia a 519 nm enfront d’'aigua destil lada. L’acid
fitic es precipita amb una soluci6 &cida de ferro (111) amb un contingut conegut de ferro. El ferro no
precipitat reacciona amb la bipiridina, donant una coloracié vermella. La disminuci6 de ferro en e
sobrenadant és proporcional a contingut de I’ acid fitic.

També van utilitzar aquesta tecnica Brooksi col. (2001), on descriuen una manera de quantificar de
manera acurada i regpida el contingut de fosfor total i Iliure d’ una preparacié d' &cid fitic disponible

comercialment, i que pot ser usat com a estandard per determinacions de I’ acid fitic en pinsos.
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2.3.1.4. Espectroscopia d'infraroig proper (NIRS).

Mitjancant aquesta técnica es mesura |’ excitacio vibracional dels &oms al voltant dels enllacos que
els connecten. La molécula absorbeix [lum i experimenta una excitacio vibracional en laregié de
I"infraroig de |’ espectre electromagnétic (Vollhardt, 1987). Parrish i col. (1990) descriuen la
metodologia per determinar |’ acid fitic en llavors de coté. El principal avantatge d’ aquesta técnica
€s que s obvia la necessitat de redlitzar la fase d extraccié que comporta vaies hores i que es
requereix en tots els altres métodes. A més, s escurca el temps d'andlis (Smith i col., 2001). La
mostra es posa directament en el posamostres, i es registren les dades espectrals a longituds d’ ona
gue van des de 1100 fins a 2500 nm. Klepacka (1990) troba que, en llavors de colza, una de les
bandes importants per determinar el fitat és la corresponent al’enllag P = O 21090 cm™. De Boever
i col. (1994) van andlitzar cent trenta-vuit mostres, corresponents a dinou materies primeres
vegetals, i van trobar que €els valors estan molt correlacionats per la determinacié de fosfor total i
fitic amb errors de prediccié de 0.08% i 0.04%, respectivament. Smith i col. (2001) descriuen que €l
NIRS pot ser usat per determinar €l continguts de I’ excreta, entre ells el contingut de fosfor total i
fosfor fitic.

Perd no cal obviar que per tal de calibrar I’ espectrometre NIR, primerament s han de readlitzar les
analisi dels valors dels diferents parametres en via humida, utilitzant algunes de les altres técniques
descrites en aquest capitol.

2.3.1.5. Ressonancia magneética nuclear (RMN).

Aqguesta técnica, molt emprada en quimica organica, serveix per determinar el nombre, la naturalesa
i I’entorn que envolta els &oms d’una molécula. A partir d’ aguesta informacié es pot deduir sovint
I’ estructura de I’ esquelet molecular. La ressonancia es pot aplicar a bastants &oms, com |’ hidrogen
(*H, ®H), carboni (**C), nitrogen (**N), fluor (*°F) i fosfor (**P). Tots aquests &oms tenen un nombre
atomic senar, i per tant tenen spin, aixo és, moment angular.

En abséncia de qualsevol camp magneétic, aquest moment pot estar apuntant a qualsevol direccio;

perd quan la mostra es sotmesa a un camp magnétic, els moments poden alinear-se tant en el mateix
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sentit del camp (estat energétic més baix) o en contra del camp (estat energétic més alt). Els estats
energétics més alts estan menys poblats que els més baixos, i €ls nuclis poden ser promoguts des del
menor a major estat per I'aplicacio de I’energia de la radiofreqiiéncia. Es I’ absorcio d aquesta
energialaque es mesurai esreflecteix en els espectres de RMN (Cooper, 1980).

Gracies a aguesta técnica es pot tenir una bona informacié de tots els fosfats d’'inositol i de
I’ ortofosfat presents en mostres de matéries primeres, pinsos, continguts ileals i excretes de porcsi
aviram.

Lamostra, igua que altres tecniques comentades anteriorment, es prepara mitjancant una extraccio
acida, centrifugacié, escalfament a 100°C, i un segona centrifugacio. Al sobrenadant se li afegeix
EDTA, gustant després el pH a 6.0 amb NaOH. La soluci6 es liofilitza, es redissol amb aigua,
S gusta de nou amb NaOH a 12.6 de pH i es torna a liofilitar, tenint la mostra preparada per a
realitzar el RMN de *'P (Kemmei col., 19993).

Bona part de les publicacions de I'Gs de fosfats d’'inositol empren metodologies similars a la
descrita per preparar la mostra. Les diferéncies entre elles radiquen en el patré usat per tal de
quantificar |’ espectre obtingut, i els desplagaments quimics obtinuguts en cada cas. Per exemple,
Kemmei col. (1999a) utilitzaren I’ &cid 2-aminoetilfosfonic.

Els fosfats d’'inositol es poden calcular a partir d’ analitzar diferents &oms. Aixi alguns autors, com
Cerdan i col. (1986), Barrientosi col. (1994), Johnson i col. (1995), Hull i col. (1999), Nakano i col.
(2000), Hatzack i col. (2001), redlitzaren espectres de RMN de proté (*H). O’'Neill i col. (1980),
Cerdan i col. (1986), Barrientos i col. (1994), Jayargiah i col. (1997), Kemme i col. (1999a)
utilitzaren espectres de RMN de *'P. Finament, alguns autors utilitzaren espectres de dos
dimensions amb una espectroscopia mlltiple de *H-*H o *H-*'P (Barrientosii col., 1994; Johnston i

col., 1995; Nakano i col. 2000).

16



Introduccio

2.4. Fitasa
L'enzim fitasa presenta una activitat esterasa que li permet hidrolitzar el mio-inositol hexafosfat a
ortofosfat inorganic i a una serie d'ésters fosfonics del mio-inositol més baixos i, en alguns casos, a
mio-inositol Iliure (Reddy i col., 1989). Hi ha dos tipus de fitases tal com esta classificat pel
Nomenclature Committee de la International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-
IUBMB) en consultaamb la TUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature, tal
com descriuen Vohrai Satyanarayana (2003):
a EC 3.138. Nom recomanat: 3-fitasa. Nom sistemaic: mio-inositol-hexafosfat 3-
fosfohidrolasa. Altres noms: fitasa; 3-fitat fosfatasa.
b) EC 3.1.3.26. Nom recomanat: 6-fitasa. Nom sistematic: mio-inositol-hexafosfat 6-
fosfohidrolasa. Altres noms: fitasa; 6-fitat fosfatasa.
La 3-fitasa catalitza la reaccié d hidrolisis atacant primer €l fitat en la posicié 3, essent tipica de
microorganiSmes:
mio-inositol hexafosfat + H,O ® D-mio-inositol 1,2,4,5,6-pentafosfat + ortofosfat
mentre que la 6-fitasa primer actuaen laposicié 6, i éstipicade cereds:

mio-inositol hexafosfat + H,O ® D-mio-inositol 1,2,3,4,5-pentafosfat + ortofosfat

Figura 2.4. Representacié de la hidrolisi de I’ acid fitic per una 3-fitasa (fitasa microbiana) (Riond,
2003)
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En lafigura 2.4 es pot trobar una representacié de la hidrdlisi de I’ &cid fitic per una 3-fitasa (fitasa
microbiana). Les fitases estan present de manera natural en nombrosos cultius de bacteris i fongs,
aixi com en certs grans. També estan presents en € tracte intestinal de tots els animals degut tant
per laingesti6 de plantes que el contenen, com per la propia microfloraintestinal o per la produccié
enzimatica endogena per la mucosa o organs secretors del digestiu (Sebastian i col, 1998).

2.4.1. Fontsdefitasa

En la natura es coneixen les seglients fonts de fitasa, segons classificacid de Rebollar i Mateos
(2000):

2.4.1.1. Fitases intestinals endogenes dels animals.

L'activitat fitasica de la mucosa intestinad és molt redu da encara que demostrable
experimentalment. Almenys en e porc, les fosfatases intestinals endogenes només sdn capaces
d'hidrolitzar les molécules d'intermediaris de fosfat d'inositol amb escas nombre d'ions ortofosfats
(IPs a 1P;) donant lloc a inositol lliure (Kemme, 1998). El contingut digestiu de I'estébmac i intesti
del porc (Yi i Kornegay, 1996) i del pap, estomac i intesti de les aus tenen escassa activitat fitasica
propia.

2.4.1.2 Fitases endogenes contingudes en els ingredients de la dieta.

Existeix un cert nombre de llavors amb activitat fitasica propia, particularment dins el grup dels
cereals, perd no és possible establir una correlacié significativa entre el contingut en P fitic del grai
la seva activitat fitasica (Eeckhout i De Paepe, 1994). Si es calculés la quantitat necessaia d’ enzim
per hidrolitzar tot € contingut de fosfor fitic en una dieta comercial i se'l comparés amb la quantitat
present de manera natural en plantes, sobservaria que I’enzim a afegir hauria de ser el 40% de la
dieta per tal d'hidrolitzar tot el fosfor fitic (Wodzinski i Ullah, 1996). En el cas del blat, ségol i
triticale la seva activitat fitdsica és important, essent baixa en la resta de grans utilitzats en la
practica habitual. L'activitat fitasica és molt redu da en farines proteiques (soja, colza, coto) i
[leguminoses en gra (Sauveur, 1989; Ravindran i col., 1995). En qualsevol cas, e contingut varia

en funci6 de la varietat i dels factors ambientals. La concentracié de fitasa en les plantes augmenta
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durant e procés de germinacié (Wodzinski i Ullah, 1996). Els subproductes de laindUstria farinera,
en especia els procedents del blat, son rics en activitat fitasica.

El pH optim d'aguest tipus de fitasa va des de 4.0 fins a 7.5; |la mgjoria dels enzims tenen un pH
optim entre 5.0 i 5.6, tenint una temperatura optima de 45 i 60° C, degradant-se a temperatures
superiors (Reddy i col., 1989).

2.4.1.3. Fitases d'origen microbia produ da per la flora digestiva.

Nombrosos fongs i microorganismes presents en el tracte intestinal produeixen 3-fitasa. Els
remugants i parcialment els animals coprofags, poden beneficiar-se d'aguesta activitat fitasica. No
obstant, en la majoria de les espécies monogastriques, com aus i porcs, |'activitat de la flora
intestinal té lloc en I'intesti gros. D'agqui que I'animal no se'n pugui beneficiar, encara que les fitases
microbianes hidrolitzen els fitats i alliberin el fosfor no fitic, ja que aguest fosfor Sexcretara
totalment en les excretes (Kemme, 1998).

2.4.1.4. Fitases d'origen microbia de produccio industrial.

Fongs i bacteris sdn capacos de produir fitases en condicions naturals o de laboratori. Les fitases
bacterianes (a excepcid de Bacillus subtilis) son de tipus intracet lular i, en general, no tenen un bon
comportament quant a productivitat en condicions de laboratori. Les fitases bacterianes tenen un pH
optim entre neutre i alcali, cosa que I'exclou per a Us com a additiu en pinsos.

Les fitases d'origen fungic sdn produ des per nombroses especies. La majoria produeixen enzims
extracel lulars, essent €l genere Aspergillus € més emprat en I'actuditat, havent-se identificat a
I'Aspergillus niger com el productor de la fitasa més activa procedent de fongs. EI pH optim
d'aguest tipus de fitases es troba entre 2.5 i 7.5, mentre que €l rang de temperatura optima és entre
351 63°C (Wodzinski i Ullah, 1996). L'Aspergillus niger (NRRL 3135) produeix dos tipus de fitasa,
una amb el pH optim a5.5i 251 I'dtraamb e pH optim a 2.0; aquests enzims shan anomenat
fitasa A i fitasa B, respectivament.

En laTaula 2.3 es mostren valors d'activitat fitasica d'ingredient per a pinsos (Eeckhout i De Paepe,

1994). L’ activitat fitasica de les matéries primeres es pot determinar mitjangant varis procediments,
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essent un dels més emprats e métode colorimétric, descrit per Engelen i col. (1994, 2001). El
meétode es basa en la determinacio del fosfat no fitic aliberat en lahidrolisi del fitat sodicapH 5.5
37°C.

En la Taula 2.4 es presenta una llista amb microorganismes productors de fitases (Vohra i

Satyanarayana, 2003).

Taula 2.3. Activitat fitasica d'i ngredients deladieta

Fitasa ® Fitasa®
(Unitats kg™) (Unitats kg™)
Llavors
Ségol 5130 5147 + 649
Triticale 1688 + 227 -
Blat 1193 + 223 1637 + 275
Ordi 582 + 178 1016 £ 330
Pesols 116 +54 86+1
Subproductes
Seg06 blat fi 4601 + 860 -
Segd i terceres de blat 4381 + 956 -
Seg6 blat 2957 + 1556 4624 + 4
Segd arros 122 -
Cereals
Moresc 15+18 705
Civada 42 £50 84+ 39
Sorgo 24+ 32 -
Farinesd'olis
Cacauet 3 -
Coco 24+ 37 -
Llinassa 41 295+4.6
Llavor de colza 16+ 16 41+£25
Gira-sol 62 + 53 732
Soja 44 40+ 45 -
Soja 48 8+8 -
Llegums
Soja 55+ 89 32+25
TramUs 0 219+ 22
Arrelsi tubérculs
Polpa de remolatxa 3+4 201
Patata 0 -
Mid6 de patata 0 -

@ dades procedents d' Eeckhout i De Paepe (1994).
P dades procedents de Viverosi col. (2000).
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Taula 2.4. Llista de microorganismes productors de fitasa (adaptada de Vohra i Satyanarayana,
2003).

L ocalitzacio L ocalitzacio
enzim enzim

Bacteris Fongs
Aerobacter aerogenes Paret cet lular Aspergillus amstel odami Extracel lular
B. amyloliquefaciens Extracet lular A. chevalieri Extracet lular
Bacillus sp., DS11 Extracet lular A. candidus Extracet lular
Bacillus subtilis Extracel lular A. niger syn A. ficuum Extracel lular
Enterobacter sp. 4 Extracet lular A. flavus Extracet lular
Escherichia coli Paret cet lular A. niger Extracel lular
Klebsiella aerogenes Paret cet lular A. repens Extracel lular
Klebsiella oxytoca MO-3 Paret cet lular A. syndowi Extracet lular
Lactobacillus amylovorus Extracet lular A. terreus Extracet lular
Mitsuokella multiacidus Paret cet lular A. versicolor Extracet lular
Pseudomonas sp. Paret cet lular A. wentii Extracel lular
Selenomonas ruminantium Paret cet lular A. fumigatus Extracel lular
Llevats A. carbonarius Extracet lular
Arxula adeninivorans Extracet lular A. carneus Extracet lular
Candida spp. Extracel lular Aspergillusterreus 9A1 Extracel lular
Clavispora lusitaniae Extracet lular Botrytis cinerea Extracet lular
Debaryomyces yamadae Extracel lular Emericella nidulans Extracel lular
Hanseniaspora valbyensis Extracet lular Geotrichum candidum Extracet lular
Kluyveromyces lactis Extracet lular Mucor piriformis Extracet lular
Metchnikowia pulcherrima Extracet lular M. racemosus Extracet lular
Pichia anomala Extracel lular Myceliophtora thermophila Extracel lular
Paret cet lular Pencillium sp. Extracel lular
Pichia spp. Extracet lular Rhizopus oryzae Extracet lular
Saccharomyces cerevisiae Paret cet lular R. oligosporus Extracel lular
Extracet lular R. stolonifer Extracet lular
S Kluyveri Extracet lular Soorotrichium thermophile Extracel lular
Scwanniomyces occidentalis Extracel lular Talaromyces thermophilus Extracel lular
Torulaspora delbrueckii Extracel lular Thermomyces lanuginosus Extracel lular
T.globosa Extracet lular A. clavatus J239 Paret cet lular
T. pretoriensis Extracet lular A. flavipes Fla. A-14 Paret cet lular
A. flavus Paret cet lular
A. nidulans QM-329 Paret cel [ular
A. niger NRRL 67 Paret cet lular
A. niger P330 Paret cet lular
A.oryzae QM 238 Paret cet lular
A. phoenicus QM 329 Paret cet lular
A. repens QM-44C Paret cet lular
A. terreus Fla C-93 Paret cet lular
A. tamarii J1008 Paret cet lular
Mucor spp. Paret cet lular
Penicillium spp. P-320 Paret cet lular
Rhizopus spp. Paret cet lular

2.4.2. Classificacio de les fitases
Mendoza Parra (2002) proposa una classificacio partint de la base que les fitases son fosfatases

acides d'at pes molecular (Figura 2.5). Aquest autor les diferencia en funcio de la seva seqliencia,

preferentment en el lloc actiu, distingint entre les histidina fitases i les fitases metal o-depenents. En

el primer grup la catalisi de la reaccio es realitza en dues etapes. una primera caracteritzada per
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I’ atac nucledfil sobre el fosfor per un residu histidina, present dins un motiu en €l lloc actiu i que es
conserva en tots els enzims d’' aguesta classe, seguida per la hidrolisi de I'intermediari. Per atra

banda, €l segon grup es caracteritza per una certa dependencia amb ions metat lics durant I’ activitat

catalitica

Figura 2.5. Classificacié de les fosfatases, presentant els dos grans grups de fitases: les histidina

fitases i les fitases metal odependents. (Mendoza Parra, 2002)
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2.4.2.1. Higtidina fitases o fosfatasa acida histidina (HAP).

L’ estructura de I’enzim pot estar dividit en dos dominis, un de gran anomenat domini a/b, i un
segon anomenat domini a. El domini a/b esta constitu' t per sislamines b, de les quals n’hi ha unes
(A, B, C, D) paral leles, mentre que les altres (A, E, F) son antiparal leles (Figura 2.6). El domini a
en canvi esta congtitu't d'una hélix a central, aixi com de set hélixs a disposats a voltant i
anomenades. a, b, e f, g, i, j. En e mig dels dominis, hi ha una bossa profunda, limitada per
I’extrem N-terminal de la proté na (que faria de tapa), contenint els aminoacids implicats en €l
mecanisme de reaccid. Dins la sequencia, s'han identificat deu cisté nes, constituint cinc ponts

disulfur responsables de mantenir I’ estructura tridimensional de la proté na

Figura 2.6. Representacio esquemdtica de I’ estructura amb els dos dominis de la fitasa Aspergillus

niger. (Mendoza Parra, 2002)
E
|

LY |
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2.4.2.2. Fitases metal o-depenents.

Aguest segon tipus esta caracteritzat per la manca de similitud en les sequéncies, estant format
majorita&iament pels enzims d’origen bacteria Una caracteristica d’ aquesta familia de fitasa és la
seva dependencia pelsions calci, tant pel que fa ala seva estabilitat com al’ activitat catalitica.

2.4.3. Produccié i purificacio de fitases

2.4.3.1. Fitases vegetals.

Greiner i col. (1998) van descriure la purificacié de fitasa de ségol no germinat, amb una
recuperacio del 6%. Amb els estudis efectuats, aguests autors observaren que I’enzim tenia una
afinitat amplia per a varis compostos fosforilats i que la hidrolisi de fitat es realitzava en varis
passos, identificant-se compostos intermedis com el 1,2,3,4,5-1Ps i € 2,3,4,5-1P,. El mateix autor
(Greiner, 2002a) purifica i caracteritzatres fitases de tramussos amb recuperacions entre el 8 i el
13%, referit a |’ activitat fitasica de I’ extracte brut, i també de civada (Greiner i Alminger, 1999)
gue, com en els casos anteriors, observaren que € primer producte de la hidrolisi és I'inositol
1,2,3,4,5-pentafosfat.

2.4.3.2. Fitases de microorganismes.

Per a la producci6 de fitases mitjancant microorganismes s han emprat algunes tecniques com la
fermentacio submergida o la fermentacio en estat solid. Els factors critics que afecten a rendiment
de la produccié i que s han de tenir en compte en el moment de seleccionar |a técnica emprada son
el tipus de soca del microorganisme, condicions de cultiu, natura del substrat i disponibilitat dels
nutrients (Pandey i col., 2001).

Nair i col. (1991) descriuen la purificacié duna fitasa d’ Aspergillus ficuum en un procés de
fermentacié submergida, observant que la hidrolisi d’&cid fitic en una dieta incloent farina de colza
00 catalitzada per |’ enzim obtingut és completa. La fitasa aconseguida tenia un pH optim de la seva
activitat enzimatica a 5.0 i essent 60°C la temperatura optima. Mun Choi i col. (2001) purificaren
una fitasa de Bacillus sp. KHU-10, que es mostra ser especifica pel fitat sodic perd no mostracap

activitat en atres ester fosfats. Kerovuo i col. (1998) purificaren i caracteritzaren una fitasa de soca
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de Bacillus subtilis, enzim que requereix calci per la seva activitat i estabilitat i inhibit per I'EDTA,;
amés, es va provar que I’enzim era especific per a fitat, ADP i ATP, amb activitats relatives del
100, 75 i 50%, respectivament.

2.4.4. Mecanisme de reaccio.

No esta massa clar el mecanisme pel qual la fitasarealitzala hidrolisi del fosfat en les molécules de
I’acid fitic. S'han realitzat varis estudis per determinar-ne el mecanisme tant amb fitases d origen
bacteria (Kerovuo i col., 2000), com fungic (Dvorakova i col., 2000; Greiner i col., 2001), en
cereals (Nakano i col., 2000) i en llegums (Greiner i col., 2002b).

Kerovuo i els seus col laboradors (2000) en el seu treball descriuen i proposen un mecanisme de
reaccio per lahidrolisi defitat per fitasa de Bacillus, que es pot veure en lafigura 2.7. El mecanisme
contemplala hidrolisi mitjancant dues vies.

La primera de les qual indicaria que s hidrolitzaria un fosfat de la posicié 1 o 3, en posici6 a a
fosfat del carboni 2 (fosfat axial), per donar pentafosfats d’inositol (1,2,4,5,6-1Ps i 2,3,4,5,6-1Ps). El
compost intermedi obtingut seria aliberat de I’enzim, perd es tornaria a unir, amb la consequent
hidrolisi del fosfat en posicid 1 0 3 que no ha estat abans hidrolitzat, per obtenir un tetrafosfat
d'inositol (2,4,5,6-1P,). El darrer pas proposat és I’ obtencié del 2,4,6-1Ps, per hidrolis del fosfat en
posici6 5.

La segona via proposta seria que la hidrolisi comenca pel fosfat del carboni 4 0 6, en posicié b a
carboni 2, per obtenir els compostos 1,2,3,5,6-IPs 0 1,2,3,4,5-IPs Els autors van trobar que els
compostos pentafosfats eren detectats en poca quantitat, per la qual cosa suposaren gque estaven
fortament Iligats al’enzim, el que permetria el pas rgpid a tetrafosfats, per la hidrolisi del fosfat en
la posicié que no s havia hidrolitzat anteriorment (4/6 o 6/4), obtenint-se € 1,2,3,5-1P;. Aquest
compost intermedi seria aliberat de I’enzim perd podria tornar-se a unir a I’enzim, hidrolitzant-se
rgpidament cap als trifosfats El darrer pas és la hidrolisi del fosfat en posicio 2, donant €l trifosfats

d'inositol 1,3,5-1P;, isomer de I’ obtingut per I’ atravia.
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Figura 2.7. Esquemade larutade hidrolisi de fitasa (Kerovuoi col., 2000)

One phosphate removed; Two phosphates removed; Three phosphates removed;
presumptive IP; intermediates. presumptive IP, intermediates. presumptive end products.
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suggesting it remains tightly enzyme bound. from 4- or 6-position results in IP,
intermediate Ins(1,2,3,5)P,
(peak C in Figure 2.)

D/L- Ius(l 2,3,5,6)Ps

Dvordkovai col. (2000) descrigueren la formacio de fosfats d’inositol per la 3-fitasa d’ Aspergillus
niger. Tot i que no descriuen € mecanisme ni els compostos intermedis de la reaccié, s que
descriuen la cinetica de la reaccid, aconseguint que als 30 minuts de reaccio, els fosfats de I’ acid
fitic estiguin un 16% separat, observant-se la presencia de I1Ps i 1P,. Passades 2-3 hores de reaccio,
hi havia hidrolitzat a voltant del 40% del fosfat, i prevalien les presencies dels IPs i |P,, mentre que
els compostos I Psi [P, eren compostos minoritaris.

En la Figura 2.8 es mostra una ruta de degradacio del fitat per fitases de Ilegums, tres de tramus
(LP1, LP11i LP12) i unade fava, descritaen e treball de Greiner i col. (2002b). Es pot observar els
passos fins a obtenir el monofosfat d’inositol (2-1P), descrivint que el pas de IPs a IPs és diferent
segons sigui I’enzim que actua. Si actuen elsenzims LP11 i LP12 de tramus, que tenen una activitat
3-fitasa, €l primer compost obtingut serael (1,2,4,5,6)-1Ps; mentre que si €ls enzims que actuen son
el defavai LP1 detramus, €l primer compost sera el (1,2,3,5,6)-1Ps, ja que els autors descriuen que

tenen activitat 6-fitasa.
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Figura 2.8. Ruta de degradacio del fitat per fitasa de llegums. (adaptat de Greiner i col., 2002)
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Figura 2.9. Ruta de desfosforilacié de I" hexafosfat d’inositol per accié de la fitasa del segd de blat
de Triticum aestivum L. cv Nourin #61. (Nakano i col., 2000).
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Nakano i col. (2000) van proposar laruta de desfosforilacio de I’ acid fitic per fitases de segd de blat
(de Triticum aestivum L. cv Nourin #61). Mitjancant la técnica del RMN, els autors van poder
establir amb seguretat les estructures del fosfats intermedis i també la de la molécula de mio-
inositol. En tractar-se d'una fitasa procedent d'un vegetal €l primer compost intermedi obtingut és
el (1,2,3,5,6)-1Ps, producte de I’ activitat 6-fitasa de |’enzim. Seguint tots els passos, Nakano i els
seus col laboradors son els Unics autors revisats que arriben a observar e mio-inositol com a
producte final delahidrolisi (Figura2.9).

2.4.5. Egtabilitat térmica.

Amb € fet de considerar la fitasa com a additiu alimentari per a pinsos d’ animals monogastrics de
granja, han aparegut una serie de implicacions, com €l fet que I’enzim ha d’ ésser capag de resistir
les altes temperatures aplicades en la fabricacié del pinso, entre 60 i 90°C. Bona part de les fitases
conegudes presenten temperatures de desnaturalitzacio entre 56 i 63°C, limit superior del rang de
temperatura optima, tal com s ha descrit anteriorment.

Wyss i col. (1998) redlitzaren un estudi de comparacio de la termoestabilitat de diversos enzims
(unafitasa d’ Aspergillus fumigatus i unafitasai una fosfatasa acida de pH 2.5 d’ Aspergillus niger).
Aquests autors observaren que les dues fitases es desnaturalitzaven entre 50 i 70°C. Després de la
desnaturalitzaci6 per calor atemperatures superiors a 90°C, la fitasa d’ A. fumigatus es torna a plegar
completament fins a una conformacio totalment activai similar al’ original, mentre que en el cas de
lafitasa d’ A. niger exposada a temperatures de 55 i 90°C es va associar a un canvi conformacional
irreversible amb perdues en activitat enzimaica d’entre el 70 i el 80%. En canvi, la fosfatasa &cida
d A. niger mostra una termoestabilitat considerablement més alta, observant-se la desnaturalitzacio,
canvis conformacionals i inactivacié irreversible a temperatures iguals o superiors a 80°C.
Finalment, també observaren que a 85°C la recuperacié de I'activitat enzimaica fou
considerablement superior per Lafitasad’ A. fumigatus (51%) que per lafitasad’ A. niger (31%).
Tecnologicament és possible millorar |’ estabilitat de I’ enzim fitasa, doncs es tracta d’ una proté na

Ward (2002) descriu que un dels factors que afecten més a |’ estabilitat d’ aquest enzim és la humitat,
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conjuntament amb la calor, especialment en € processat del pinso. A latemperatura a que I’enzim
es desplega, I’ autor va trobar que era atament depenent del contingut d’ humitat de |I’ambient. Per
tant, una manera de millora |’ estabilitat termica de la fitasa és minimitzar I’ exposicio del’enzim ala
humitat. L’ Us de fitases seques ofereixen un major nombre d’ avantatges que |’ Us de la les liquides.
A nivell d'estructura de la molecula de la fitasa, es poden aplicar tres possibles accions
tecnol giques per tal d’ augmentar la temperatura de desnaturalitzacié (Mendoza Parra, 2002):

a) Mutagenesi aleatoria seguida de seleccio.

b) Comparacié de la seqliencia dels aminoacids amb una altra proté na presentant una major

estabilitat, i posterior mutagenesi dirigida cap €ls aminoecids seleccionats.
¢) Introduccio dels possibles aminoécids estabilitzadors, basat en I estructura tridimensional de
la proté na

Unaaltramanerade millorar |’ estabilitat termicai, per tant, evitar la desnaturalitzacio, consisteix en
recobrir I’enzim amb una coberta dissenyada per protegir-lo contra |’ agressivitat del processament
del pinso, afectant parametres com la calor i la humitat (Lépez Alvarez, 2002). Grécies a aix0 és
possible una granulacié amb temperatures de condicionador de fins 90°. El granul que recobreix
I’enzim pot estar format per fibres de cel lulosa modificades que absorbeixen I'aigua degut a un
procés de ruptura. En €l tracte intestinal deI’animal, l1a coberta es dissol en € procés de ladigestio i
en el cas delesaus el procés s accelera per latrituracio que esreditzaen el pedrer.
2.4.6. Estudis de I’ aplicacio de fitasa en nutricid
En els darrers anys s han realitzat estudis sobre |’ aplicacié de fitasa en nutricio ja sigui humana com
animal (avicultura, porcina, de remugants, etc).
2.4.6.1. Nutricié humana
El contingut mineral dels llegums normalment és alt, perd amb una biodisponibilitat pobra degut a
la presencia de fitat, que és el principal inhibidor de I’ absorcid de minerals essencials de la dieta. El

complex fitat ésinsoluble a pH fisiologic de I’ intesti, causant reduccions en el balang de ferro, zinc

29



Introduccio

i calci, dins I'intesti huma (Sandberg, 2002). Una possible consequiéncia d aquest poc accés as
minerals és |’ anémia, malatia caracteritzada per la manca de disponibilitat del ferro.

Els estudis d' aquesta questié en humans sdén complicats pel tipus de fitat emprat, la dificultat de
separar els efectes de la fibra dietaia, i per la possibilitat que el fitat pot ser parciament degradat
per I'intesti huma amb la conseqlient alliberament dels minerals units per absorcié (Anonim, 1989).
S hatrobat tres tipus de fitases en €l tracte gastrointestinal huma: |a fitasa procedent de la dieta, 1a
fitasa de la flora bacteriana en I'intesti i les fitases de la mucosa intestinal. Bitar i Reinhold (1972)
examina |’ activitat fitasica de la mucosa de I’intesti prim d’humans (entre altres espécies). En un
procediment in vitro troba que el pH optim de la fitasa era de 7.4, per la qual cosa l’enzim fitasa
difereix bastant de la resta de fosfatases acalines.

Sandberg i col.(1987) examinaren I’ habilitat dels humans per degradar €l fitat de la dieta. Quan els
subjectes estudiats menjaren una barregja de segod, € 58% ddl fitat s hidrolitzava a IPs, |P4 i IP3
després de passar per I'estdmac i intesti prim. En canvi, després de consumir segd extrusionat
només es va hidrolitzar €l 25% de I1Ps a IPs i |P,. Els autors van fer la hipotesi que la manca de
digesti6 de fitat, quan es consumi segd extrusionat, podria ser causat per la degradacio de les fitases
endogenes del seg6 durant el processament del menjar o per la formacié de complexos de fitats
insolubles. En un altre estudi del mateix grup d’ autors (Sandberg i Andersson, 1988) van concloure
gue molt poca quantitat de fitat va ser degradat per |la fitasaintestinal en els subjectes que menjaren
diferents formes de fitat. Per tant, sembla tenir més importancia la fitasa de la dieta que la endogena
corresponent a la mucosa intestinal .

Sandberg i col. (1996) estudiaren els efectes de dos tipus de fitases (la del cereal i la microbiana) en
dieta de blat. Els resultats mostraren que es produi una degradacié completa i efectiva del fitat
ocorreguda en |'estomac després de afegir fitasa d Aspergillus niger en la dieta. Com a

consequiencia es va augmentar laretencio de ferro en un 86% (de 14% a 26%).
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2.4.6.2. Nutrici6 animal

Els efectes de I’ addici6 de fitasa en la nutricié animal estan més estudiats en animals monogastrics
gue en laresta, com per exemple, els remugants. Basicament és degut a que el temps de digestié en
el segon tipus d’animals és major que en el primer, i per tant, els enzims endogens de I’animal i els
de laflora bacteriana present en e rumen tenen més temps per actuar.

2.4.6.2.1. Remugants.

Bona part dels estudis publicats referents als remugants es basen en la reduccié del requeriment de
la concentraci6 de fosfor, sense produir consequiencies negatives ni en la constitucio dels animals ni
en la seva aimentacio, ja sigui per la llet materna o per la dieta emprada (Karn, 2001; Paterson,
2003).

Ta com descriuen Yanke i col. (1998) els remugants presenten, a diferencia dels monogastrics, una
activitat fitasica digestiva i que potenciament és capac d'utilitzar €l fitat, sent innecessari
subministrar fosfat en les dietes. Aquests mateixos autors comenten que les bactéries ruminals
podrien ser una bona font comercial de fitasa, pels alts valors de la seva activitat.

2.4.6.2.2. Porcs.

En la Taula 2.5 es presenten dades procedents de la revisié biliografica referent als efectes
beneficisos de I’addicio de fitasa en dietes de porcs sobre els parametres productius (Taula 2.5a i
2.5¢C) i sobre la digestibilitat de nutrients (Taula 2.5b i 2.5¢). Revisant les dades presentades, es pot
observar que, com diuen Simons i col. (1992), I’addici6 de fitases a dietes deficients de fosfor en
porcs fa que el creixement de I’animal sigui igual o millor que les dietes control que cobreixen els
requeriments per a creixement (Beers i Jongbloed, 1992; Harper i col., 1997; Li i col., 1998;
Matsui i col., 2000; Gentile i col., 2003), succeint en la maoria dels casos consultats. La fitasa
microbiana afegida en les dietes millora, no només la retencié aparent de fosfor, s no que també
millora la d’ altres nutrients com la matéria seca, proté nes, o minerals com €l calci (Lei i col., 1993;

Mroz i col. 1994; Helander i col., 1996; Spencer i col., 2000; Zimmermann i col., 2003).
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Taula 2.5a. Efectes de I’ addici6 de fitasa en dietes de porcs sobre els parametres productius.

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE* Tractament Resultats productius
GMD®  CMD’ Ic’
Cromwell i col., 1993 | Porcs 18.6 kg PV? | 31% farina soja Dietabase 458 1370 3.01
33% dextrosa +0.05% P 579 1490 2.58
33% farinamoresc | + 0.10% P 635 1650 2.60
Fitasa: tresnivells +0.15% P 747 1840 2.47
P: fosfor afegit com | + 250 U Fit® 474 1490 3.15
monofosfat sodic +500 U Fit 529 1590 3.01
+ 1000 U Fit 564 1720 3.06
cv 11.3 13.9 12.6
Pr’ (fosfor) 0.01 0.01 0.05
Pr (fitasa) 0.01 0.01 NS
GMD CMD IC
Porcs 20.7 kg PV 77% moresc Dietabase 536 1490 2.78
20% farina soja +0.075% P 662 1550 234
Fitasa: dosnivells | +0.15% P 726 1650 2.28
P: fosfor afegit com | + 500 U Fit 600 1590 2.65
monofosfat sodic + 1000 U Fit 648 1690 2.62
cv 6.6 84 54
Pr (fosfor) 0.01 NS 0.01
Pr (fitasa) 0.01 0.05 NS
GMD CMD IC
Kemmei Jongbloed, | 64 trugesi mascles | 20% seg0 i terceres | Dietabase 691 1650 2.39
1993 castrats, 30-70 kg de blat + Fit 696 1650 2.37
31% moresc EEM® 8.8 0.01 0.03
20% tapioca Pr NS NS NS
Fitasa (500 U/kg)
750 U Fit GMD CMD IC
Leiicoal., 1994 64 pocs, 8 kg PV 77% moresc 660 UVitD + 0.4%Ca 497 1058 2.13
20% soja 44 660 UVitD + 0.8%Ca 307 882 2.87
VitD: vitamina D 6660 UVitD + 0.4%Ca 440 1120 2.55
amb dos nivells 6660 UVitD + 0.8%Ca 314 890 2.83
Ca dos nivells 1200U Fit
Fitasa: dos nivells | 660 UVitD + 0.4%Ca 573 1192 2.08
660 UVitD + 0.8%Ca 303 840 2.77
6660 UVitD + 0.4%Ca 488 1093 2.24
6660 UVitD + 0.8%Ca 408 1062 2.60
Pr (fitasa) NS NS NS
P (VitD) NS NS NS
P (calci) 0.007 0.04 0.0005
GMD CMD IC
Cromwell i col., 1995 | 35 porcs 13 kg PV | 74% moresc Dietabase 424 1170 274
20% farina soja +0075% P 571 1430 2.50
Fitasa: quatre +0.150% P 641 1470 2.29
nivells d'addicié +0.007%P +250Fit 501 1390 2.78
Addicié de +0.007%P +500Fit 509 1340 2.64
diferents nivellsde | +0.007%pP +1000Fit 538 1400 2.62
fosfat monosodic +0.007%P +2000Fit 545 1320 242
cv 135 13.6 7.3
Pr (fosfor) 0.01 0.05 0.01
Pr (fitasa) NS NS 0.01
GMD IC
Biehl i Baker, 1996 54 porcs, 7.6 kg PV | Dietadeficient P. Dietabase 295¢ 2.11c
2% farina moresc +0.10% P 470b 1.68b
61% moresc + Fit 463b 1.64a
31% farina soja +20D3 327c 2.07c
Fitasa. 1200 U/kg | + Fit+20D3 466b 1.62a
P:Monofosfat potassic | +0.30%P+0.25%Ca 546a 1.55a
D3: ng/kgl a-OH D; | EEM 17 0.019
Pr 0.05 0.05
GMD CMD IC Psérum Casérum
Murry i col., 1997 18 truges joves PD: DietaP deficient | PD 433 871 2.34 7.92 10.68
10.9kg PV 57% perlesdemill | PD +700U Fit 532 871 1.79 9.66 10.82
25% farina soja PD + 1000 U Fit 558 871 1.68 9.34 10.23
PA: Dieta P adequat: PA 564 871 1.65 9.64 11.03
55% perles de mill PA + 700 U Fit 542 871 1.76 9.52 10.53
26% farina soja PA + 1000 U Fit 528 871 1.83 9.79 11.23
Fitasa: dos nivells EEM 20 - 0.018 0.218 0.951
Pr (fosfor) 0.003 NS 0.003 0.002 NS
Pr (fitasa) 0.01 NS 0.007 0.004 NS
Pr (fosfor x fitasa) 0.001 NS 0.001 0.003 NS
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Taula 2.5a. Efectes de I’ addici6 de fitasa en dietes de porcs sobre €l's parametres productius. (continuaci6)

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE Tractament Resultats productius
GMD CMD IC
Hani col., 1998 40 truges joves 58-69% moresc CN™ 482b 1112b  2.31b
9.9kg PV 25-28% soja + 0.1 FNF 710a 1473a 2.07ab
STB: seg6 i terceres | + 0.2 FNF 756a 1583a 2.09ab
de blat +15STB 637a 1386ab  2.18ab
Diferents nivellsde | + Fit 725a 1475a 2.03a
fosfor no fitic EEM 40 66 0.012
Fitasa: 1200U/kg | Pr 0.0001  0.002 0.01
GMD CMD IC Psérum Casérum
Li i col, 1998 30 porcs en 74% moresc Dietabase 462b 1340b 2.90a 6.55b 10.44
creixement de 23% soja +VitD 475b 1354b 2.85a 7.26a 10.28
23.4kg PV Nivell baix P +Fit 512a 1374a 2.68b 8.49a 10.33
Fitasa + Vit D+Fit 540a 1377a 2.55b 8.76a 10.26
Vit D: VitaminaD | CP? 523a 1366a  2.61b 9.24a  10.18
EEM 23 4.6 0.05 0.22 0.24
Pr 0.05 0.02 0.03 0.03 NS
GMD IC
Radcliffei col., 1998 | 96 porcs destetats, | 64/67% moresc 0 321 2.01
7.4kg PV 30/28% soja + 250 U Fit 329 211
Fitasa: 250, 500, +500 U Fit 340 2.09
750 U/kg + 750 U Fit 327 221
AC: acid citric: Pr (Fitasa) 0.05 NS
15i 3.0%. 0 313 221
+15%AC 336 2.09
+3.0AC 340 2.00
Pr (AC) NS 0.001
GMD CMD IC Psérum Casérum
Matsui i col., 2000 66 mascles castrats | DPA: dieta nivell DPA 610a 1260 2.05 9.6a 11.5
10.4 kg PV adequat de fosfor DPB 432b 1010 2.33 5.9d 11.9
DPB: dieta nivell DPB + 1000U FitL| | 525ab 1130 217 7.8c 11.8
baix de fosfor DPB + 2000U FitL| | 553a 1170 214 8.8ab 11.3
74% moresc DPB + 4000U FitL| | 558a 1260 2.19 8.1hc 11.6
21% soja DPB + 1000U FitM | 569a 1120 2.03 8.2bc 11.7
Fitasa: dostipus, de | EEM 31 110 0.020 33 3.0
llevat (LI) i Pr 0.05 NS NS 0.001 NS
microbiana (M)
GMD CMD IC
Stahl i col., 2000 140 porcsen total: | 62% moresc Dietabase 488b 902 1.85¢c
48 en experiment 1 | 30% soja44 + FitLI 564a 948 1.68a
50 en experiment 2 | 3% concentrat de + FitM 567a 968 1.70ab
42 en experiment 3 | proteéinadeserum | + 0.22% FNF 572a 1024 1.79bc
Fitasa: 1200 U/kg EEM 19 128 0.012
Addici6 de fosfat Pr 0.05 NS 0.05
Estudi comparatiu | bicalcic
dedostipusde GMD CMD IC
fitasa: microbiana | 64% moresc +300U Fit LI 519 1033 1.98
(FitM) i dellevat 30% soja + 600 U Fit LI 557 1054 1.89
(FitLI) 1.5% proteinaplasma | + 900 U Fit LI 553 1102 1.99
Fitasa: diferents +1200 U Fit LI 586 1124 1.92
nivells de FitLI +0.17% FNF 567 1124 1.98
Addici6 de fosfat EEM 31 64 0.014
bicalcic Pr NS NS NS
GMD CMD IC
64% moresc +FitLI 483 947 1.96
30% soja44 +FitM 506 999 197
1.5% proteinaplasma | + 0.17% FNF 508 1004 1.98
Fitasa: 700 U/kg EEM 27 46 0.009
Addici6 de fosfat Pr NS NS NS
bicalcic
GMD CMD IC
Peter i cal., 2001 408 porcs d’ acabat, | 81.6% moresc CcP 784 2794 3.56
pesinici 84 kg PV | 16% soja CN 770 2771 3.60
10% oli soja + 300 U Fit 774 2757 3.56
Fitasa: dosnivells | + 500 U Fit 778 2727 351
EEM 11 34 0.002
Pr NS NS NS
GMD IC
Paboeuf i col., 2002 | 120 porcs: 42/44% blat MinCF 814 2.60
60 mascles castrats 30/35% moresc T 785 271
60 femelles 18/14% soja 48 FitC 798 2.67
C: Creix. (25-60 kg) Fitasa FitCF 810 2.64
F: Final (60-107 kg) EEM 5 3
Pr (dieta) NS NS
Pr (sexe) NS NS
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Taula 2.5a. Efectes de |’ addicié de fitasa en dietes de porcs sobre els parametres productius. (continuacié)

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE Tractament Resultats productius
GMD IC
Augspurger i cal., 10 porcs 8.4 kg PV | 1.5% mid6 de moresc | CN 369 1.88
2003 61% moresc + 0.05% FNF 435 1.74
34% soja +010% FNF 476 1.62
Fitasa inclusio de | +0.15% FNF 509 152
tres productes +FitA 460 1.65
comercialsdiferent | + FitB 445 1.77
(FitA, FitB,FitC) | +FitC 443 1.72
EEM 17 0.022
Pr (fosfor inorg.) 0.01 0.01
Pr (fitasa) NS NS
GMD CMD IC
Gentilei col., 2003 72 truges destetades 67% moresc Dietabase 308 642 2.07
28% soja 48 + 250 U Fit 389 717 1.83
Fitasa: cinc nivells | +500 U Fit 437 769 1.75
de inclusié + 750 U Fit 465 792 1.69
+1000 U Fit 443 792 1.78
+ 1250 U Fit 440 747 1.70
EEM 25 49 0.018
Pr <0.001 NS <0.001
GMD CMD IC
Sdllei col., 2003 Porcs mascles i Blat 0.12% FF*° 392 505 1.29
femelles destetats Pesols 0.12% FF + Fit 387 495 1.29
Farina de soja 0.22% FF 351 491 1.43
Farinadecolza00 | 0.22% FF + Fit 406 546 1.36
Fosfat mineral 0.32% FF 330 486 157
Fitasa: 625 U/kg 0.32% FF + Fit 370 511 1.40
EEM 18.1 21.1 0.064
Pr (FF) NS NS 0.010
Pr (Fitasa) 0.044 NS NS
Pr (FF x Fitasa) NS NS NS
GMD CMD IC
Porcs masclesi 60% blat Dietabase 408 508 1.25ab
femelles destetats 10% Farina soja + Fit 452 525 1.16¢
8% llavor tramis + Xil 424 558 1.33a
Fitasa + Fit + Xil 465 542 1.17bc
Xil: Xilanasa EEM 25.1 30.2 0.029
Pr NS NS 0.001
GMD CMD IC
Shelton i col., 2003 48 porcs castrats 2 nivells energia 2.9kcal 610 1400 2.30
26.4 kg PV 56/63% moresc 2.9 kcal + Fit 630 1410 2.24
31/24% soja 48 3.2 kecal 710 1580 2.23
Fitasa: 500U/kg 3.2 kcal + Fit 730 1590 2.18
EEM 20 10 0.01
Pr 0.01 0.01 NS
GMD CMD IC
64 porcs: 32 truges | 61% moresc Dietabase 850 1920 2.26
jovesi 32 porcs 26% soja 48 + Fit 840 1850 221
castrats Fitasa: 475 U/kg EEM 20 40 0.008
Pr NS NS NS

ISE: suplementacio enzimatica; “PV: pes viu; *GMD: guany mig (g); * CMD: consum mig diari (g); °IC: index de
conversio (g/g); ®Fit: Fitasa; Pr: probabilitat; ®NS: no significatiu; EEM: error estandard de la mitja; *°FF: fosfor
fitic; *CN: control negatiu; ** CP: control positiu.
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Taula 2.5h. Efectes de |’ addici6 de fitases en dietes de porcs sobre la digestibilitat de nutrients.

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE* Tractament Digestibilitat
MS  Prota 1P
Jongbloed i coal., 6 porc castrats 37 DMS: moresc-soja DMS 83.9 129 9.6
1990 kg PV? 86% moresc DMS +Fit® 841 426 59.7
12% soja EEM* 12 4.0 6.2
DP: dieta provada Pr NS 0.01 0.01
42% tapioca DP 78.2 27.8 -1.4
34% gluten moresc DP + Fit 79.8 54.8 74.0
8% farina gira-sol EEM 0.5 20 6.4
Fitasa: 1000 U/kg Pr NS 0.01 0.001
N P
Nasi, 1990 6 porcs creixement | 88% moresc Dietabase 440a 128
castrats 12% farina soja +05%P 40.4b 193
Addici6 de P, com +0.5% P + Fit 419 261
fosfat bicalcic EEM 0.84 3.12
Fitasa: 100 U/kg Pr 005 NS
MS P Ca
Simonsi col., 1990 | 6 porcsen DM: dietamoresc DM 85.2 20 44
creixement 86% moresc DM + Fit 85.0 46 50
35-70 kg PV 12% farina soja EEM 1.6 4.0 5.2
DP: dieta provada Pr NS 0.01 NS
12% moresc DP 81.0 34 50
42% tapioca DP + Fit 81.3 56 58
34% menjar huma EEM 0.1 1.6 1.0
Fitasa: 1000 U/kg Pr NS 0.001 0.01
P Zn Ca
Lei, i col., 1993 12 porcs 77% moresc Dieta base 249 -46.0 13.0b
20% soja44 +2Zn 225b  -143 19.2b
Zn: 30 mg/kg + Fit 69.6a -41.7 54.8a
Fitasa: 1350 U/kg EEM 4.69 29.91 4.67
Pr 0.0001 NS 0.0001
Ptota Ca N
Mrozi col., 1994 5 porcscastrats 45 | 30% moresc Dietabase 31.8b 29.4b 40.1
kg PV 20% tapioca + Fit 55.1a 46.4a 428
15% farina soja EEM 1.7 1.7 1.7
10% ordi Pr 0.01 0.01 NS
10% pesols
Fitasa: 800 U/kg
P Ca Mg
Pallauf i col., 1994 24 mascles castrats | 45% blat Dietabase 54.1b  55.4b 322
9-12 kg PV 30% ordi +350 U Fit 66.0a 68.3a 34.1
22% moresc + 700 U Fit 71.2a 72.9a 33.6
Fitasa: dos nivells EEM 1.85 1.94 1.73
deinclusié Pr 0.05 0.05 NS
P Ca Cu Zn Mg Mn
Adeola, 1995 72 porcs: 36 truges | 70% moresc Dietabase 60.8 62.1 7.2 19.1 31.9 174
jovesi 36 porcs 25% farina soja + 60Cu 61.4 58.4 19.9 232 34.6 26.5
castrats Cu: addici6 de Cu +120 Cu 58.0 59.9 10.2 159 294 20.1
Fitasa: 1500 U/kg + Fit 62.3 63.7 15.4 21.3 36.3 15.9
+ Fit + 60 Cu 61.2 64.5 16.9 19.0 32.1 22.4
+ Fit+ 120 Cu 64.3 64.7 21.3 23.7 38.2 32.1
EEM 3.7 4.86 7.28 5.48 6.63 6.83
Pr (Fitasa) 0.05 0.05 NS NS NS NS
P Ca Mg MS PB° FBT
Brucei Sundstal, 4 porcsen 80% civada MCP 494b  60.5ab 36.58bh 75.5a 82.2ah 47.1
1995 creixement de 40 15% farina de soja Dietabase 4200 521c 28.6b 69.1b 8l.4ab 448
kg PV Diferents nivells P Fit 68.8a 69.2a 44.4a 76.4a 84.5a 47.2
MCP:monocalci fosfat | MCP + Fit 66.4a 54.6¢c 41.5a 724ab  79.8b 395
Fitasa EEM 4.6 2.8 38 20 13 4.9
Pr 0.01 0.05 0.01 0.01 0.01 NS
p* Ca*
Lantzach i Drochner, | 30 porcs castrats 71% ordi 0.4%P + 0.5% Ca 443c+ 0.8 423c+25
1995 16.0+ 1.3kg PV 20% farina soja 0.4%P + 0.5%Ca + Fit | 62.3b+ 2.4 70.0ax 5.6
Diferents nivells de 0.4%P + 0.6%Ca+ Fit | 65.8ab + 2.3 65.8a+ 4.0
ppm de fosfor 0.4%P + 0.7%Ca+ Fit | 67.3a+ 4.2 60.2b+ 4.3
Diferents nivells de 0.4%P + 0.8%Ca+ Fit | 64.3ab + 2.6 585b+ 2.7
ppm de calci Pr 0.05 0.05

Fitasa: 1000 U/kg

* mitjana = desviaci6 estandard per sis animals en cada grup
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Taula 2.5b. Efectes de I’ addici6 de fitases en dietes de porcs sobre la digestibilitat de nutrients. (continuaci )

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE Tractament Digestibilitat
MS Cendres MO™  PB P Ca
Nési i cal., 1995 8 porcscastratsen | 80% ordi SP 79.0 49.3 80.8 71.7 28.2 384
creixement de 27.8 | 10% farina colza SP+S 80.4 52.4 82.2 775 294 38.2
kg PV S: 6% serum de llet SP + Fit 79.7 51.6 815 78.8 28.6 38.1
assecet i tractat en SP+W + Fit 80.7 55.4 82.3 78.2 31.0 41.3
remull - 80.1 52.1 81.8 78.7 318 35.1
Fitasa +S 80.9 54.3 825 77.9 345 35.0
SP:Increment de P + Fit 80.0 54.4 81.6 79.1 40.2 421
per addicié de +W + Fit 813 58.1 82.7 79.0 42.8 424
fosfat bicalcic EEM 0.39 0.96 0.37 0.68 1.6 17
Pr (addici¢é fosfor) | 0.05 0.001 NS NS 0.001 NS
Pr (remull) 0.001 0.001 0.001 NS NS NS
Pr (Fitasa) NS 0.001 NS <0.001 0.001 0.01
MS MO PB N P Ca
Helander i col., 1996 | 8 porcs castrats 50/75% ordi 250 84.6 86.0 80.7 46.0 38.3 33.0
Pes: 50/25% pesols 250 + Fit 85.5 86.7 82.1 45.0 52.8 43.2
Fitasa: 1000 U/kg 250+ P 84.4 85.9 80.7 48.2 419 48.4
P: addici6 de fosfor 250 + P+ Fit 85.7 87.1 814 46.7 411 48.4
amb fosfat bicalcic 500 87.3 88.6 82.9 50.8 414 36.4
500 + Fit 88.1 89.1 84.6 52.5 57.8 44.0
500 + P 86.8 88.1 82.2 56.2 48.8 52.2
500 + P + Fit 87.2 88.5 83.5 55.0 48.7 52.6
EEM 0.40 0.37 0.72 0.98 1.54 1.88
Pr (pesols) 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.05
Pr (fosfor) NS NS NS 0.001 0.05 0.001
Pr (fitasa) 0.01 0.05 0.05 NS 0.001 0.01
Porquets P Ca
Kemmei col., 1997a | 112 porquets 20% sego i terceres de | Dieta base 23.0 39.3
32 growing- blat (amb lafitasa + Fit 36.6 439
Finishing porcs inactivada) EEM 121 0.93
12 mares 31% moresc Pr <0.001 <0.001
20% tapioca Porcs
Fitasa: 500 U/kg Dietabase 26.0 39.2
+ Fit 43.2 43.2
EEM 1.51 0.90
Pr 0.001 0.022
Mares
Dietabase 19.4 30.6
+ Fit 40.9 31.3
EEM 1.14 2,53
Pr <0.001 NS
MS N P Pret Ca Caret
Lii col, 1998 12 porcs castrat 58% moresc Dietabase 86.6b 83.8b 37.9b 0.6¢c 55.2¢c 1.8b
32% soja +Fit 87.9a 849ab 53.2a 0.9b 62.8b 2.2a
Nivell baix P + Fit+CA 90.8a  86.1a 55.0a 0.9b 63.3ab 22a
Fitasa + Fit+Vit D3 88.8a 86.4a 55.4a 1.0b 64.5a 24a
CA: Acid citric + Fit+CA+Vit D 89.1a  86.8a 56.9a 0.9b 659a 23a
Vit Dg: Vitamina Ds + 87.8a  83.0b 56.3a 1l.4a 60.9a 2.5a
EEM 0.09 221 0.82 0.02 0.11 0.04
Pr 0.04 0.03 0.03 0.04 0.04 0.02
P Ca MS N
Valgai col., 1998 6 mascles castrats | 59% subproducte Dietabase 59.3 58.8 83.6 46.4
89.2-120.4kg PV | destit lacio d'ordi +250 U Fit 59.7 50.3 82.9 48.7
28% mido d' ordi +500 U Fit 62.1 55.3 83.9 47.0
6% cet lulosa EEM 3.87 2.65 0.33 1.71
Fitasa: dos nivells Pr NS NS NS NS
deinclusié
Cendres Ca Mg
Kemmei col., 1999b | 6 porcs mascles 86% moresc NO AL 535 453 22.7
castrats 37 kg PV 11% soja + AL 58.1 54.1 27.7
Fitasa: 900 U/kg EEM 1.03 1.48 1.71
FS: fitat sodic Pr 0.0001 0.0001 0.01
AL: 3% acid lactic No Fit 52.2 44.8 22.0
+ Fit 59.5 54.5 28.3
EEM 1.03 1.48 1.71
Pr 0.0001 0.0001 0.002
No FS 56.9 49.8 22.3
+FS 54.7 49.5 28.1
EEM 1.03 1.48 1.71
Pr 0.046 NS 0.004
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Taula 2.5b. Efectes de I’ addici6 de fitases en dietes de porcs sobre la digestibilitat de nutrients. (continuaci6)

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE Tractament Digestibilitat
DO MS PB P
Nési i cal., 1999 8 porcsen DO: dietaordi Fit + 500 U FA 85.1 84.1 58.6b
creixement 37.2 DM: dietamoresc Fit + 4800 U FA 84.7 82.6 60.2a
kg PV 80% cereal Fit+7900 U FA 85.1 84.4 60.7a
20% soja Fit+19300U FA |84.6 83.8 61.6a
Fitasa: 1100 U/kg EEM 0.46 0.58 0.81
FA:Fosfatasa acida Pr NS NS 0.05
en diferents nivells DM MS PB P
Fit +500 U FA 88.7 86.4 49.9b
Fit + 4800 U FA 88.8 86.3 52.9a
Fit+7900 U Fa 89.1 87.0 52.0a
Fit+19300U FA |89.2 86.3 56.6a
EEM 0.30 0.42 1.49
Pr NS NS 0.05
P Ca
Liui col., 2000 8 mascles castrats 78/85% moresc Int. Pim  Cec Colon Int. Prim  Cec Colon
123 kg PV 17/11% soja 49 151 21.3 60.4 53.2 57.7 56.4 66.5
Fitasa: 500 U/kg 131 42.5 58.2 53.6 64.2 66.2 70.2
Estudi de diferents 1.0:1 489 54.7 56.0 67.6 60.0 76.2
valorsdelarelacié CP? 34.3 51.6 50.3 50.8 57.2 60.5
CaP EEM 4.4 53
Pr 0.01 NS NS NS NS NS
P Ca N
Spencer i col., 2000 | 20 mascles castrats | MBF: 78% moresc MBF +0.2% FBC |54.8 51.6 71.3
20 kg PV baix en fitat MBF 48.4 49.7 68.5
MN: 78% moresc MN + 0.2% FBC 46.0 449 64.1
Normal MN 16.1 38.8 64.5
19% soja 48 EEM 3.25 2.78 3.47
FBC: fosfat hicalcic Pr <0.01 <0.01 NS
PB Ca P
Traylor i col., 2001 | Porcscastratsde 25 | SBM: farina soja SBM 825 63.5 49.8
kg PV al'inici 45% farina moresc SBM + 500 U Fit 834 67.5 64.3
31% sojanu SBM + 1000 U Fit |80.9 68.9 66.9
SPC: proteina soja SBM + 1500 U Fit | 82.2 69.2 69.8
46% farina moresc 35% SBM 82.4 57.7 53.8
27% proteina soja SPC 82.0 57.2 54.8
Cas: Caseina Cas 79.0 30.2 74.7
66% farina moresc EEM 0.83 3.09 1.66
5% cet lulosa Pr (Casvs. dltres) 0.01 0.01 0.01
5% caseina Pr (fitasa) 0.05 NS 0.01
Fitasa: tresnivells
DB P
Zimmermanni col., | 76 masclescastrats | DB: dietade blat Dietabase 29.0c
2002 16.6 kg PV DS dieta de segd +50 U FitM 40.0bc
44% moresc +100 U FitM 50.2ab
Estudi del’eficacia | 19% cereal avaluat + 150 U FitM 50.0ab
defitasaendogena | 16% farina tapioca +200 U FitM 54.9a
(FitE) VS| 10% farinasoja EEM 245
microbiana
(FitM) endostipus | Fitasa: quatre nivells | Pr 0.05
de dietes per canvi Dietabase 29.0
del cereal dela +50 U FtE 35.6
dietainactivat per +100 U FitE 35.6
cereal normal +150 U FitE 37.6
+200 U FtE 37.0
EEM 1.40
Pr NS
DS P
Dietabase 28.0d
+50 U FitM 36.4c
+100 U FitM 41.2bc
+ 150 U FitM 48.5ab
+200 U FitM 50.9a
EEM 2.01
Pr 0.05
Dietabase 28.0b
+50 U FtE 30.7b
+100 U FtE 36.6ab
+150 U FtE 32.6a
+200 U FtE 37.2ab
EEM 0.97
Pr 0.05

37




Introduccio

Taula 2.5b. Efectes de I’ addici6 de fitases en dietes de porcs sobre la digestibilitat de nutrients. (continuaci)

Referencia Dades estudi Tipusdietai SE Tractament Digestibilitat
Cendres Camg P,mg
Zachariasi col., 2003 | 72 porcs castrats 73% ordi 20Cu 39.7 336 235
23.3kg PV 22% farina soja 20Cu+ 250 U Fit 435 444 272
3nivellsaddicié 20 Cu + 500 U Fit 43.9 428 277
ppm sulfat de coure 80 Cu 41.2 358 239
Fitasa: dos nivells 80 Cu + 250 U Fit 42.6 412 277
80 Cu + 500 U Fit 43.4 370 269
175Cu 40.9 360 241
175 Cu + 250 U Fit 414 405 262
175 Cu + 500 U Fit 43.4 376 256
EEM 0.52 14.9 53
Pr (Cu) NS NS NS
Pr (fitasa) <0.001 NS <0.001
Pr (Cu x fitasa) NS NS NS
DB P
Zimmermanni col., | 30 masclescastrats | DB: dietablat Dietabase 29.0b
2003 16.5kg PV DS: dieta ségol + Fit 46.9a
DBS: dieta ségol + EEM 33
Estudi delasuma blat Pr 0.05
del’aport defitasa | 44% moresc DS
decered i de 19% cereal provat Dietabase 28.0b
microbiana 16% tapioca + Fit 43.0a
10% soja EEM 2.7
Fitasa: 150 U/kg Pr 0.05
provinent en parts DBS
iguals del cereal Dietabase 32.4b
i de microbiana + Fit 38.2a
EEM 1.4
Pr 0.05

ISE: suplementacié enzimatica; > PV: pes viu; °Fit: Fitasa; *EEM: error estandard de la mitja; °Pr: probabilitat; °M S: matéria seca; '1Ps: &cid fitic
(hexafosfat d’inositol); ®N'S: no significatiu; °PB: proteina bruta; *°FB: fibra bruta; *M O: matéria organica; 2CP: control positiu.

La majoria d’ estudis revisats utilitzen dietes de moresc com a cereal i soja com a font proteica. La
diversitat de resultats observats es deu a la preséncia en la dieta d atres components com, per
exemple, acids (Vaencia i Chavez, 2002; Omogbenigun i col., 2003); pero també, i com a factor
molt important en els estudis, la diferent quantitat de fosfor en la dieta, tant fosfor total com no fitic,
(Cromwell i cal., 1995; Harper i col., 1997; Han'i col., 1998). S han anat introduint en la dieta altres
ceredls, que tenen una major activitat endogena, amb una disminucié de la quantitat de fosfat a
afegir en @ pinso; utilitzant-se cereals com el blat (Paboeuf i col., 2002; Selle i cal., 2003), o
subproductes com & segd (Zimmermann i col., 2002, 2003).

Un altre aspecte important dels estudis de fosfor és establir I’ estimacié de les necessitats d aquest
mineral basant-se en la quantitat de fosfor digerible (Jongbloed i Kemme, 1998). El requeriment de
fosfor no fitic en e porc depén del pes que I'animal té, perd també té en compte que la relacio
CaFNF estigui dins els nivells recomanats. Les dades de requeriment es presenten en la Taula 2.6

(NRC 1998). Alguns estudis revisats han determinat la quantitat de fitasa exdgena necessiia per a
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Taula 2.5¢. Efectes de I’ addicio de fitasa en dietes de porcs sobre els parametres productius i la digestibilitat

de nutrients.
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suplir e fosfor no fitic, i per tant, disminuir la seva concentracio en la dieta, sense que hagi
perjudici per I’animal. Pointillart (1991), en estudis de garrins menjant una dieta de moresc i seg6
de segol, va establir que 1200 U/kg de fitasa de seg6 podrien reemplacar tot el fosfor no fitic de la
dieta. Kornegay i Qian (1996), en un estudi de garrins que consumiren dieta de moresc i soja,
descrigueren que 246 U/kg de fitasa poden reemplacar 0.1% FNF. O’'Quinn i col. (1997) en un
estudi de creixement per aporcsi dietes de sorgo i soja, observaren que 300 U/kg de fitasa podrien
reemplacar tot € fosfor no fitic. Finalment, Roberson (1999) estudiant garrins que menjaren dietes

de moresc i soja, descrigué que 500 U/kg de fitasa a la dieta poden reemplacar 0.1% FNF.

Taula 2.6. Requeriments en la dieta de fosfor no fitic i relacié CaP per vaies classes de porcs.
(NRC 1988

Classe de porc Requeriment de FNF (%) Relacié Ca:FNF recomanable
3-5kg 0.55 161

5-10kg 0.40 2:1

10- 20 kg 0.32 221

20 - 50 kg 0.23 2.6:1

50 - 80 kg 0.19 2.6:1

80 —100 kg 0.15 31

2.5. Cereals

Per poder fer un Us més optim del grans de cereal es requereix tenir un bon coneixement de les
seves estructures i composicions. Les implicacions practiques de I’ estructura de la llavor son
nombroses, i estan relacionades amb les diverses fases de la produccié del gra, callita,
emmagatzematge i €l seu Us. La composicio quimica dels diferents grans de cereal varia de manera
amplia, influenciada per la genética, €l sol i els factors clim&icsi culturals. Les diferents variacions

es troben en les quantitats relatives de proté na, carbohidrats, lipids, vitamines, minerasi pigments.
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La composicio, la quimicai els aspectes de processament son arees d'interes cientific fonamentals
per assolir una produccié millor d’ aliment per a animals 0 humans.

Fins no fa gaire en I’alimentacio avicola del nostre pais s utilitzava quasi de manera exclusiva €l
moresc. Per0 I'Gs d'aquest cereal porta implicits alguns inconvenients (com ara € fet que s'ha
d importar, encarint-ne el producte, i la politica de la Unié Europea), i en els darrers anys s esta
canviant la metodologia de treball a seguir, augmentant la quantitat de cereals que sdbn més propis
d’ Espanya, com |’ordi i €l blat. Els cereals aporten energia as animals que els consumeixen, i per
aix0o son un dels components basics de les dietes. A més, d aguesta aportacié energética, son
importants els enzim endogens presents, perd també es caracteritzen per la presencia de factors
antinutritius, com per exemple el mateix fitat.

25.1. Moresc.

El moresc (Zea mays) és, per bastant, € gra de cereal més gran d entre els més comuns, tenint un
pes de 250-350 mg (Hoseney, 1994). El gra de moresc esta compost de quatre principals parts:

a) lacoberta o seg6 (format pel pericarp i la coberta protectora del gra), constituint entreel 51
el 6% ddl gra;

b) € germeni I’embrio, és relativament gran, essent entreel 101 el 14% del gra;

c) I'endosperma, que és el diposit de nutrients que donen suport a la germinacio. Es la fraccid
més gran de les que formen el gra. Compost per mido, que és I’ aportacio d’ energia del gra.
Lescél lules d endosperma estan compactades amb granuls de midé encaixats en una matriu
de proté nes amorfes. També hi ha cossos proteics encaixats en aguesta matriu.

d) € ‘tipcap’, punt de unié amb la panotxa.

El gra de moresc més emprat presenta la seglient composicio tipica: 72% de mido6 (24% d’ amilosa i
76% d amilopectina), 10% de proté na, 4% de greix, 10% de fibra, 3% de sucresi 1% de cendres
(Johnson, 1991). El gra de moresc també conté minerals, essent el potassi (0.37%), € fosfor

(0.29%) i e magnesi (0.14%) els que estan en major concentracio.
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2.5.2. Blat.

El grade blat (Triticum aestivum) presenta de mitjana una llargada de 8 mm i un pes de 35 mg. La
mida del gra varia ampliament depenent de la collita i la seva localitzacié (Hoseney, 1994). Les
parts del gra de blat son:

a) Lescobertes que protegeixen el germen i I’ endosperma o albumen. Presenta diferents capes,
gue des de I’ exterior al’interior son:

a) Pericarpi del fruit, que prové de cél lules dels teixits de I'ovari de la planta mare i
format per epicarpi, mesocarpi i endocarpi.

b) Tegument seminal o testa.

c) Tegument miscel lar o banda hiaina.

b) Endosperma o albumen, la primera capa de la qual és I’ aeurona o base proteica, degut ala
seva riquesa en reserves nitrogenades. La resta és albumen farinaci, format de mido i també
de reserves proteiques. Les cét lules de la paret d’ endosperma estan formades per pentosans,
altres hemicel lulosesi b-glucans, perd no cel lulosa

c) Germen o embrid, situat en la part inferior de la cara dorsal del gra, essent € 2.5-3.5% del
gra. El germen té dos parts principals, I'eix embrionic i I’scutellum, que funciona com a
organ d’emmagatzematge. El germen és relativament alt en proté na (25%), sucres (18%),
oli i cendres (5%). No conté mido.

La composicié de nutrients del gra de blat és la seglient: 12% de proté na, 2% de lipids, 59% de
midd, 2% de sucres reductors, 7% de pentosans, 2% de cel lulosa, 2% de cendres i amb un 14% de
contingut d’ humitat (Mattern, 1991).
2.5.3. Ordi.
Estructuralment, es poden distingir les segients parts en € gra d' ordi (Hordeum vulgare) (Pérez-
Vendrell, 1992):

a) lescobertes, que representen el 13% de la matéeria secadel gra. Les cobertes son molt pobres

en proté nes, pero riques en cet lulosa, hemicel lulosai lignina. Quas tota lalignina del gra
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b)

d)

f)

es troba a les cobertes i aix0 fa que aquestes presentin parets cel |ulars rigides i dificils de
diferir malgrat ser triturades.

el pericarpi;

latesta;

I’aleurona. Les cél lules de I'aleurona son les productores dels enzims (amilases, b-
glucanases, proteases, etc.), que son necessaris per a la germinacio i futur creixement del
gra. Aquestes cél lules presenten parets molt primes, i formades basicament d arabinoxilans
i cel lulosa, mentre que al’interior de les cét lules es concentren les proté nes, i € fosfor en
forma d’ &cid fitic. L’aleurona de I’ ordi esta constitu da per dos o tres capes de cél lules, que
son d’'una gran importancia, i que signifiquen el 7% de la matéria seca del gra, e 13% del
contingut total de proté na, i és on es troben la majoria d’amino&cids essencials, junt amb
unapart del greix i dels sucreslliures del gra.

I’endosperma, és la fraccié més important, representant el 76% del pes sec tota del gra
L’ endosperma es composa principalment de midd (75-85%) i de proté nes de reserva
(hordé nesi glutenines). Les parets cel lulars dins d’ aquesta capa son més primes que les de
les dtres fraccions i es composen basicament de b-glucans [b(1,3)-(1,4)-D-glucans|, que
formen e 70-75% de les parets. A I’endosperma no es troba ni cel lulosa ni lignina, i en
conseqiiencia, tant la proté na com |’ energia aportada pel midd, sén més disponibles. Perod
alhora, les proté nes de reserva sdn pobres en amino&cids essencials (lisina, metionina i
treonina), la qual cosaimplica un valor biologic inferior a del grad’ ordi sencer.

I’embrié o germen, forma e 3% de la composicio del gra. El germen és una fraccié molt

ricaen greix i fosfor.

El pericarp i I’aleurona formen e 7-8% del gra. El pericarp i la testa, sdn de composicié molt
semblant a la de les cobertes perd sense la presencia de lalignina. Tant en latesta com en I’ aeurona
es troben concentrats els polifenols, formant complexos amb les proté nes, que fan que agquestes

siguin poc digestibles.

47



Introduccio

Els valors, en mitjana, de la composicié de nutrients d' algunes classes d’ ordi son: 13% de proté na,

5% de fibra, 2% d’ extracte eteri. Les quantitats de minerals en el grad’ ordi és bastant desigual, amb

els seglients minerals presents amb una concentracié més gran: 0.56% de fosfor, 0.51% de potassi,

0.14% de magnesi, i 0.04% de calci (Hockett, 1991).

En la Figura 2.10 es poden observar unes representacions dels grans dels tres cereals descrits

anteriorment [a) moresc, b) blat, i ¢) ordi]. Per atrabanda, la concentraci6 de fosfor fitic i I activitat

fitasica dels cereals es pot veure en les Taula 2.1 i Taula 2.3, respectivament.

Figura 2.10. Representacio esquematica dels grans dels cereals emprats en la prova: 10.1) moresc
(a, tall longitudinal; b, tall transversal), 10.2 blat (a, tall longitudinal; b, tall transversal) i 10.3 ordi.

(Lorenz i Kulp, 1991).
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10.2 blat
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2.6. Polisacarids no amilacis (PNA) i enzims degradador s

Els hidrats de carboni son els components principals de les matéries primeres d’ origen vegetal dels
pinsos per a animals monogastrics, constituint més del 70% de la matéria seca (Figura 2.11). Una

bona part d’ aquests hidrats és el mido, entre el 50 i el 70%, mentre que un 10-15% corresponen als
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polisacaids no amilacis, els quals estan compostos d’'una fraccid soluble i una atra insoluble,
aquesta Ultima denominada, a pH 7, fibra neutre detergent (FND). La fraccié soluble conté pectina,
part d’ hemicel luloses i oligosacarids (glucosa, fructosa, galactosa). La fraccié insoluble dels PNA
compren cel lulosa (Ilargues cadenes de b-1,4-D-glucosa) i hemicel luloses en gran part. Aquestes
hemicel luloses estan congtitu des per heteropolisacarids formats per entre dos i quatre
monosac&ids en una estructura ramificada. Els monosacaids principals son pentoses (xilosa,
arabinosa), pero també se'n troben presents hexoses (galactosa, manosa i glucosa) (Bakker i col.,
1998). Lafraccid hemicel lulosica més representativa del blat, triticale i segol son el's arabinoxilans.
Estan compostos per una cadena principal de b-1,4-xilopiranosa lligada a residus d’ arabinofuranosa
en posicions 1-2 i 1-3. Per altra banda, la més representativa de I’ ordi son els b-glucans, que son

cadenes de glucosa amb enllagos b(1,4) i b(1,3).

Figura2.11. Classificacio dels carbohidrats (Brenesi col., 2002)

_Hidrats de carhoni _

I I

Fibra bruta Extracte lliure de nitrogen
Lignina Cel lulosa Hemicel luloses Pectina Oligosac&rids
I I I ‘
Polisacarids no midé Midé i sucre

La presencia d’ arabinosa en €ls arabinoxilans (pentosans) i els enllacos periodics b(1,3) en els b-
glucans impedeixen la creacié de ponts d'enllagcos inter- i intramoleculars en les cadenes, i

augmenta aixi la seva solubilitat, capacitat de retencié d'aiguai la seva viscositat (Classen, 1997).
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2.6.1. b-Glucans.

Els b-glucans constitueixen la classe més abundant de polisacarids degut a |’ amplia preséncia de la
cel lulosa (b-1,4-glucd. Tanmateix, alguns altres b-glucans sdn produ ts tant per fonts microbiana
com no microbiana (plantes) (Marquardt, 1997). Els b-glucans son homopolimers de D-glucosa
units en configuracio b. Algunes molécules son relativament senzilles amb una cadena linea de
residus glicosil units per enllagcos simples; altres consisteixen en una varietat d’enllagos tant en
cadenes lineals com ramificats. Els grups d’enllag presents en les molecules son b(1,4); b(1,3);

b(1,6) ; b(L1,3) i b(1,6); b(1,3) i b(1,4); b(1,2) i b(L,4).

Taula 2.7. Nomenclatura i accié dels enzims degradadors de b-glucans (extreta de Marquardt,

1997).

Codi Nom coml Nom sistematic Accié

3214 | Cel lulasa 1,4—(1,3;1,4)-b-D-qucan Endohidrdlis d enllacos 1,4 en cet lulosai b-b-
4-glucanohidrolasa glucans contenint enllagos 1,31 1,4.

Endohidralisi d'enllagos 1,3 0 1,4 en b-D-
1,4-(1,3;1,4)-b-D-glucan 3(4) glucans, quan € residu de glucosa, e grup
glucanohidrolasa reductor del qual estaimplicat enI’enllag a
hidrolitzar, és substitui t per s mateix en el C-3.

3.2.1.6 | Laminarinasa

Hidrolisi de residus b-p-glucosil no reductors

3.21.21 | b-Glucosidasa b- b-glucosidasa glucohidrolasa terminals, amb |' alliberament de b-p-glucosa

3.2.1.39 | Endo-1,3-b-glucanasa | 1,3-b-D-glucan glucanohidrolasa | Endohidrdlisi d’ enllacos 1,3 en 1,3-b-D-glucans.

Exohidrolisi d enllacos 1,3 en 1,3-b-D-glucans,

3.2.1.58 | Exo-1,3-b-glucanasa 1,3-b-D-glucan glucanohidrolasa amb alliberament o a-glucasa.

3.2.1.71 | Endo-1,3-b-glucanasa | 1,2-b-D-glucan glucanohidrolasa | Endohidrdlisi d’ enllagos 1,2 en 1,2-b-D-glucans.

3.2.1.74 | Exo-1,4-b-glucanasa 1,4-b-D-glucan glucanohidrolasa | Exohidrdlisi d’ enllagos 1,4 en 1,4-b-D-glucans.

3.2.1.75 | Endo-1,6-b-glucanasa | 1,6-b-D-glucan glucanohidrolasa | Endohidrdlisi d’ enllacos 1,6 en 1,6-b-D-glucans.

La produccié d’ enzims degradadors de b-glucans és una caracteristica propia d’ organismes, encara
gue s fongs son els productors més comuns d’ aguests enzims. Els enzims que hidrolitzen b-
glucans es classifiquen segons €l tipus d’ enllag b-glucosidic que trenquen i el seu mecanisme d’ atac
al substrat. En la Taula 2.7 es presenta un llistat dels diferents enzims degradadors de b-glucans.
S havist que lahidrolis parcia dels b-glucans, particularment la forma endo- de I’ enzim, no només

redueix la viscositat dels b-glucans, siné que també millora el valor nutritiu del cereals. Les exo-b-
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glucanases, gque trenquen les cadenes pels extrems, tenen relativament poc efecte en la viscositat de
b-glucans. La degradacié completa dels b-glucans a glucosa s aconsegueix per la interaccio
sinergica de les endo- i les exoglucanases.

La preséncia d’ enzims degradadors de b-glucans produeix augments de digestibilitats dels diferents
nutrients, havent-se descrit millores en la proté na (des d’un 2 aun 11%), en greixos (desd’'un 2 a
un 14%) o en & midd (entre un 5 un 7%). (Almirall i Esteve-Garcia, 1995; Almirall i col., 1995;
Francesch i col., 1999).

2.6.2. Arabinoxilans.

Els arabinoxilans extrets del blat estan ben caracteritzats, i consisteixen, de manera predominant, en
pentoses (arabinosa i xilosa), i per aix0, també es denominen pentosans. Els arabinoxilans es
componen de un esquelet b(1,4)-D-xilopiranosil, amb un 0 més residus d a-L-arabinofuranosil
substitu ts en laposici6 2 o 3. També estan congtitu ts, en alguns casos, en menor quantitat, pero no
menys importants, per hexoses i acids hexuronics. Es per aquest motiu que sovint son anomenats
més correctament com a heteroxilans. A més, també poden incloure diferents acids fenolics i acetil
esters (Marquardt, 1997).

La fraccié d hemicel luloses es compon principalment de xilans units a les fibres de cel lulosa per
enllagos pont d hidrogen, podent formar matrius amb unions que atrapen els complexos.

Els pentosans presents en €l blat poden produir una disminucié d’ un 10% en la digestibilitat del
mido, d'un 14% en la de la proté na i d'un 24% en el cas dels lipids, aixi com la reduccio del
creixement animal i del consum de la dieta (Choct i Annison, 1990). També s han establert que a
major contingut d’arabinoxilans, menor és |’energia metabolitzable del blat (Choct i Annison,
1992).

La xilanasa, EC 3.2.1.8 (0 xilan endo-1,4-b-xilosidasa o endo-1,4-b-xilanasa, amb & nom
sistemétic de 1,4-b-D-xilan xilanohidrolasa), és I’ enzim que hidrolitza al’ atzar els enllagos 1,4-b-D-

xilosidics en 1,4-b-D-xilans (Webb, 1992).
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2.6.3. a-Galactosids.

Representen els oligosacarids presents en cereals com el moresc. S'inclouen dins d’'aguest grup la
rafinosa, la verbascosa i |'estaquiosa. La rafinosa és un oligdmer de sacarosa i galactosa,
I estaquiosa constitu t per una sacarosai un digalactosid, verbascosa constitu t per una sacarosa més
un trigalactosid, estant tots els monosacarids units per enllacos a.

Els principals enzims degradadors d’aquests polisacaids son I'a-galactosidasa (EC 3.2.1.22),
també anomenat melibiasai amb € nom sistemétic a-D-gal actosidasa gal actohidrolasa, hidrolitzant
el residu no reductor de I’ a-D-galactosa en a-D-galactosids, incloent els oligosacarids de galactosa,
galactomannans i galactolipids. L’altre enzim és la b-galactosidasa (EC 3.2.1.23), o lactasa amb €l
nom sistemdic b-D-galactosidasa galactohidrolasa, hidrolitzant els residus b-D-galactosa no

reductors terminals en b-D-galactosids (Webb, 1992).

2.7. Utilitzaci6 de la fitasa en la nutrici6 avicola

En la Taula 2.8 es mostra un resum de les dades recollides de la bibliografia referent a estudis de
pollastres (Taula 2.8d), estudis de gallines (Taula 2.8b) i altres aus, com els galls dindi, anecs i
perdius (Taula 2.8c) sobre I'aplicacio de I'enzim fitasa en els parametres productius, de
digestibilitat de nutrients i la retencié mineral. Els requeriments de fosfor no fitic per a broilers,
depenen de la fase de la creixement de I’animal: 0.33% per a 0-21 dies; 0.31% per a 22-42 dies,
0.28% per a 43-53 dies (Waldroup, 2001). Aquestes recomanacions estan determinades per a dietes
de moresc-soja, per la qual cosa poden canviar significativament quan s utilitzi altres tipus
d’ingredients (Cepero, 1992).

2.7.1. Efectes de |a fitasa en els parametres productius.

Hi ha molts estudis que demostren que I’ addici6 de fitasa microbiana millora el guany de pes de
I"animal i el consum de pinso en pollastres broilers (Simons i col., 1990; Denbow i col., 1995;
Ahmad i col., 2000; Murai i col., 2002) i en indiots (Yi i col., 1996a). Les millores observades en €

creixement en els animals quan menjaren dietes baixes en P amb fitasa podria ser degut a un o0 més
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dels motius seglients (Sebastian i cal., 1998): a) un increment en el fosfor absorbit; b) I’ alliberament
dels minerals del complexe fitat-mineral; c) utilitzacié de I'inositol, encara que potser quiestionable
s tot el fosfor provinent de I’ &id fitic pot ser alliberat dins el temps de transit de I’aiment; d) un
increment en la digestibilitat; o €) una disponibilitat augmentada dels aminoacids. No obstant,
Perney i col. (1993) van descriure que |’addicié de fitasa en la dieta a dietes de moresc-soja no
millorael guany de pes o € consum de pinso, pero s que incrementava les cendres en els ditsi en la
tibiai el fosfor no fitic plasmatic. Aixi mateix, alguns autors han descrit augments en el pes de
I’animal i en el consum de pinso, perd no en I’'index de conversié (Broz i col., 1994; Sebastian i
col., 19964).

La concentracio mineral en € plasma de la sang també es veu afectada per la fitasa. Aixi, en
nombrosos estudis, I'addicid de fitasa microbiana en dietes baixes en nivell de fosfor augmenta la
concentracio de fosfor no fitic i redueix la de calci (Perney i col., 1993; Sebastian i col., 1996a;
Carlos i Edwards, 1998). Zyla i col. (1999) van trobar que I’addici6 de fitasa a pinso de broiler
s incrementava significativament el contingut de cendres de I’ os quan s utilitzaven entre 600 i 1000
U de fitasa per kg i 0.15% de FNF en comparacio a la dieta amb € mateix nivell de FNF i sense
fitasa afegida.

Van der Klis i col. (1997) van mostrar que, en dietes de gallines ponedores, el creixement de
I’animal, les cendres de la tibia, i la densitat mineral de I’os pot estar afectat positivament per
I"addicié de 100, 200 o 300 U/Kg en dietes que contenien 0.12% de FNF. Punna i Roland (1999)
van trobar efectes positius quan la fitasa era afegida en 300 U/kg a dietes amb nivells de FNF
corresponents a 0.1%. Finament, Ulm i Paik (1999) van mostrar que I’addicié de fitasa podria
millorar el consum de pinso si s afegien 500 U/kg de |’ enzim adietes amb 0.37 i 0.24% de FNF.
2.7.2. Efectes de la fitasa sobre la disponibilitat de proté na i aminoacids.

Tedricament, la fitasa hauria de ser capa¢ d'aliberar la proté na unida a fitat per a la seva
utilitzacio. Yi i col. (1996a), en femelles de galls dindi, van trobar que, a un nivell de 0.45% de FNF

en una dieta que contenia un 22.5% de proté ra bruta, I’addicié de fitasa tendia a millorar la
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digestibilitat aparent i la vertadera del nitrogen i els aminoecids, amb I’excepcio de la cistinai la
metionina. Sebastian i col. (1997) van mostrar que, en mascles, afegir fitasa incrementava la
digestibilitat ileal aparent de la proté na bruta perd que no tenia influencia en la digestibilitat ileal
aparent dels aminoacids, excepte per la metionina i la fenilalanina. Ravindran i col. (1999b) van
mostrar que afegint 1200 U de fitasa per kg es podien obtenir efectes beneficiosos sobre la
digestibilitat ileal aparent de la proté nai aminoacids en un grup d’ingredients de la dieta, essent
més grans en blat, sorgo, i més petits en la colza 00; concloent que les respostes per |’ addicio de
fitasa han de ser més importants segons els efectes en e grau d'unid fitat-protd na dels diferents
ingredients.

Es d’ esperar que les interaccions fitat-proté nainflueixin en ladigestio i I’ absorcio de les proté nesi
els amino&cids. Perd per a que aquests efectes siguin significatius depenen del caracter i de la
configuracié del complex que varia amb les fonts de proté na; i sembla que algunes proté nes
Senllacen a fitat i d’'altres no. Segons Champagne (1988), I'acid fitic S'uneix amb proté nes de
soja, blat, colza i cacauet, perd no amb les de seg6 d'arros, germen de moresc i coté. O'Déll i de
Boland (1976) van suggerir que I’ accesibilitat dels grups enllagants és el factor clau que determina
que € fitat S'uneixi amb la proté na

2.7.3. Efectes de la fitasa sobre la disponibilitat de fosfor.

S han realitzat diversos estudis on es descriuen els beneficis de la fitasa en la disponibilitat del
fosfor total o fitic en broilers (Denbow i col., 1995; Sebastian i col., 1996a; Qian i col., 1997;
Waldroup i col., 2000; Shirley i Edwards, 2003), en gallines (Carlos i Edwards, 1998; Keshavarz,
20008a) i en indiots (Qian i col., 1996b; Yi i col., 1996a). Nelson i col. (1971) van ser €ls primers
gue mostraren que afegint fitasa d’ Aspergillum ficcuum a les dietes de broiler es millorava la
utilitzacio de fosfor fitic basant-se en el contingut de cendres dels ossos. Els resultats millors
S obtingueren en els casos en que els animals consumiren dietes amb nivells de fosfor inferiors a's
recomanats, estant per sobre del 20% de millora. La quantitat aliberada de fosfor fitic per lafitasa

microbiana depén de la concentracio de fosfor fitic de la dieta (Kornegay i col., 1996) o de la font
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emprada de fitasa (Simons i col., 1990). Viverosi col. (2002a) van establir que la fitasa permetia
una bona utilitzacié del fosfor en dietes de moresc, segd de ségol i soja, observant els millors
resultats en preséncia de la fitasa microbiana, mentre que la fitasa endogena del seg6 de segol no
influ atant, i que els resultats no eren tan bons. Broz i col. (1994) van indicar que amb |’ addici6 de
125, 250 o 500 U/kg de fitasa, a dietes de moresc-soja amb 0.16% de FNF, es millorava
significativament la utilitzacio de fosfor. Zanini i Sazzad (1999) també van comprovar que afegint
500 U/kg de fitasa a dietes de moresc-soja amb 0.40% de FNF es milloravala utilitzaci6 de fosfor i,
per tant, es redu al’excrecié d’ aquest mineral; resultats similars als obtinguts per Yi i col. (1996b),
després d’ afegir 350, 700 i 1050 U/kg en dietes de moresc-soja amb nivells de fosfor no fitic entre
el 0.27i e 0.45%, o Lan i col. (2002), que van afegir 250, 500, 750 i 1000 U/kg a dietes de moresc-
sojaamb 0.24% de FNF.

Leske i Coon (1999), en un estudi amb gallines, usant dietes amb 0.1% de fosfor no fitic, van
mostrar que I'addicié de 300 U/kg de fitasa en pinso de posta es millorava la retencié de fosfor
total. També s ha vist que la quantitat de fosfor excretat pot reduir-se en dietes de gallines si se li
afegeix 500 U/kg (Umi Paik, 1999). Keshavarz i Austic (2004) han vist que es pot reduir I’ excrecio
de fosfor en un 48% afegint 300 U/kg de fitasa a dietes amb 0.2% de FNF. Finalment,
Rodehutscord i col. (2003) van observar la reduccié d'un 50% en I'excrecié de fosfor degut a
I"addici6 de 500 U/kg de fitasa en dietes de galls dindi.

2.7.4. Efectes de |la fitasa sobre la disponibilitat de minerals.

Ta com s’ ha descrit en I'apartat 3, I’ acid fitic té un potencial quelant molt fort i forma complexos
amb cations, fent que aguests resultin bioldgicament no disponibles. Tedricament, tots els minerals
gue estan units son aliberats quan la fitasa microbiana hidrolitza la molécula d’acid fitic. Hi ha
molts estudis que indiquen que I'addicié de fitasa microbiana millora la disponibilitat d’ aquests
minerals en broilers (Broz i col., 1994; Sebastian 1996a, 1996b; Biehl i col., 1997; Zanini i Sazzad,
1999; Lani col., 2002), en gallines (Sohail i Roland, 2000) i en gallsdindi (Qian i col., 1996b; Zyla

i col., 1996).
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Els efectes de la fitasa sobre € calci son els més estudiats, degut a la gran relacio metabolica
d ambdds minerals. S han estudiat tant els efectes degut alainclusié individual de I’enzim, com la
combinacié amb d'atres factors que influeixen en la disponibilitat del calci, com per exemple la
vitamina D3 (Edwards, 1993; Roberson i Edwards, 1994; Mitchell i Edwards, 1996b). Qian i col.
(1996b) van descriure augments en la retencio de calci en dietes de galls dindi amb nivells elevats
de fitasa (600-900 U/kg), perd que aguestes millores estaven afectades amb la relacio CaP,
disminuint quan la relacié augmenta i també augmenta la concentracid de fosfor no fitic. Viverosii
col. (2002b) descrigueren millores en la utilitzacio de calci en dietes amb moresc-soja per a broilers.
En un estudi de calcul dequivalencies de fitasa en dietes de broilers, Kornegay i col. (1996)
determina que 500 U/K g de fitasa es corresponen aproximadament a 0.87 g de calci.

El zinc és un dels minerals més vulnerable a la complexacio per fitat (Sauveur, 1989). Llavors la
deficiencia de zinc és molt probable que es produeixi si els animals mengen una dieta que incloguin
plantes amb una concentracié elevada de fitat (Sebastian i col., 1998). Roberson i Edwards (1994)
van descriure que I'addicio de fitasa no tenia cap efecte en la retencié de zinc en broilers, pero si
guan s afegia vitamina D3 en la dieta. Sebastian i col. (1996) van mostrar que la fitasa microbiana
augmentava la retenci relativa de zinc des de —27.6 fins a 34.7%, un augment del 62.3%. Mohanna
i Nys (1999) van descriure que afegir 800 U/kg de fitasa microbiana en dietes de broilers permetia
reduir €l zinc de ladieta en 14 mg/kg.

Aoyagi i Baker (1995) van estudiar els efectes de la fitasa microbiana sobre la utilitzaci6 del coure
de la dieta en pollastres, trobant que I'enzim afegit no tenia cap efecte beneficiés sobre la
disponibilitat del coure, si no que a més en redu a la biodisponibilitat en un 21%. Sebastian i col
(1996a) van observar un increment de la retencio relativa del coure del 19.2%, passant des de
-24.6% fins a-5.4%.

Es dificil realitzar estudis de biodisponibilitat de minerals com € zinc o el coure, ja que pot passar
gue €l's seus requeriments no estiguin ben definits, o que la concentracio d’ aquests minerals sigui

superior as requeriments després d’ afegir el corrector mineral als pinsos. Aixi, doncs, no és senzill
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avaluar els efectes dels enzims sobre aquests minerals, i per aixo s obtenen tantes diferéncies en els

resultats, o, quefinsi tot es puguin trobar valors negatius.
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Objectius

El principal objectiu d’ aquest treball és estudiar els efectes que I’ addicio de fitasa microbianaen

diferents tipus de dietes per a aus produeix tant en el seu valor nutricional, com en els rendiments

productius de les aus, i en el seu impacte mediambiental .

Amb el proposit d’ aconseguir aquest objectiu es van plantejar altres objectius més concrets:

>

Avaluar |’ efecte de I’ addicio de lafitasa microbianai la consegiient reduccio del percentatge
de inclusio del fosfor no fitic en pinsos per a aus, sobre la biodisponibilitat i la retencié de
fosfor i altres minerals, en funcié de la diferent composicio de les materies primeres
utilitzades (per exemple, ordi, blat, segd de blat). Aquest objectiu es va pretendre assolir
amb elsassaigs 1, 2, 3i 4.

Estimar €l valor de I’equivaléncia del fosfor no fitic amb les unitats fitasa, a reditzar en
I"assaig 1.

Vaorar les millores que la fitasa pot produir, en el valor energétic de les dietes i en la
digestibilitat de les diferents fraccions nutritives. proté nai amino&cids, fibrai atres hidrats
de carboni, midd i lipids, en elsassaigs 1, 2, 3,41 5.

Estudiar la utilitat de incorporaci6 de fitasa en dietes riques en fitasa endogena i en PNA (a
base de blat i ordi) i la seva interacci6 amb altres enzims que poden estar incorporats en
aquest tipus de dietes, en |’ assaig 5.

Determinar els productes de la degradacio de I’ acid fitic per efecte de la fitasa, estudiant la
hidrolisi en diferents punts del tracte digestiu dels animals, mitjancant la técnica analitica de

RMN, mostrant-se en el capitol 9.

L’ aplicacié practica d’ aguest projecte no se centra només en avaluar lareduccio en el medi ambient

del fosfor procedent de les dejeccions d’ aus degut a fosfor no fitic incorporat en les dietes, s no, a

més, estudiar quines millores globals produeix aquest enzim en |'aprofitament general d altres
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nutrients (nitrogen, calci i atres minerals, quantitat globa d’ excretes, etc.), minimitzant les seves

péerdues i, per tant, el seu impacte ambiental.
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4.1. Introduccid

El fosfor és un mineral essencial pel creixement animal. Perd el fosfor present en les llavors és en
forma de fosfor fitic que no és disponible, degut ala manca o alalimitacié de la fitasa endogena en
Iaviram. El fosfor fitic es troba unit a alguns cations, com Ca, Mg i K, a proté nes i a lipids,
produint sals insolubles. La baixa utilitzacié del fosfor fitic causa I’addicid en excés de fosfor no
fitic en e pinso, provocant alguns problemes, com un increment en I’excrecio de fosfor, i
conseguentment indueix a problemes mediambientals.

El moresci el blat son els dos principals cereals emprat en €l pinso per a aviram. Els beneficis de la
fitasa en dietes de moresc estan ben documentats per a la nutricio de broilers i gallines (Simons i
col., 1990; Broz i col., 1994; Mitchell i Edwards, 1996; Van der Klisi col., 1997; Um i Paik, 1999).
L' addicié de fitasa també té efectes positius en la biodisponibilitat de minerals en broilers (Broz i
col., 1994; Sebastian i col., 1996a; Yi i col., 1996; Camden i col., 2001). Encara que el percentatge
de fosfor fitic en ambdds cereals és similar (70-80% del fosfor total pel moresc i 60-80% pel blat,
Reddy i col., 1989), la quantitat de fitasa endogena és la principa diferéncia entre els cereals.
Mentre que I’ activitat fitasica endogena del moresc és molt baixa (15 U/Kg), I'activitat fitasica
endogena del blat es troba entre 1000 i 1400 U/kg (Eeckhout i De Paepe, 1994), que podriatenir un
efecte en la disponibilitat del fosfor fitic. Tanmateix, s han realitzat pocs estudis a voltant de la
inclusi6 de fitasa en dietes de blat per a pollastres d’ engreix (Ravindran i col., 1999; Zylai coal.,
1999; Rutherfurdi col., 2002).

El principal objectiu d' aguest assaig va ser avaluar les millores degudes a I’addici6 de fitasa
microbiana en dietes de blat (amb una elevada activitat fitasica endogena), i comparar-los amb els
resultats obtinguts per les dietes de moresc, sense activitat fitasica endogena. També es va intentar

determinar €l nivell optim de I’ enzim fitasa pel cas de les dietes de blat.
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4.2 Materialsi métodes

4.2.1. Maneig dels animals

Es van utilitzar dos vuitanta-vuit pollastres broiler de I’ estirp Ross 308 d' 1 dia de vida. Només es
van fer servir els animals lliures de qualsevol senya clinic (aixo és, sense problemes de potes o
altres membres, ulls oberts i comportament actiu). Els pollastres es posaren en 48 gabies situades en
dues bateries Petersime’ prové des de calefaccid eléctrica i ventilacié forcada, en una habitacié
sense finestres. Els animals van tenir 23 hores de llum i 1 hora de foscor desdel dialfinsa 4,20 h
dellum desdel dia4 a 10, i 18 h de llum des del dia 10 fins a final de la prova. Durant la primera
setmana, la temperatura de la sala era de 30 — 35°C, entre 29 i 32°C durant la segona setmana, i la
darrera setmana entre 27 i 30°C. El pinso en farinai |’aigua es van subministrar ad libitum durant
tot |I’assaig. La provava acabar als 24 dies.

4.2.2. Tractamentsi disseny experimental

Es van usar quatre tipus de dietes que diferien en el cereal emprat (moresc o blat) i en dos nivells de
fosfor no fitic (FNF): 4.5 g/kg (P-normal) i 2.7 g/kg (P-deficient). A les dietes de moresc es va
afegir una sola dosi de I’enzim fitasa (600 FTU/Kg), mentre que per les dietes de blat es va fer un
estudi dosi-resposta amb diferents nivells de I'enzim (0, 200, 400, 600 FTU/kg), com es pot
observar en la Taula 4.1. Cada tractament experimental es va replicar sis vegades i cada réplica
contenia vuit broilers mascles.

4.2.3 Fabricaci6 del pinsoi composicio de les dietes

Tots els ingredients (excepte € llard, la sal, el fosfat bicalcic, e carbonat calcic, € corrector
vitaminic i mineral i els productes provats) es van moldre a en un moli de 30 CV, a una mida de
sedds de 3 mm. Es va utilitzar una sola dieta per atot |’assaig. La composicié de les dietes base es
mostra en la Taula 4.2. El blat va ser de la varietat Cartaya de la collita de 1998. La fitasa

microbiana (EC 3.1.3.8) emprada en aquest estudi va ser Natuphos 5000G de BASF. A partir del

! Petersime Incubator Company, Gettysburg, Ohio, USA.
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dia 18, es vaincloure en les dietes 5 g de oxid de titani (1V) per quilo de pinso com a marcador de
digestibilitat.

4.2.4. Analisis quimiques

Totes les mostres de dietes experimentals i matéries primeres es van moldre a 0.5 mm abans
d analitzar. Les mostres s analitzaren segons els metodes oficials acceptats per I' AOAC (1990) per
a materia seca (codi 934.01), proté na bruta (976.05), extracte eteri (920.39), cendres (942.05) i
fibra bruta (978.10). La concentracio de fosfor total es va analitzar espectrofotomeétricament pel
métode de molibdo-vanadat (965.17; AOAC, 1990). Les concentracions de calci i zinc es van
analitzar per espectrofotometria d’'absorcié atdmica per flama. L’ activitat fitasica present en les
matéeries primeres i dels pinsos finals es van analitzar segons Engelen i col. (1994). En les matéries
primeres, es va determinar €l contingut de fosfor fitic seguint el méetode descrit per Haug i Lantzsch
(1983). La concentracio de dioxid de titani present en pinsos i excretes es va analitzar segons Short i
col. (1996).

4.2.5. Parametres productius

Els pollastres es van pesar conjuntament a |’ arribada a la granja, i per lot als 21 dies. El consum de
pinso, guany mig diari i I’index de transformaci6 es van calcular en el periode compres entre els O i
21 dies. La mortalitat es registra cada dia, incloent la causa de la mort. El dotze dia es va avaluar
percentatge d’ animals amb els culs bruts. El consum d’aiguai de pinso i larelacio aigua/pinso es va
registrar des del dia 15 fins a 17. Al final de I'assaig, es van emprar tots els animals per obtenir la
concentracié de cendres en dits, com aindicador de la deposicié de fosfor (qualitat de I’ 0s), segons
el metode descrit per Potter i col. (1995).

4.2.6. Assaig de balang

Es va tilitzar el métode de marcador, amb Oxid de titani (IV) per determinar |'energia
metabolitzable aparent (EMA) i les retencions aparents de fosfor total, calci i zinc de les dietes
experimentals. En e dia 21 es van recallir les excretes, durant un periode curt de temps, es van

guardar a—20°C, i finalment es van liofilitzar. Posteriorment, les mostres d’ excreta es van moldre i
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guardar per a anditzar. Va determinar-se I’energia bruta de les mostres de pinsos i excreta
mitjancant un calorimetre adiab&ic IKA C-400 (DIN 51900, 1977) per obtenir I'EMA.

4.2.7. Estudis sobre la retencio de minerals

En € vint-i-dosé dia es van sacrificar totes els animals per injeccio intravenosa de pentobarbital
sodic per tal de recollir mostres. Es van tallar els dits del mig de tots els animals (entre el segoni en
tercer tars), en van guardar i pesar, i calcinar per tal d obtenir els valors de cendres dels dits
(Cabahug i col., 1999). Tots els procediments van ser aprovats per la Comissio Etica
d Experimentacio Animal de I’ |RTA.

4.2.8. Calculs

Els valors dEMA de les dietes es van cacular mitjancant la formula seglient, fent-se les
correccions apropiades per les diferéncies en € contingut d’ humitat.

EMA =EB4 - [ (TiOz,a / TiOgexc )~ EBexd]

on EB, és’energia bruta del pinso, EBec €s I’ energia bruta de |’ excreta, TiO,,q €s la concentracio
de dioxid detitani en €l pinso i TiO,,ec € contingut de dioxid de titani en I’ excreta.

Els vaors d energia metabolitzable corregida per una retencié de nitrogen zero (EMAN) de les
dietes es van calcular segons la férmula seglient:

EMAnN,; = EMA - [ ( Guany Mig Diari © 200~ 8.22) / ( Consum Mig Diari = 6.25) ]

Les correccions es van fer assumint que €l guany de pes esta format per 200 g de proté na per quilo
guanyat (Blum i col., 1977), que la proté na equival a 6.25 vegades e nitrogen Kjeldahl i que
I’ equivalent d’ energia és 8.22 kcal/g N guanyat.

Els coeficients de digestibilitat ileal aparent de nutrients es van calcular de la seglient manera,
emprant el procediment de marcador inert:

DigX ={1-[(TiOza Xec)/(TiOzec  Xa)l}

On Xa éslaconcentracié en ladietai Xexc €S la concentracio en I’ excreta.

4.2.9. Anadlisi estadistica
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Les dades es varen analitzar amb una andlisi de varianca amb disseny de blocs al’ atzar, emprant els
procediments del General Lineal Model (GLM) del Statistical Analysis System Institute Inc. (1985).
Els efectes estadistics es van analitzar per cada tipus de dieta (moresc o blat). Les diferencies
significatives registrades entre les mitjanes dels tractaments per a cada parametre es van comparar
pel test de Duncan de rangs multiples amb un 5% de nivell de probabilitat.
Els efectes principals del nivell de FNF i de I’addicio de fitasa microbiana van ser analitzats pels
seguients grups de contrasts lineals:

a) Nivell de FNF: T-1i T-4 enfront de T-21i T-5.

b) Addicié de fitasamicrobiana: T-2i T-5 enfront de T-3i T-8.
En les dietes de blat, es van examinar les equacions lineals i no lineals dels parametres avaluats per
a fosfor no fitic (sense fitasa afegida) i per a fitasa afegida en les dietes amb 2.7 g FNF/kg per a
trobar I’'R? més elevat. El guany de pes i la concentracié de cendres dels dits van ser les variables
utilitzades per a calcular les equacions de I’ equivaléncia de P, segons el métode descrit per Denbow

i col. (1995).

4.3. Resultats

4.3.1. Matéries primeresi pinsos

Abans de comencar |’ assaig de creixement, es va realitzar un test per determinar I’ activitat fitasica
de les dietes, especialment en les dietes de blat, per confirmar I’increment gradual de les dosis. Els
resultats es mostren en la Taula 4.3. Els valors analitzats de les dietes van ser superiors als calculats,
per exemple 577 enfront de 428 FTU/kg pel T-5, pero en les dietes de moresc els valors analitzats i
calculats van ser molt smilars (5 enfront de 10 FTU/kg per T-1).

4.3.2. Parametres productius
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Els pollastres broiler que menjaren dietes de moresc P-deficients consumiren significativament (P <
0.01) menys que els que menjaren les dietes P-deficients més fitasa o les dietes P-norma (Taula
4.4). Resultats similars es van obtenir entre els tractaments per |’ index de transformacio. El consum
d'aigua i pinso va ser avaluat entre els 15 i 17 dies, no observant-se diferéncies en € consum
d aigua, encara que en e consum de pinso i larelacié aigua/pinso van ser diferents estadisticament
(P < 0.05). El consum de pinso dels animals que menjaren dietes P-deficient va ser més baix que la
dels que menjaren dietes P-normal i I’addicio de fitasa millora numéricament aquest parametre. En
les dietes de blat no s observaren respostes en cap dels parametres productius després d afegir fitasa
(Taula4.4).

4.3.3. Valorsenergeticsi retencié mineral

L’ energia metabolitzable aparent (EMA) i I’ energia metabolitzable aparent corregida per nitrogen
(EMAnN) de les dietes no canviaren significativament ni en les dietes de moresc ni en les de blat
(Taula 4.5) ni per efecte del nivell de fosfor ni pel nivell de fitasa en cap de les dietes. Les
concentracions de humitat i cendres dels dits van incrementar-se significativament (P < 0.0001)
degut a|I’addicié de fitasa a les dietes de blat. Les concentracions de cendres dels dits dels animals
gue menjaren dietes de moresc P-deficients més fitasa afegida van ser significativament més grans
gue les dels animals que menjaren dietes de moresc P-deficients (Taula 4.6), perd en cap cas €els
resultats no van igualar els obtinguts pels animals que consumiren dietes P-normal. En animals que
menjaren dietes de blat, els valors de cendres dels dits incrementaren amb els valors superiors de
fitasa afegida (118.8 i 117.3 g/kg per 400 i 600 FTU/kg, respectivament, enfront de 109.3 i 110.7
per 01 200 FTU/Kg, respectivament), pero totes elles eren estadisticament menors que €el's resultats
de les dietes P-normal (132.6 g/kg).

Els coeficients de retencio aparent de fosfor total i calci es mostren en la Taula 4.6, mentre que la
ingesta i excrecio diaia d aguests minerals aixi com la de zinc es mostren en la Taula 4.7. Les
dietes control de moresc (4.5 FNF/kg) mostraren els valors de retencié més baixos per fosfor total i

caci. Disminuint € nivell de fosfor de la dieta, els coeficients de retencié6 milloraren
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significativament per fosfor total (de 0.63 a0.78) i per calci (de 0.29 a 0.40). Lainclusio de fitasaa
les dietes P-deficient produ ren els valors més grans de retencié en tots els casos, assolint-se valors
de 0.84 i 0.47 per fosfor total i calci, respectivament. En general, I’ excrecidé mineral segueix patrons
contraris a la retencié: I’ excrecié de minerals dels animals que menjaren dietes amb fitasa va ser
significativament menor que les dietes P-normal: 40 enfront de 107 mg/animal/d, respectivament,
pel fosfor total i 178 enfront de 331 mg/animal/d, respectivament, pel calci. L’ excrecid de zinc va
ser 2.5 enfront de 3.2 mg/animal/d per les dietes P-deficient i P-normal, respectivament.

En les dietes de blat, tots els nivells de inclusié de fitasa milloraren la retencio aparent de fosfor
total (a voltant del 30% respecte la dieta P-normal). No s observaren diferéncies significatives
entre el's tractaments en la retencio de calci. Les dietes P-deficients presentaren excrecions de fosfor
total i calci menors, i no es trobaren increments degut a I’addicio de fitasa (Taula 4.7). No es
trobaren diferéncies significatives en I’ excrecio de zinc.

Es van estudiar les equacions lineals i no lineals de diferents parametres respecte € nivell de fitasa i
la concentracié de FNF en les dietes de blat, essent €l pesfinal i la concentracio de cendres dels dits
les que s gjustaven millor, els resultats dels quals estan en la Taula 4.8. Els valors equivaents de
fosfor no fitic per lafitasa derivats de les equacions prévies van ser similars, generalment, per al pes
final i les concentracions de cendres de dits, que van ser usats per la seva importancia metabolica i
economica (Taula 4.9). Els valors de les mitjanes de FNF equivalent va ser utilitzat per calcular
alguns parametres com €l P aliberat, €l percentatge de P fitic alliberat i €l P aliberat per 100 U de
fitasa. La quantitat total de P aliberat augmenta, pero I’ eficacia de 100 units d’ activitat fitasica
canviaren segons els nivells de fitasa emprats. L’ equivaléncia de P calculada per a 250, 500, 750 i
1000 U de fitasa va ser 0.50, 0.85, 1.20 i 1.55 g, respectivament, que implica que I’ aliberaci6 de
fosfor fitic es trobaria entre el 22 i €l 68%, i una equivaléncia de 605 U de fitasa per a1 g de P de

fosfat bicalcic per quilo de pinso.
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4.4. Discussio

En la Taula 4.3 poden observar-se els valors d' activitat fitasica en dietes de moresc i de blat. Els
valors analitzats segueixen les mateixes pautes que les formulades. Encara que les activitats
fitasiques trobades en les dietes de blat van ser més ates que les esperades, es va obtenir un
increment uniforme dels nivells de fitasa en els tractaments. Aixo podria ser explicat Si S’ assumeix
qgue € blat té una activitat fitasica endogena menor que la que realment té, perd, a més, ca
considerar la variabilitat en el métode analitic usat, que podria produir alguna sobreestimacio dels
resultats.

L’ addici6 de fitasa a dietes de moresc-soja P-deficient milloraels parametres productius de broilers
als 21 dies arribant fins a valors similars als obtinguts amb els que menjaren dietes P-normal. Com
gue I'index de transformacié no va canviar, |'increment de pes corpora estarelacionat a un major
consum de pinso, comparable a la dieta control positiu de moresc. S han descrit resultats molt
semblants en la literatura (Sebastian i col., 1996a; Sebastian i col., 1996b; Kornegay i col., 1996;
Namkung i Leeson, 1999; Lan i col., 2002), utilitzant en tots casos nivells similars de fosfor no fitic
(entre 2.0 1 3.3 g FNF/kg de dieta). Llavors, en aquests casos, la inclusio de fitasa permet que €els
animals consumien i creixien com els animals que menjaren € control positiu amb un nivell més
gran de fosfor no fitic, tal com recomana e NRC (1994). Tanmateix, en dietes de blat, I'addicio
gradual de fitasa no varia cap dels parametres productius (Taula 4.4), encara que amb els nivells de
fitasa superiors (400 — 600 U/kg) s obtingueren resultats millors de creixement i consum.
Considerant que la fitasa microbiana afegida va ser la mateixa en les dietes de moresc i de blat, i
conseqientment amb la mateixa activitat, la manca de diferéncies estadistiques en dietes de blat
podria ser atribu’ da a una major activitat fitasica endogena del blat, tal com descriuen Eeckhout i
De Pagepe (1994), estant corroborat per |I'andlisi dels pinsos (Taula4.3). Les millores en € guany de
pes i I'index de transformacio per I’addicié de fitasa han estat descrites en dietes de blat amb
diferent continguts d’ acid fitic (Cabahug i col., 1999), especiament a nivells baixos, mostrant una

interaccié significativa fitasa ~ fosfor no fitic; observant petites diferéencies en els parametres
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productius amb nivells afegits de fitasa entre 400 i 800 U/kg. En aguest assaig, €ls parametres
productius assoliren un plateau a nivells de fitasa exogena superiors a 400 U/kg, trobant-se llavors
Nomeés petites variacions en les respostes.

Ta com es pot veure en la Taula 4.5, no es trobaren diferencies significatives entre els tractaments
en els valors energeétics de les dietes. L’ energia metabolitzable aparent de les dietes de moresc van
estar molt propers als formulats tedricament: 12.90 MJkg (valor tedric) enfront de 12.74 i 12.96
MJkg (vaors experimentals). En les dietes de blat, la disminucié del fosfor no fitic i I’addicio
gradua de I’enzim fitasa incrementa el's valors energetics de les dietes per sobre del 4%, perd no
estadisticament significatiu. Ravindran i col. (1999) van descriure resultats similars, no trobant
canvis significatius en I'EMA quan la fitasa va ser afegida a dietes amb blat amb valors baixos
d EMA, mentre que utilitzant blat amb valors normals d EMA, I’enzim fitasa millora els valors
energetics. Aquests autors també van descriure millores de I’ energia degudes a |’ addicié de lafitasa
properesa 4-5%, i Ravindran i col. (2000) també van trobar valors similars en dietes de blat-sorgo.
Ravindran i col. (1999) postularen que lafitasa podria actuar com una xilanasa exogena trencant les
parets cet lulars i millorant I’ accié entre els enzims digestius i els continguts cet lulars. Es de notar
que € valor de I'EMA utilitzat per Ravindran i els valors utilitzats en aquest estudi son molts
similars (12.40 MJkg i 12.48 MJKg, respectivament).

La mineralitzacié dels 0ssos es va estimar avaluant els valors de concentracio de cendres dels dits
(Taula 4.6). En les dietes de moresc, I'addicio de fitasa a dietes P-deficient incrementa la
concentracio de cendres de dits perd no sarriba as valors de les dietes P-normal; les millores
podrien ser degudes a I’ aliberament de minerals (P, Ca, Zn, Cu) del complex fitat per la fitasa que
permetria als animals distribuir-los i utilitzar-los per a constituir els ossos (Ravindran i col., 1995).
Resultats similars es van observar en les dietes de blat; els animals que menjaren dietes de blat amb
fitasa afegida en les dosis més grans (400 — 600 U/kg) mostraren valors de cendres dels dits més

grans o iguals que no pas els animals que menjaren dietes de moresc.
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El nivell de fosfor no fitic tingué més efectes en la retenci6 aparent de fosfor total que el nivell de
fitasa (Taula 4.7). La presencia d’ enzim incrementa numericament la retencio aparent de fosfor total
en ambdods tipus de dietes, mentre que s observaren diferéncies estadisticament significatives quan
es disminui € nivell de fosfor no fitic. Aixo podria indicar que havent més fosfor no fitic en la
dieta, hi hauria una menor eficiencia en la utilitzacié del fosfor; perd els animals podrien utilitzar
quantitats semblants de fosfor, i que e minera no utilitzat és excretat, observant-se resultats
comparables en un atre dels nostres assaigs (Juanpere i col., 2004). Tal com mostrala Taula4.7, els
pollastres consumiren diaiament menys fosfor en dietes P-deficients, excretant menys fosfor,
mantenint constant la quantitat de fosfor utilitzat. Kornegay i col. (1996) trobaren resultats similars
als presentats en aquest assaig després de I'addicié de fitasa també en dietes de moresc-soja. En
aquell estudi, els autors van trobar augments en la retencio aparent i la quantitat de fosfor i calci
retingut i unareduccio de I’ excrecio de P, quan es provaren dietes P-deficients i lainclusié de fosfor
no fitic disminui €l coeficient de retencié aparent de fosfor. En les dietes de blat, els coeficients de
retencio de fosfor total van ser millors després de I’ addici6 de fitasa, produint-se €l's resultats més
grans amb els nivells propers a 200 o0 400 U de fitasalkg, encara que només numericament, per la
qual cosa es pot assumir que la preséncia de I’enzim microbia millorala retencié aparent de fosfor
total, i que la millora no segueix un patré dosi-resposta. Kornegay (1999) va revisar algunes proves
amb broilers on lainclusi6 de fitasa a dietes de blat P-deficient incrementa la retenci6 de fosfor fitic
i total.

L’ excreci6 de fosfor dels animals que menjaren dietes de blat no va ser afectada per lainclusié de
I’enzim fitasa. El fosfor total de ladietavaser € principal factor que afecta |’ excrecié de fosfor. Els
pollastres que menjaren les dietes P-deficient mostraren un menor consum de pinso que els animals
gue menjaren les dietes P-normal, que implicaria un menor consum de fosfor total que produeix
també una menor excrecié d aquest mineral. Zylai col. (2001) també va obtenir una disminucio en
I’excrecié de P (en un 45%) quan es disminu ren les concentracions de fosfor no fitic i total en

dietes de blat.
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Els valors més grans de la retenci6 de Ca es varen trobar en dietes de moresc P-deficient més fitasa,
mentre que en les dietes de blat, els millors coeficients de laretencio de calci es van obtenir després
de I’addicio de fitasa encara que no estadisticament significatives. Les millores en la retencié de
calci degut alafitasa en dietes de moresc esta ben descrita en la bibliografia. Zanini i Sazzad (1999)
trobaren que I'addicié de 500 U de fitasalkg a dietes de moresc que contenien 4 g de FNF/kg
augmentaren la concentracio i utilitzacié de Ca en 100 mg/animal/d, mentre que Sebastian i col.
(1996b) observaren que la fitasa microbiana (600 U/kg) afegida a dietes P-deficients (3 g FNF/kg)
milloraven tant la retencié de P i Ca i la utilitzacié d aguests minerals en pollastres broilers que
menjaren dietes de moresc-soja.

En la Taula 4.6, es mostra que no es troba diferencies estadisticament significatives entre els
tractaments en laretencio de calci, i que ni ladisminucié en e fosfor total de ladietani I’addici6 de
fitasa van afectar aquests resultats, que podria estar influenciat pels grans valors de la fitasa
endogena en dietes de blat.

En les dietes de blat formulades per contenir diferents nivells de fitasa, es va estudiar la regressié
linea i no lineal de diferents parametres, com el pes final, la concentracié de cendres dels dits, la
retencio de fosfor i calci i I'excrecio de fosfor i calci. Els resultats que millor s gjustaven foren els
de pes fina i la concentracié de cendres dels dits, i son els que es van utilitzar per calcular
I’ equivaléncia de P, segons el procediment descrit en la literatura per varis autors (Denbow i col.,
1995, Kornegay i col., 1996 i Yi i col., 1996 en broilersi Qian i col., 1996 en galls dindi). Alguns
d aquests autors van utilitzar altres parametres com el consum de pinso (Denbow i col., 1995) o
retencio de fosfor (Qiani col., 1996). Els resultats d’ aquest assaig indiquen que van ser necessaries
605 U de fitasalkg per substituir 1 g de P en forma de fosfat bicalcic. Aquest valor es va obtenir de
I'expressio Y (g P) = 2.855 + 1.398 * 10 X (unitats de fitasa), obtingut de la mitjana o ambdés
parametres (pes final i concentracio de cendres dels dits). La majoria dels estudis citats previament
presentaren que les equacions no lineals s gustaven millor que les lineals. En aquest treball,

I"interval d'activitat fitasica en pinsos va estar entre 0 i 600 U/kg, mentre que altres autors usen
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valors el doble de gran (Denbow i col., 1995). L interval 0-600 U/kg correspondria ala primera part
de la corba, on e creixement és major, i es poden assimilar amb una recta (en el nostre cas, R? =
0.55 pel pesfinal i 0.77 per les cendres dels dits). Els resultats de la regressié no lineal gjustada per
ala concentraci6 de cendres dels dits presentava uns valors més alts de R? i una major probabilitat
(P < 0.001) (dades no mostrades), perd també uns errors estandards massa grans, donant una pitjor
resolucié dels parametres avaluats.

El valor calculat de I’ equivaléncia de fosfor de 605 U de fitasalkg en dietes que contenien 2.7 g de
FNF per quilo de dieta és menor que els trobats en atres estudis. Denbow i col. (1995) van trobar
un vaor mitja entre 2.0 1 2.7 g de P per quilo en dietes de moresc igua a 821 U de fitasalkg
(utilitzant els parametres guany de pes i concentracié de cendres dels dits), i, quan les dietes
contenien 2.7 g P/kg, € valor obtingut era 1128 U/Kg, e doble del trobat en aquest estudi,
explicacié que podria venir donada per |a fitasa endogena. Es de suposar que en utilitzar blat en les
dietes, i tenir unamajor activitat endogena, no necessitara |’ addicio d’ una quantitat elevada de fitasa
microbiana exogena. Yi i col. (1996) van trobar que 1g de P era equivalent a 785 U fitasalkg en
forma de fosfat defluorinat, quan els pollastres menjaren dietes de moresc-soja formulada a 2.7 de
fosfor no fitic per quilo de pinso. En galls dindi que també menjaren dietes de moresc i contenien
2.7 g FNF/kg, Qianii col. (1996) van trobar que 1 de P era equivalent a 652 U de fitasalkg. D’ acord
amb tots aquests resultats obtinguts, €l valor trobat per I'equivaléncia de fosfor amb les unitats
fitasa sembla variar amb e nivell de FNF de la dieta i amb la font de FNF. Els fosfats minerals
tenen diferents biodisponibilitats, aixi que, generalment, la biodisponibilitat del fosfat bicalcic
acostuma a ser mgjor que la del fosfat monocalcic quan aquest darrer es emprat com a estandard, i
aquesta biodisponibilitat varia en gran manera amb els estandards de referéncia i les condicions
experimental s utilitzats (Soares, 1995).

El fosfor aliberat per cada 100 U de fitasa va ser 0.20 i 0.15 g/kg pels valors de 250 i 1000 U/kg,
respectivament, observant-se que la quantitat disminueix a mida que la fitasa augmenta, tal com

Kornegay i col. (1996) també observaren. Per tal de millorar la precisio d’ aquests resultats, seria
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necessari establir més nivells de fosfor no fitic. No obstant, els resultats trobats van ser prou
semblants als d altres autors considerant que en €l present treball els pollastres van consumir dietes
de blat, i que en la majoria de les dietes descrites en la literatura per estudiar I’ equivalencia de P
S usa el moresc com a ceredl.

Els resultats d’ aquest estudi demostren que I’ addicié de fitasa a dietes de moresc-soja deficients de
fosfor permet mantenir la mateixa productivitat que les dietes formulades seguint els requeriments
del NRC, amb nivells semblants de retencié mineral i disminuint I’ excrecié de minerals. L’addicio
gradua de fitasa a dietes de blat-soja deficients de fosfor no va modificar la productivitat dels
animals, encara que a nivells alts de fitasa (400 i 600 U/kg) milloraren la retencié de fosfor.
Basant-se en les dades de pes final i concentracié de cendres dels dits, els resultats d' utilitzar 1a
regressio lineal mostren que 1 g de P de fosfat bicalcic podria ser equivalent a 605 U de fitasalkg de

dietadeblat.

Taula4.1. Tractaments experimentals avaluats.

Fosfor no fitic Enzim fitasa®
Tractaments Cereal (9/ka) (FTU/kQ)
T-1 Moresc 4.5 -
T-2 Moresc 2.7 -
T-3 Moresc 2.7 600
T-4 Blat 4.5 -
T-5 Blat 2.7 -
T-6 Blat 2.7 200
T-7 Blat 2.7 400
T-8 Blat 2.7 600

! Enzim usat: Natuphos 5000G (activitat fitasica: 5831 U/g), (aportat per BASF)
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Taula 4.2. Composici6 de les dietes base experimentals.

Ingredient (g/kg) Dietes de moresc Dietes de blat
P-Normal P-deficient P-Normal P-deficient
Moresc 542.8 565.5 - -
Blat - - 619.8 645.9
Farina de soja 480 g CP/kg 370.2 366.8 293.7 286.4
Llard 43.1 354 41.2 34.0
DL-Metionina 2.5 2.5 2.6 2.6
L-LisinaHCI - 0.1 1.9 2.0
L-Treonina - - 0.2 0.2
Carbonat calcic 15.5 14.2 16.0 14.6
Fosfat bicalcic 17.1 6.8 16.2 5.9
Sa 4.7 4.7 4.4 4.4
Clorur de colina 0.1 0.1 - -
Minerasi vitamines 4.0 4.0 4.0 4.0
Contingut estimat de nutrients (g/kg):
Energia metabolitzable (MJkg) 12.90 12.90 12.48 12.48
Proté nabruta 219.7 220.0 220.0 220.0
Lisina 12.0 12.0 12.0 12.0
Met + Cys 9.2 9.2 9.2 9.2
Cdci 11.0 8.1 11.0 8.1
Fosfor Total 6.4 4.6 6.8 5.0
Fosfor no fitic 45 2.7 45 2.7
Fosfor fitic 1.9 1.9 2.3 2.3
Fitasa endogena (U/kQ) 6 6 410 428

1'Un quilo de pinso conté Vitamina A, 12000 IU; Vitamina D3, 2400 1U; Vitamina E, 30 mg; Vitamina K3, 3 mg;
Vitamina B4, 2.2 mg, Vitamina By, 8.0 mg; Vitamina Bg, 5.0 mg; VitaminaBqo, 11.0 g; Acid folic, 1.5 mg; Bioctina,
150 g; Pantotenat calcic, 25 mg; Acid Nicotinic, 65 mg; Etoxiquina, 150 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Zn, 40 mg; Mn, 60

mg: Se, 0.15 mg; I, 0.33 mg.

Taula4.3. Activitat fitasica trobada en les dietes experimentals.
Enzim fitasa Enzim fitasa

Fosfor no fitic

Tractaments Cereal (9/ka) afeqgit analitzat
(FTU/g) (FTU/g)
T-1 Moresc 45 - 10
T-2 Moresc 2.7 - 36
T-3 Moresc 2.7 600 674
T-4 Blat 4.5 - 476
T-5 Blat 2.7 - 577
T-6 Blat 2.7 200 938
T-7 Blat 2.7 400 1215
T-8 Blat 2.7 600 1461
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Taula 4.5. Energia metabolitzable aparent de les dietes experimentals.

Corey  FOSTON nOfitic E”Z;;gi'tta’a EMA EMAn
(g/kg) (FTU/g) (MJkgMS)  (MJ/kgMS)
Moresc 4.5 - 13.0 12.3
Moresc 2.7 - 12.8 12.2
Moresc 2.7 600 12.7 12.1
Error estandard 0.14 0.15
Pr>F NS NS
Blat 4.5 - 12.0 11.4
Blat 2.7 - 12.1 11.5
Blat 2.7 200 12.1 11.5
Blat 2.7 400 12.5 11.9
Blat 2.7 600 12.0 11.5
Error estandard 0.13 0.13
Pr>F NS NS
Contrasts (Pr >T)

Dieta P-normal vs. Dieta P-deficient NS NS
No enzim vs. Fitasa NS NS

NS: no estadisticament significatiu.

Taula 4.6. Concentracions de cendres dels dits i de minerals en I’ excreta; retencié aparent de fosfor
total i calci de les dietes.

Fosfor  Coeficient Calci en

Cereal Fosfor no Enz;;giltt asa Cegict:l;es total en retenci6 excreta Crc:grf::?gt
fitic (g/kg) (FTU/qg) (9/ka) excreta fosfor  (%/MYS) calci
(%/MS) total
Moresc 45 - 1322 0.92% 0.63° 2.832 0.29°
Moresc 2.7 - 109° 0.37° 0.78% 1.74° 0.40%
Moresc 2.7 600 117° 0.36° 0.80% 1.48° 0.47%
Error estandard 15.3 0.029 0.032 0.113 0.017
F)r > F * % * %% * % * %% * %%
Blat 45 - 133? 0.95° 0.53° 2.75° 0.18
Blat 2.7 - 109° 0.47° 0.69% 2.01° 0.17
Blat 2.7 200 111° 0.40° 0.73% 1.75° 0.16
Blat 2.7 400 119° 0.43 0.72% 1.77° 0.21
Blat 2.7 600 117° 0.44™ 0.71% 1.86° 0.25
Error estandard 116 0.023 0.050 0.122 0.020
F)r> F * %% * %% NS * %% * %%
Contrasts(Pr > T)
Dieta P-normal vs. Dieta P-deficient *xx *xx NS *xx *xx
No enzim vs. Fitasa aa NS NS NS NS

NS: no estadisticament significatiu; ** (P < 0.01); *** (P < 0.001).
2P Mitjanes en una columna sense |letra comuna difereixen significativament (P < 0.05).
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Taula 4.8. Equacions de resposta per pes final i cendres de dits de broilers que menjaren dietes de
blat amb nivells creixents de fosfor no fitic i de fitasa afegida.

item Fosfor no fitic R? Fitasa afegida R?
Dietes de blat
Pes final (g) Y =44200+3327X  0.99 Y =54249+0052X 055
Cendresdits (g/kg) Y =74.379+12.949X  0.86 Y =109.23+0016X 077

Taula4.9. Valors calculats d’ equivaléncia de fosfor per a dietes de blat.

Fitasa, U / kg dieta 250 500 750 1000
FNF equivaent, g/kg

Pes final® 3.41 3.80 4.19 4.58
Cendres dits? 3.00 3.31 3.61 3.92
Mitjana de FNF equivalent, g/kg® 3.20 3.55 3.90 4.25
P aliberat, g/kg 0.50 0.85 1.20 1.55
% de P fitic* 22 37 52 68

P dliberat (g/kg) / 100 U de fitasa 0.202 0.171 0.160 0.155

1Y =3.018+1.566 * 10° X, ’ = 0.99; on Y = FNF (g/kg) i X = activitat fitasa (Unitats per quilogram)
2y =2691+1.230* 10° X, r*=0.99; on Y = FNF (g/kg) i X = activitat fitasa (Unitats per quilogram)
3 Valorsde pesfinal i cendres dits amb un pes estadistic igual.

* Fosfor fitic en aquesta dieta era de 2.3 g/kg.
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5.1. Introduccid

La fitasa és un enzim ampliament estudiat en els darrers anys, pel gran interés en diversos aspectes:
nutritiu, ja que I'addici6 de fitasa incrementa la utilitzacio per part dels animals del fosfor de les
plantes, principalment en forma de fitat; i ambiental, ja que I'addici6 de fitasa disminueix |'excrecio
de fosfor, reduint I'eutroficacio.

Fitasa és un enzim fosfatasa acida amb activitat estereasa, que és capag d'hidrolitzar I'nexafosfat de
mio-inositol a grups ortofosfats inorganics i aliberar mio-inositol lliure d'alguns ésters fosfonics
més baixos (Reddy i col., 1989).

Pot trobar-se fitasa endogena intestinal, perd aguesta té una activitat molt baixa. La majoria de les
fitases provenen d'ingredients de la dieta o és d'origen microbia (Ravindran i col., 1995), Aixi, la 6-
fitasa (EC 3.1.3.26) en pinsos prové basicament de ceredls i llegums, mentre que €ls
microorganismes presents en el tracte intestinal produeixen la 3-fitasa (EC 3.1.3.8). La temperatura
optima per al'activitat fitasica es troba entre 45 i 60° C, disminuint rgpidament a temperatures més
elevades (Wodzinski i Ullah, 1996).

Els efectes positius associats a |'addicié de fitasa a dietes d'aviram inclouen millores en €
creixement (Perney i col., 1993; Ravindrani col., 2001) i ladigestibilitat, especialment de proté nes
(Broz i col., 1994; Kornegay i Qian, 1996: Sebastian i col., 1996). Shan fet pocs estudis per
estudiar lainfluéncia del tractament per calor sobre |'activitat enzimatica, o lainactivacio de I'enzim
en pinsos en forma de granulat (Edwards i col., 1999; Jongbloed i Kemme, 1990; Viverosi cal.,
1994; Viverosi cal., 2002). Lavelocitat de destrucci6 del fitat pel procés d'autoclau sembla ser més
baixa quan € fitat esta associat a proté nes i/o cations en productes naturals com cereals o olis de
[lavors. En algunes matéries primeres, com l'arros o el blat, € fitat és molt estable a |'escalfament,
perd en atres productes naturals, per exemple alguns llegums, €l fitat es degrada rgpidament en un

temps petit (Reddy i col., 1989).
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El principal objectiu d'aguesta prova fou avaluar els efectes d'una fitasa microbiana afegida al pinso
en € creixement del pollastre broiler, i sobre |’energia de ladietai la retencid de minerals en dietes

gue contenien fitasa enddgena o no, segons la presencia de cereal (ordi) autoclavat o no tractat.

5.2. Material i métodes

5.2.1. Maneig dels animals.

Siutilitzaren tres-cents vuitanta-quatre pollastres d'engreix mascles d'un dia d'edat de la raca Ross
308. La prova acaba als 24 dies. Només sinclogueren en I'experiment els animals lliures de
qualsevol senya clinic (aixd és, sense problemes de potes o atres membres, ulls oberts i
comportament actiu). Els pollastres es van posar en 48 gabies en dues bateries Petersime’ prové des
amb calefaccio eléctrica, en una sala sense finestres i amb ventilaci6 forgada. Els programes de llum
i temperatura varen ser els estandards emprats en lagranja. L'aiguai el pinso en forma de farina van
ser subministrats ad libitum durant tot |'experiment.

5.2.2. Tractamentsi disseny experimental

Sutilitzaren sis tractaments, variant en la presencia o abséncia de fitasa microbiana, €l cereal emprat
(ordi no tractat o autoclavat) i en la concentracio de fosfor no fitic (FNF) (4.5 g/kg i 2.7 g/kg)
(Taula5.1). L'ordi es vatractar per vapor calent (autoclavat a 105°C durant 15 min, amb 10 mm de
doblada). Després del procés es va confirmar la destruccio de fitasa endogena. Es van utilitzar vuit
repliques de cada tractament experimental, contenint cada replica vuit pollastres broiler mascles.
5.2.3. Produccié del pinso i composicié nutritiva de les dietes

Abans de fer la barrgja, tots els ingredients del pinso, excepte € greix, la sal, el fosfat bicalcic, e
carbonat calcic, les vitaminesi el corrector mineral, es van moldre mitjangant un moli de martell de

30 CV fins que les particules passaren pel tamis de 3 mm. Durant tot |'experiment es va oferir una

2 petersime Incubator Company, Gettysburg, Ohio, USA.
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sola dieta en forma de farina. Les dietes bassals es formularen per ser isonitrogenades i
isocaloriques (Taula 5.2).

L'energia metabolitzable (EM) es va estimar a partir dels valors d'EM dels ingredients de les taules
de composicié dels aiments de I'lNRA (Sauvant i col., 2002). L'ordi erade lavarietat Baraka de la
collita del 2000. La fitasa microbiana (EC 3.1.3.8) emprada en l'estudi era una preparacio
experimental (SP-1002 en pols amb una activitat fitasica de 3295 U/kg, de Hoffman-La Roche). Les
dietes incld en, des del primer dia, 5 g de dioxid de titani (TiO,) per quilo de pinso com a marcador
de digestibilitat.

5.2.4. Analisis quimiques

Abans d'analitzar, totes les mostres de les dietes experimentals i de les matéries primeres es van
moldre en tamis de 0.5 mm. Les mostres foren analitzades utilitzant métodes estandards (AOAC,
1990) per materia seca (codi 934.01), proté na bruta (codi 976.05), extracte eteri (codi 920.39),
cendres (codi 942.05) i fibra bruta (codi 978.10). La concentracio de fosfor total es va anditzar
colorimetricament pel métode del molibdo-vanadat (codi 965.17). La concentracié de calci es va
analitzar per espectroscopia d'absorcié atomica de flama. L'activitat fitasica present en les materies
primeresi en els pinsos finals es va analitzar pel métode descrit per Engelen i col. (1994). L'activitat
b-glucanasica es va determinar amb un metode basat en la utilitzacié de substrat acolorit, que en
aquest cas fou Azo-glucad' ordi (McCleary i col., 1997). Es va construir una corba estandard a
partir de les dades obtingudes després d'incloure I'enzim en diferents concentracions en els pinsos
controls (sense enzim incorporat en la fabricaci6). El contingut de b-glucans es determina segons
McCleary i Glennie-Holmes (1985). El contingut de fosfor fitic es determina en les materies
primeres i e pinso mitjancant e métode descrit per Haug i Lantzsch (1983). La concentraci6 de
dioxid de titani present en pinsosi excretes sanalitzasegons Short i col. (1996).

5.2.5. Parametres productius.

Els pollastres es pesaren conjuntament quan arribaren ala granja. Entre elsdies 7 i 21 es calcularen

el consum de pinso, guany mig diari i index de conversio del pinso. La mortalitat senregistra
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diaiament, incloent la causa de la mort. En € dia 11, savalua € percentatge d'animals amb culs
bruts. Des del dia 14 fins a 17 Senregistra e consum d'aigua, consum de pinso i la relacio
aigua/pinso. La qualitat de I'os i la deposicio del fosfor savaluaren amb la mesura de la
concentracié de cendres dels dits en el final de I'experiment, utilitzant dos ocells per gabia (16
pollastres per tractament de la dieta), segons el métode descrit per Potter i col. (1995).

5.2.6. Prova de balang

Es va emprar € dioxid de titani com a marcador en la metodologia per determinar |'energia
metabolitzable aparent (EMA) i laretencié aparent de fosfor total i calci de les dietes experimentals.
Les excretes es recolliren € dia 21 durant un periode curt de temps, es guardaren a -20°C, i
finalment es liofilitzaren. Posteriorment, les mostres d'excreta es molgueren i es guardaren per a
analitzar. L'energia bruta de les mostres de les dietes i les excretes Sanalitzaren amb un calorimetre
amb bomba adiabatica IKA, C-400 (DIN 51900, 1977) per obtenir |'energia metabolitzable aparent
(EMA).

5.2.7. Estudis deretencié mineral.

Tots els animals se sacrificaren en els dies 22, 23 0 24 per injecci6 intravenosa de pentobarbital
sodic. Es tragueren i es pesaren els pancrees. Sagafaren les mostres ileals des del diverticle de
Meckel fins a 15 cm abans ala unid ili-cecal, i es guardaren en gel fins a determinar la viscositat
intestinal de la digesta fresca. Les mostres d'aquesta digesta se centrifugaren a 12000 rpm durant 5
minuts a 15° C, i després el sobrenadant es recolli i emmagatzemat en gel fins a determinar la
viscositat, usant un viscosimetre digital Brookfield, mantingut a 30°C i |legida després d' un periode
d estabilitzacié d' 1 min. Després de I'eutanasia, Sagafaren els dits del mig de dos pollastres per
replica (entre el segon i €l tercer metatars), es guardaren en bosses de plastic i posteriorment foren
pesats i calcinats per obtenir els valors de cendres dels dits (Cabahug i col., 1999). Abans de
I'eutanasia, sagafaren mostres de sang per puncio cardiaca. El plasma se separa per centrifugacio de
la sang durant 10 min a 2000* g, i es determinaren les concentracions de fosfor i calci en € plasma

(Limai col, 1997).
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5.2.8. Cura delsanimals
Tots els procediments experimentals utilitzats estan aprovats pel Comité Etic d'Experimentacio
Animal del'|RTA.
5.2.9. Calculs
Mitjancant la seguent formula es calcularen els valors dEMA de les dietes. Es feren les correccions
apropiades per diferencies en el contingut de la humitat.

EMA = EByieta - [ (TiO2gieta/ TiOzexc) ~ EBexc ]
on EBge«a €s I'energia bruta del pinso i EBe €S I'energia bruta de I'excreta. Els coeficients de
digestibilitat aparent ileal es calcularen amb la seglient formula, utilitzant e procediment del
marcador inert.

Dig X = 1- [ (TiO2, giet~ Xexc) / (TiO2exc ™ Xiet) ]
on Xgiet €slaconcentracio en ladietai Xec €slaconcentracio en I'excreta
5.2.10. Andlisi estadistica.
Les dades sanalitzaren com un disseny de blocs a l'atzar via andlisi de varianga, usant els
procediments del General Lineal Models (GLM) del Statistical Analysis System Institute Inc.
(1985). La significancia estadistica es va establir a P < 0.05. Si es trobaren efectes principals
significants, les mitjanes es compararen pel test Duncan de rangs multiples.
Els efectes de I'addici6 de fitasa microbianai e tractament de I'ordi Sexaminaren en un conjunt de
contrasts lineals:

Addicid de fitasa microbiana: T-2, T-5vs. T-3, T-6

Tractament d'ordi; T-2, T-3vs. T-5, T-6
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5.3. Resultatsi discussio

5.3.1. Matéries primeresi pinsos

Abans de comencar la prova, es va redlitzar un estudi per determinar les condicions d'autoclau
necessaries per inactivar |'activitat fitasica endogena present en I'ordi. Els resultats d'aquesta prova
es presenten en la Taula 5.3. Per tant, tot |I'ordi Baraka es va dividir en dues meitats, i unad'elles es
va autoclavar a 105°C durant 15 min (10 mm de profunditat), i es va usar en els tractaments4, 5i 6.
L'activitat fitasica del pinso determinada per analisi es mostren en la Taula 5.4. El procés d'autoclau
inactiva la fitasa endogena present en l'ordi (T-4 i T-5 vs. T-1 i T-2), i les activitats fitasiques
mesurades en els tractaments T-3 i T-6 confirmen |'addicié de 500 U/kg de la fitasa microbiana
exogena. Aquests resultats estan en acord amb els trobats per Jongbloed i Kemme (1990) que van
descriure la inactivacié de la fitasa endogena a temperatures superiors a 60°C. Després del procés
d'autoclau, es va observar una reducci6 del fosfor fitic en totes les dietes, estant al voltant del 8%
pel fosfor fitic de I'ordi (dades no mostrades). Altres caracteristiques de I'ordi (com €l's continguts
de b-glucansi de pentosans) no es veieren afectades pel tractament de calor.

5.3.2. Parametres productius

En la Taula 5.5 es mostren les dades corresponents al creixement animal avaluat durant €l periode
entre els dies 7 i 21. Es van trobar diferéencies estadisticament significants entre els tractaments en
tots el's parametres. Els animals que consumiren les dietes T-2 i T-5 (deficients en FNF) menjaren
significativament menys pinso, creixeren a una velocitat significativament més lenta, i aconseguint-
se un pes final més baix que pels que menjaren les dietes control T-1 | T-4, respectivament.
L'addicio de fitasa exogena a les dietes deficients de P millora el creixement animal a nivells
comparables als animals que menjaren dietes amb control positiu. No sobservaren efectes per la
presencia de fitasa endogena en les dietes T-1 a T-3 en relacio a les dietes T-4 a T-6,
respectivament. Potkansky (2000) descrigué que la fitasa del cereal mostra només e 40-79% de

I'eficacia de la fitasa microbiana degut a pH baix present en el tracte intestinal del broiler.
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El procés d'autoclau incrementa la viscositat de I'ordi, resultant en una major quantitat de culs bruts
als 11 dies en pollastres que consumiren les dietes amb ordi autoclavat (per exemple, 41% per aT-1
i 85% per a T-4, Taula 5.6). Els animas que consumiren ordi autoclavat presentaren unes
viscositats significativament més altes que els broilers que consumiren ordi no tractat (P<0.001). El
percentatge de culs bruts estava ben correlacionat amb la viscositat intestinal (Taula 5.6). El procés
d'autoclau afecta alguns parametres nutritius, per exemple, el midd. Segons Reddy i col. (1989), €
tractament de calor pot causar gelatinitzacié de les molécules de mido, aixi que és d'esperar un
increment en la viscositat intestinal en els animals que menjaren dietes amb cerea autoclavat.
Gracia i col (2003) també van descriure les modificacions de parametres com les estructures de
proté na i de fibra degut a procés térmic. En ordi no germinat, I'activitat b-glucanasica és molt
baixa 0 no n'hi ha (Fincher, 1992). Knuckles i Chiu (1999) afirmaren que € procés d'autoclau
disminueix l'activitat b-glucanasa entre un 50 i un 75%, mentre que lzydorczyk i col. (2000)
afirmen que, en abséncia de b-glucanasa el pes molecular dels b-glucans solubles és més gran, com
a resultat de I'augment de la viscositat intestinal. No obstant, les baixes activitats b-glucanasa
trobades en I'ordi cru no explica totalment I'increment de la viscositat mesurada després del procés
d'autoclaul.

El consum daigua dels animals que menjaren dietes deficients de P (T-2 i T-5) va ser
significativament més baix que la d'aquells que menjaren les dietes control (T-1 i T-4), digua
manera que e consum de pinso (Taula 5.6). L'addicié de la fitasa microbiana a les dietes deficients
de P millorael consum d'aiguai pinso fins a nivells similars a's de les dietes control positiu (T-3 vs.
T-1,i T-6 vs. T-4, respectivament). Els broilers que menjaren ordi autoclavat també mostraren un
consum d'aigua superior a dels animals que menjaren les dietes amb I'ordi sense tractar (143.7 g/d
versus 133.3 g/d).

En laTaula 5.7 es presenten els valors energetics de les dietes experimentals. La inclusio de cereal
autoclavat en les dietes no modifica els valors energetics. En les dietes que contenien ordi sense

tractar, no sobservaren efectes en els valors dEMA degut a la fitasa exdgena, mentre que I'addicio
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de fitasa a les dietes deficients de P millora els valors de I'energia en les dietes amb ordi autoclavat
(T-6vs. T-5, Taula5.7).

5.3.3. Estudis de retencié mineral

Els resultats de la determinacio de la matéria seca i de les cendres dels dits es mostren en la Taula
5.8. Es van trobar diferencies estadisticament significatives entre els tractaments en la concentracio
de les cendres dels dits. Els animals que menjaren els tractaments T-2 i T-5 (deficients de P)
mostraren valors més baixos que la resta danimals. Els pollastres dels tractaments T-3 i T-6
presentaren majors percentatges de cendres en dits que aquells que menjaren les dietes T-2 i T-5,
observant-se que la fitasa microbiana corregeix parciament la deficiencia de fosfor en la dieta.
Aquests resultats podrien ser usats com a indicadors de la biodisponibilitat de fosfor, i per
corroborar una deposicié més gran de P quan safegeix I'enzim fitasa als pinsos.

En la Taula 5.8 es poden observar les dades corresponents a la concentracio plasméica de calci i
fosfor dels broilers. Els animals que menjaren dietes deficients de P van tenir concentracions de
fosfor en plasma significativament menors (P<0.001), comparat als broilers que menjaren les dietes
control, i també concentracions majors de calci (P<0.001). Aquest efecte va ser més pronunciat
guan els broilers van menjar ordi tractat, on sinactiva la fitasa endogena. La inclusié de fitasa
microbiana augmentaels nivells de fosfor en plasmai redui la concentracié de calci, pero elsvalors
obtinguts no van igualar els dels animals que menjaren les dietes control positiu, seguint un patro
similar a percentatge de cendres en dits. En el nostre estudi, |a fitasa endogena de I'ordi no influi en
les concentracions minerals del plasma, doncs no es trobaren diferéncies significatives degut al
tractament de I'ordi. La fitasa és un enzim depenent de pH, tal com és ben conegut. La majoria de
fitases microbianes presenten dos intervals de pH optim, 2.5 - 3.0 5.5 - 6.0, mentre que e pH
optim de la fitasa endogena del cerea és 5.5 - 6.0. Ravindran i col. (1995) van descriure que les
fitases microbianes son més efectives i consistents que les fitases de les plantes, ja que €
proventricle és el Iloc d'accié de I'enzim, i que el proventricle té un pH de 4.8 (Denbow, 2000). Al

pH del proventricle, la fitasa microbiana provada mostra una activitat maxima del voltant del 86%
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(Simon i Igbasan, 2002). Les fitases dels cereals son menys estables en pH &cid del tracte digestiu i
poden ser inactivades. Llavors, la fitasa microbiana és I'enzim que actua en la retencié mineral.
Aquestes observacions estan d'acord amb Simons i col. (1990), qui trobaren que la fitasa de les
plantes son menys efectives que les microbianes en la utilitzacio del fosfor. Aixo és degut a petit
interval de pH en que es desenvolupa |'accié enzimatica.

Ta com era d'esperar, la concentracio de calci en plasma va ser més baixa després de |'addicio de
fitasa microbiana. Alguns autors (Han i col., 1997; Orban i col., 1999) han descrit que la
concentracié en plasma de calci disminueix i la concentracié de fosfor augmenta quan sinclou
fitasa en dietes deficients de P. Quan €l nivell de P en les dietes és baix, es produeix un augment en
la concentracio de 1,25(0OH).Dg3, i creix I'absorciod intestinal de fosfor. Quan els animals mengen
dietes amb fitasa microbiana afegida, els grups fosfats del fitat es degraden i pot ser absorbit, i
[lavors ser usat per a creixement.

En la Taula 5.8 es mostren els pesos dels pancrees. No sobservaren diferéncies estadistiques en €l
pes del pancrees degut ala preséncia o no de fitasa endogena o pel nivell FNF de la dieta.

En la Taula 5.9 es mostren les concentracions de fosfor i calci de I'excreta recollida as 21 dies. Ta
com es pot observar, € contingut de P trobat en I'excretes dels animals que menjaren dietes
deficients de P (T-2, T-3, T-5i T-6) va ser menor que la determinada en les excretes dels animals
gue menjaren les dietes control (T-11 T-4) (un 40% menys de fosfor), encara que es va trobar una
interaccio positiva entre I'enzim fitasa i e procés d'autoclau. Les concentracions de calci en les
excretes dels animals que menjaren les dietes deficients de P van ser un 30% menors que les
trobades en les excretes dels animals que menjaren les dietes control. L'addicié de I'enzim fitasa
microbiana en els tractaments T-3 i T-6 va millorar significativament la retencié de fosfor
(P<0.001) s escomparaalesdietes control T-1i T-4, respectivament (Taula5.9). Aquests resultats
estan d'acord amb €ls trobats en un estudi previ de I'lRTA (dades no publicades). La retencio de
calci va ser menor en els tractaments T-4 1 T-6 que la de les dietes amb ordi sense tractar (P<0.001).

L'addicio6 de fitasa microbiana a les dietes amb ordi sense tractar no millorala retencié de Caen les
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dietes deficients de P (T-2 vs. T-3), pero en les dietes amb ordi autoclavat la inclusio de la fitasa
millora laretencié de Cafins a nivells similars als de les dietes control (T-5i T-6 vs. T-4). Amb €l
tractament per calor, els cations bivalents units als grups fosfats del fitat son alliberats, i llavors
minerals com el calci o el zinc esdevenen més disponibles (Reddy i col., 1989).

En aquest experiment, els animals menjaren dietes amb una ata relacié CaFNF (3:1), similar as
usats per Denbow i col. (1995) i Qian i col. (1996). Posteriorment, Dieckmann i col. (2002) van
descriure que, en estudis de disponibilitat de fosfor, larelacié Ca:FNF de la dieta no hauria d'estar
per sota de 1:1 ni per sobre de 2:1. A relacions superiors, la retencid de calci disminueix
dragticament en, aproximadament, 40% i 20%, respectivament. Shaurien de realitzar més estudis
per confirmar aquests resultats de retencié i excrecié amb relacions baixes de Ca:P.

En general, no sobservaren efectes importants per la preséncia o no de fitasa endogena de I'ordi,
perd lainclusié de fitasa microbiana a dietes d'ordi deficients de fosfor augmenta la retencié aparent
de fosfor i redui la presencia d'aquest element en I'excreta de broilers (per sobre del 45%), resultant
un factor favorable pel medi ambient. A més, € percentatge de cendres dels dits i la concentracio
plasmética de fosfor i calci també van ser influ ts pels continguts de fosfor de ladietai la presencia
o no de fitasa exdgena, seguint una tendencia similar als parametres productius, i mostrant la seva

utilitat com aindicadors del metabolisme del fosfor en avicultura.

Taula 5.1. Tractaments experimentals.

Tractaments Dieta Fc}sfor no Enzim fitasa *
fitic (g/kg) (FTU/kg)
T-1 Ordi sense tractar - soja 4.5 -
T-2 Ordi sense tractar - soja 2.7 -
T-3 Ordi sense tractar - soja 2.7 500
T-4 Ordi autoclavat - soja 4.5 -
T-5 Ordi autoclavat - soja 2.7 -
T-6 Ordi autoclavat - soja 2.7 500

* Enzim usat: Phytase SP 1002 CT batch PPQ 6883 en pols (Activitat fitasica: 3295 U/g) (aportat per Roche Vitamins Ltd,
Bade)
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Taula5.2. Composici6 de les dietes base.

INGREDIENT (g/kQ) P Normal P deficient
Ordi 583.03 576.62
Farina de soja 480g CP/kg 187.51 229.12
Llard 60.00 60.00
Farina de soja extrusionada 122.21 101.41
DL-metionina 4.16 2.94
L-lisina HCI 154 1.28
L-treonina 0.63 0.18
Carbonat calcic 5.66 4.25
Fosfat bicalcic 6.65 6.08
Sal 4.60 4.12
Mineralsi vitamines 4.00 4.00
Contingut estimat de nutrients. (g/kg)

Energia metabolitzable (MJkQ) 12.48 12.48
Proté na bruta 213.8 2235
Fibra bruta 42.2 42.5
Extracte eteri 100.0 96.2
Cendres 66.6 55.7
Lisina 11.5 12.0
Met + Cys 10.1 9.2
Cdci 11.0 8.1
Fosfor total 6.7 5.0
Fosfor no fitic 4.5 2.7
Fosfor fitic 2.2 2.3
Fitasa endogena (U/kQ) 249 247

" Un kg de pinso conté: Vitamina A, 12000 IU; Vitamina D3, 2400 IU; Vitamina E, 30 mg; Vitamina K3, 3 mg;
Vitamina B4, 2.2 mg, Vitamina By, 8.0 mg; Vitamina Bg, 5.0 mg; VitaminaBqo, 11.0 g; Acid folic, 1.5 mg; Bioctina,

150 g; Pantotenat calcic, 25 mg; Acid nicotinic, 65 mg; Etoxiquina, 150 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Zn, 40 mg; Mn, 60
mg; Se, 0.15 mg; I, 0.33 mg.
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Taula5.3. Efecte del procés d'autoclau (105°C) en les caracteristiques de |'ordi.

Ordi en farina

Tempsd'autoclau (min)

0 10 15 20
Fitasa (U/kg) 191 52 2 0
Viscositat (mPa.s) 7.70 451 4.50 4.72
Pentosans totals (g/kg DM) 70.2 70.4 73.1 72.2
b-Glucans totals (g/kg DM) 45.2 43.9 44.6 45.2
Ordi sencer Tempsd'autoclau (min)
0 10 15 20
Fitasa (U/kg) 221 41 0 0
Viscositat (mPa.s) 7.74 5.76 4.55 4.67
Pentosans totals (g/kg DM) 74.5 715 68.0 66.8
b-Glucans totals (g/kg DM) 45.5 44.9 45.0 45.1
Taula5.4. Activitat fitasica determinada per andlisi en les dietes experimentals.
_ Eosfor no Enzi_m fitasa Enzi_m fitasa
Tractaments Dieta fitic (g/kg) afegit analitzat
(FTU/qg) (FTU/qg)

T-1 Ordi notractat - soja 4.5 - 162

T-2 Ordi no tractat - soja 2.7 - 196

T-3 Ordi no tractat - sogja 2.7 500 765

T-4 Ordi autoclavat - soja 4.5 - 0

T-5 Ordi autoclavat - soja 2.7 - 12

T-6 Ordi autoclavat - soja 2.7 500 567
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Taula5.7. Energia metabolitzable aparent de les dietes experimentals.

Fosfor no Enzim fitasa
: e . EMA EMAN
Tractaments Ordi fitic afeqgit
(g/kg) (FTU/g) (MJ/kgMS) (MJ/kgMS)
T-1 No tractat 4.5 - 12.6"™ 11.8°
T-2 No tractat 2.7 - 12.4° 11.6°
T-3 No tractat 2.7 500 12.8™ 12.0™
T-4 Autoclavat 45 - 13.2% 12.5%
T-5 Autoclavat 2.7 - 12.6™ 11.8™
T-6 Autoclavat 2.7 500 13.5% 12.72
Error estandard. 0.23 0.22
Pr> F * % * %
Contrasts (Pr>T)
Enzim vs. No enzim * % * %
Ordi tractat vs. no tractat NS *

NS: No significant (P2 0.05), * P<0.05, ** P<0.01.

L es mitjanes dins una columna sense lletra comuna difereixen significativament (P < 0.05).
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EFECTE DE L'ADDICIO DE FITASA MICROBIANA A DIETESAMB

SUBPRODUCTESEN PRESENCIA O NO DE FITASA ENDOGENA
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6.1. Introducci6

L’ addicié de enzims microbians a pinsos utilitzats en avicultura ha incrementat en els darrers anys.
En alguns casos, s afegeixen per reforcar I’ accid dels enzims endogens, ja sigui dels ingredients de
la dieta o del propi animal, que moltes vegades sdn poc actius en les condicions del tracte
gastrointestinal. Un exemple d’ aquests enzims és la fitasa.

La fitasa es troba involucrada en el metabolisme del fosfor, facilitant e trencament de I'enllag
fosfor-fitat, reduint la capacitat de I'acid fitic de quelar minerals, especialment els bivalents, o
d unir-se amb molécules de midd i proté nes (Ravindran i col., 1995). L alliberament d’ aquestes
nutrients permet millores en la productivitat avicola, i unamillor utilitzacio del fosfor present en les
llegumsi els cerealsi subproductes emprats en la fabricacio del pinso.

La fitasa microbiana [3-fitasa (EC 3.1.3.8)] més emprada és la que procedeix de llevats o fongs, i en
especia la procedent del génere Aspergillus. Les fitases originaries d aquests microorganismes
presenten dos intervals optims de pH, entre 2.5-3 i 5.5-6 que facilita la seva acci6 dins €l tracte
intestinal. Les fitases vegetals [6-fitasa (EC 3.1.3.26)] tenen un interval de pH optim entre 451 5.5
(Reddy i cal., 1989) per sotadel pH intestinal.

El marge de temperatures optimes de les fitases es troben entre 45 i 60°C (Wodzinski i Ullah,
1996), disminuint rgpidament la seva activitat a temperatures més elevades, no trobant-se activitat a
temperatures superiors a 100°C (Juanpere i col., 2004). Les temperatures de fabricacié dels pinsos
acostumen a ser entre 70 1 90°C, i per tant, es facil pensar que I’ activitat fitasica dels ingredients de
la dieta pot reduir-se o anul la-se per efecte de la temperatura. Comercialment, les fitases
microbianes es presenten amb una coberta protectora que comporta no veure's afectades per la
temperatura, especialment quan el pinso es prepara en forma de granul (Lopez-Alvarez, 2002).

En avicultura, lamajoria d’ estudis que s han realitzat sobre els efectes de la disminuci6 de lafitasa
endogena s han realitzat en cereals (Jongbloed i Kemme, 1990), no existint massa informacié sobre
com afecta en subproductes i les seves consegiiencies. En canvi, si que s han redlitzat estudis de la

degradacié de la fitasa en subproductes (seg6 de blat) en estudis d’ humans. Sandberg i col. (1986,
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1987 i 1996) han desenvolupat estudis en els que descriuen métodes per inactivar |a fitasa, avaluar
la metodologia emprada, i estudiar els efectes en la dieta dels humans, trobant que I'absorcié de
ferro amb dietes amb segd de blat cru o seg6 de blat amb la fitasa inactivada era quasi bé igual,
augmentant significativament quan s afegia fitasa microbiana activa a la dieta (Sandberg i
col.,1997).

Dins dels estudis referits a subproductes en pollastres, trobem que Viverosi col. (2002) van passar
seg6 de segol per autoclau a120° i 15 min, per a després subministrar-ho en dietes de moresc-soja.
Ribeiro i col (2003) van utilitzar dietes de moresc-soja amb segd d’ arrds, que és at en fitat, i van
sotmetre la dieta a un procés de granulacio (a 85°C). Aquests autors van trobar que la granulacio no
afecta negativament | activitat fitasica de les dietes.

Els principals objectius d' aguest assaig foren |’avaluacio dels efectes en la biodisponibilitat de
fosfor i altres minerals per I'addicié de fitasa exogena a dietes de moresc-soja amb seg6 de blat,

depenent de la presencia o no d' activitat fitasica endogena del segd de blat.

6.2. Material i métodes

6.2.1. Maneig delsanimals

S utilitzaren dos-cents vuitanta-vuit pollastres mascles de laragca Ross 308 d’' 1 diade vida. La prova
va durar 24 dies. Només es van utilitzar els animals sense problemes de potes, amb ulls obertsi un
comportament actiu. Els pollastres es posaren en 48 gabies situades en dos bateries Petersime, en
una nau sense finestres i amb calefaccio electrica i ventilacié forgada. Els programes de Ilum i

temperatura emprats foren els habituals en la granja, seguint el segtient programa:

la setmana 30-35°C 0-4 dies: 23 h de llum
2a setmana; 29-32° C 4-10 dies; 20 h de llum
3a setmana: 27-30° C 10fins al fina: 18 h de llum

L'aiguai & pinso en forma de farina es varen subministrar ad libitum durant tot I’ experiment.
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6.2.2. Tractamentsi disseny experimental

Els animals es distribu ren en vuit tractaments, que variaven en e subproducte emprat (tractat o no
per |’ autoclau), € nivell de subproducte (0, 5 0 10%), i € nivell de fitasa exdgena (500 U per kg de
pinso), tal com es mostra en la Taula 6.1. El blat es va tractar en autoclau per un procés de vapor
calent (a 105° C durant 10 minuts, en safates de 10 mm de profunditat), comprovant-se la total
eliminacié de I'activitat fitasica en finaitzar el procés (Taula 6.2). Tots els tractaments
experimentals es replicaren sis vegades, i cada réplica contenia sis animals. Els animals només
reberen un pinso durant tot I’ assaig.

6.2.3. Fabricacio del pinso i composici6 nutritiva de les dietes

Tots s ingredients inclosos en els pinsos, excepte € greix, la sal, e fosfat bicalcic, € carbonat
calcic, vitamines i € corrector mineral, i €ls productes avaluats, varen ser molts en un moli de 30
CV, a una mida de tamis de 3mm. Les dietes base es formularen per tal que fossin totes iguals en
proté nesi en energia, tal com esveu en la Taula6.3. El seg6 de blat i e moresc van ser de la collita
de 2000. La fitasa microbiana (E.C. 3.1.3.8) utilitzada en |’ assaig era una preparacié experimental
(SP-1002 en forma de pols, amb una activitat fitasica de 3295 U/kg, de I’ empresa Roche Vitamins).
Des del primer dia de I'assaig, €ls pinsos contenien dioxid de titani (TiO,) com a marcador de
digestibilitat, en una concentraci6 de 5g per kg de pinso.

6.2.4. Andisi quimica

Totes les mostres de les dietes experimentals i les materies primeres es passaren pel moli amb un
sedds de 0.5 mm. Les mostres s analitzaren utilitzant els méetodes estandards de I’ AOAC (1990) per
matéria seca (Codi 934.01), extracte eteri (Codi 920.39), cendres (Codi 942.05), proté na bruta
(976.05) i fibra bruta (Codi 978.10). La concentraci6 de fosfor total s'analitza colorimétricament pel
meétode del molibdo-vanadat (Codi 965.17). La concentracié de calci es va anditzar per
espectrofotometria d' absorcio atomica de flama. El bioxid de titani en els pinsos, les excretes i els

continguts ileals s analitzaren segons e procediment descrit per Short i col. (1996). L’ activitat
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fitasica present en les matéries primeres i els pinsos finals s analitzaren segons Engelen i col.
(1994).

6.2.5. Parametres productiusi assaig de balang

Els animals es pesaren conjuntament en arribar ala granjai per gabiaals 21 dies, tanmateix com €l
pinso. Aixi es calculael consum de pinso, € guany de pes mig diari i I’index de transformacié entre
1i 21 dies. Lamortalitat S enregistra diaiament, incloent la causa de la mort. En el desé dia, esva
avaluar el percentatge d’ animals amb culs bruts. Entre els dies 15 i 19 de I'assaig es registraren €l
consum d’aigua, de pinso, i S obtingué la relacié aigualpinso. L’energia metabolitzable aparent
(EMA) es determina pel procediment del marcador d’ oxid de titani. Les excretes es recolliren en el
21é dia de I'assaig, durant un periode curt de temps, per tal que fossin fresques, van ser
emmagatzemades a -20° C, i finament liofilitzades, posteriorment, es molgueren i
S emmagatzemaren pel seu andisi. L’ energia bruta de les mostres dels pinsos i de les excretes foren
analitzades mitjangcant un combustié complerta en un calorimetre adiabaic IKA C-400 (DIN 51900,
1977) per obtenir I'EMA de les dietes.

6.2.6. Estudis sobre la retencié de minerals

Tots els animals es varen sacrificar mitjancant injeccié intravenosa de pentobarbital sodic en €els
dies 22, 23 i 24 de I'assaig experimental. Es recolliren mostres intestinals des del diverticle de
Meckel finsa 15 cm abans ala unié ili-cecal, que foren emmagatzemades en gel, per tal de mesurar
la viscositat intestinal de la digesta fresca. Les mostres d aquests continguts digestius es
centrifugaren a 12000 rpm durant 5 min a 15° C, i els sobrenadants recollits es guardaren en gel fins
gue la viscositat fos determinada mitjancant un viscosimetre digital Brookfield, mantingut a 30°C i
llegida després d'1 min. Abans de I’eutandsia, es recolliren mostres de sang de dos animals per
replica, per puncié cardiaca. El plasma se separa per centrifugacio de la sang a 2000 * g durant 10
minuts (Limai col., 1997), i es determina la concentracié de fosfor i calci del plasma. Tanmateix,

després de I’ eutanasia, es tallaren els dits del mig de dos animals de cada réplica (entre el segoni €
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tercer tars), que foren pesats i calcinats per tal d’ obtenir els valors de cendres dels dits (Cabahug i
col., 1999).
6.2.7. Cura delsanimals
Totes els procediments emprats amb els pollastres han estat aprovats pel Comité Etic
d Experimentaciéo Animal del’|RTA
6.2.8. Cdculs
Els valors d EMA de les dietes es calcularen segons la férmula seglient, tenint en compte que es
realitzaren les correccions apropiades per diferencies en € contingut d’ humitat.
EMA = EB giegta - ((TiO2, gieta/ TiO2 excreta)  EB excreta)
0N EB gieta | EB excreta SON I energia bruta del pinso i de I’ excreta, respectivament.
Els valors d EMA corregida per una retencié de nitrogen zero (EMAN) es calcularen segons la
formula seglient:
EMAN, gea= EMA —[ (GMD * 0.2 8220) / (CMD * 6.25) ]
Els coeficients de digestibilitat dels nutrients es calcularen usant el procediment de marcador per la
seglient formula:
Dig X = 1- ((TiOz dieta” X excreta) / (TiO2 excreta” X dieta) )
on X gieta | X excreta SON la concentracio del nutrient X en ladietai en I’ excreta, respectivament.
6.2.9. Andisi estadistica
Les dades es varen analitzar amb una andlisi de varianca amb disseny de blocs al’ atzar, emprant els
procediments General Lineal Models (GLM) del Statistical Analysis System Institute Inc. (1985).
La significancia estadistica s accepta quan P < 0.05. Quan es trobaren que €els efectes principals
eren significatius, les mitjanes individuals foren comparades mitjancant €l test de Duncan de
interval multiple. Els efectes principals de I’addicié de fitasa microbiana, del tractament amb
autoclau i del nivell deinclusio del seg6 de blat foren analitzats pels seglients grups de contrasts:
Addici6 de fitasa microbiana: T-1, T-51 T-7 enfront de T-4, T-61i T-8.

Tractament de segd de blat: T-2i T-3 enfront de T-5i T-7.
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Nivell inclusi6 de segd de blat: T-21i T-5 enfront de T-3i T-7.

6.3. Resultats

6.3.1. Tractament del segé de blat

Préviament a la prova experimental en granja, es van redlitzar uns estudis per optimitzar les
condicions emprades en el procés d’ autoclau necessaies per inactivar lafitasa endogena del seg6 de
blat. Els resultats obtinguts en el nostre laboratori (1219 U de fitasa per g pel segd de blat normal, i
menys de 5 U/g pel seg6 de blat a 10, 15, 20 i 30 minuts) ens van demostrar que les condicions eren
les adequades. En la Taula 6.2, es presenten els valors de I’ activat fitasica obtinguts en les dietes
usades en |’ assaig experimental, segons analisi reaitzat per I'empresa DSM Nutritional Products, en
lasevaseu de Basilea. L'andlisi de les dades ens permet comprovar com €ls tres primers pinsos, que
tenen un creixement en la concentracio de segd de blat, presenten la mateixa tendenciaen I’ activitat
fitasica, amb el doble de valors de la dieta amb 10% de seg6 respecte a la dieta amb 5% (153 U/g
per ladietaamb 10% i 83 U/g per la dieta amb un 5% de seg0), essent aquests valors |leugerament
superiors as valors tedrics (Taula 6.3). Observant els valors de fitasa dels T-4, T-6 i T-8 es
confirma que la quantitat de fitasa exogena afegida es troba propera ales 500 U de fitasalkg. També
es pot comprovar com les dietes amb e segd passat per I'autoclau i la dieta sense seg6 tenen
activitats fitasiques molt baixes, tal com correspon, i que estan per sota del limit de deteccié de 50
U/Kg.

6.3.2. Parametres productius

Tant el pes dels animals en el darrer dia de la prova com el guany de pes mig diari i el consum mig
diari de pinso es veieren afectats tant per la presencia de fitasa microbiana exogena en les dietes
com per la presencia de fitasa endogena del segd de blat (Taula 6.4). Es pot dir que I'addicio de
fitasa exdgena va fer augmentar € pes final en uns 30-35 grams respecte als animals que no

menjaren fitasa microbiana, essent € guany mig d’uns 2 grams, la mateixa quantitat que va créixer
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el consum de pinso. L’index de transformacio (relacié entre consum de pinso i guany de pes) va
donar una significancia de P = 0.0541 per al’ addici6 de fitasa exdgena a les dietes, amb valors més
interessants per a la produccié quan la fitasa és afegida, mentre que quan el segd és passat per
I’autoclau no s obtingueren diferéncies estadisticament significatives. La inclusié de 10% de seg6
en les dietes experimentals de moresc-soja va produir animals més grans i amb una eficacia millor
(P < 0.001), perd tant en les dietes amb un 5% com per un 10% els animals consumiren igual
quantitat de pinso.

Si tenim en compte, pero, € periode de temps dels dies 15 a 19, podem comprovar com €l consum
de pinso i aigua es veu afectat tant per I’addicié de la fitasa exdgena, com pel nivell de segd en la
dieta (P < 0.05) o com per I'eliminacié de la fitasa endogena (P < 0.001), tal com es pot observar en
laTaula6.5. Entotstres casos, larelacio entre I’ aigua begudai € pinso consumit es manté igual, no
essent estadisticament diferent.

6.3.3. Viscositat intestinal

En la Taula 6.5 es mostren €l's valors obtinguts de viscositat intestina de tots els animals. L’ andlis
jerarquic de tots els tractaments ens mostra que no hi ha diferencies pel que fa a la viscositat, tot i
que € valor més baix estrobapels T-1i T-8 (2.8 mPa.s) i & més at pel T-6 (4.5 mPa.s), essent més
del 60% superior un de I’ altre. Aquesta manca de diferéncia en els resultats també es veu reflectida
en efectuar les analisis dels diferents contrastos. Es va observar que cap dels tres factors estudiats
van fer canviar laviscositat del contingut intestinal.

6.3.4. Valors energéticsi digestibilitat de nutrients

En la Taula 6.6 es mostren els valors de I'EMA i I'EMAnN. El vaor energéetic més gran s obtingué
per la dieta amb 10% de seg6 i fitasa (T-8), mentre que els més baixos fou per les dietes T-1 i T-2,
ésadir, ladietasense segd i la dietaamb un 5% de seg6 no tractat, respectivament.

No es produ ren diferéncies significatives per I’ eliminacio de la fitasa endogena del seg6 de blat en
cap dels dos parametres. Si que se n’'observaren en ambdds parametres quan s analitza el factor

fitasai € nivell de segd. Es van obtenir valors energétics més elevats quan, per una part, s inclogué
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fitasa en la dieta, i per atra banda, s'inclogué segé en un 10%, ja que per mantenir les nivell
energétic de la dieta, també inclogué en la dieta un 6% de llard.

Pel que fa a la digedtibilitat ilea de protd na (Taula 6.6) es mostren només els resultats
corresponents a la mitjana dels tractaments, ja que per problemes de quantitat de mostra, es van
barrejar les diferents répliques per obtenir només una réplica sola. Per tant, es presenten les dades
com ainformacié de quines son, tot i no tenir opcid de realitzar I’ estudi estadistic. Velent les dades
es pot observar que € valor més alt s obté per la dieta amb 10% de seg6 i sense tractar (85.0%),
mentre que per les dietes amb 10% de segd i autoclavat presenten els valors més baixos (81.5% per
la dieta sense fitasa i 81.4% per la dieta amb fitasa) conjuntament amb la dieta amb un 5% de segd
no tractat (81.4%).

Ladigestibilitat fecal de midé va ser bastant elevada, obtenint-se valors dins d’' un petit interval, que
va des del 93.1% de T-3 fins a 95.0% del T-2. L’aplicacio de fitasa en les dietes va produir
diferencies entre els tractaments amb una significancia de P = 0.0575. Tenint en compte aquest grau
de significancia, els millors resultats s obtingueren després d’ afegir la fitasa microbiana. Les dietes
amb 5% de seg6 donaren millors resultats que les que tenien un 10% en la seva composicio (P <
0.01), donant un percentatge major en un 1.7% (94.8 enfront de 93.1%). No s obtingueren millores
degut ala presencia de la fitasa endogena del segé de blat.

6.3.5. Efectes sobre la disponibilitat de minerals

Les dades de la composicié mineral del plasma dels animals emprats en |’assaig es troben en la
Taula 6.7. Observant les dades es pot veure que la presencia de fitasa microbiana en la dieta
produeix un augment en la concentracié de fosfor no fitic (en més d’ un 25%). La quantitat de fosfor
en el plasma va lligada a la concentracio de calci. La preséencia de fitasa exdgena en les dietes fa
disminuir la presencia de calci en € plasma, cosa que es ratificaen realitzar el contrast corresponent
ala preséncia de fitasa microbiana (P < 0.0001), havent-hi un descens des de 14.3 fins a 13.2 mg/dl.

L’ eliminaci6 de la fitasa endogena del segd de blat no va tenir cap efecte sobre la concentracio de
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calci, pero si en ladel fosfor no fitic, provocant una disminucié properaal 12% (de 6.3 a 5.6 mg/dl).
No s observa cap efecte per ladiferent quantitat de seg6 de blat present en les dietes.

La concentracio de cendres en els dits es un bon indicador de la mineralitzacio per I’ aportacié de la
dieta. Només s observaren efectes significatius deguts a I’ addicié de fitasa microbiana en la dieta,
amb augments que van des de 11.3 a 12.0%, per les dietes sense fitasa i amb fitasa, respectivament.
Per acabar de comprovar agquest fet, es mesura la quantitat de fosfor en els dits, obtenint-se que la
preséncia de fitasa exdgena provoca un increment estadisticament significatiu des de 14.5 fins a
15.0% (P < 0.01).

Laingestio, excrecio i retenci6 aparent de fosfor total es mostren en la Taula 6.8. Amb els resultats
dels contrastos lineals obtinguts només s observaren efectes en la quantitat ingerida de fosfor total
deguda a I’addicié de fitasa exogena i a I’eliminacié de I’endogena del segd. Es produeix un
augment en la ingestio del fosfor total propera a 10% (21 grams) quan s afegeix la fitasa
microbiana, i hi ha una disminuci6 del consum (19 grams) en eliminar la fitasa endogena, ambdues
variacions en € mateix sentit que laingesta de pinso. No s observaren variacions estadistiques en la
retencio aparent de fosfor total en cap dels tres contrastos estudiats. Malgrat no ser significatius, si
gue es poden observar unes tendencies a augmentar la retencié de fosfor total després de I'addicié
de fitasa microbiana en les dietes (62.7% sense fitasai 65.8% amb fitasa, P = 0.10) i per I"augment
en € nivell de segd (60.9% per les dietes amb 5% de segb i 62.6% per les dietes amb 10% de sego,
P =0.40), i adisminuir per I'éiminacio de la fitasa endogena mitjancant |’ autoclau (62.8% sense
fitasai 60.9% amb fitasa, P = 0.45). Pel que faal’ excreci6 del fosfor total, s observaren tendéncies
a ser menors després d’ afegir lafitasaala dieta, d augmentar €l segd i d’ eliminar lafitasa endogena

del segd.
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6.4. Discussio

Amb I’ estudi realitzat s ha pogut comprovar que temperatures superiors a 100°C permeten inactivar
I’enzim fitasa de subproductes de molinera, amb una alta activitat fitasica endogena. Segons dades
d analisi del laboratori IRTA, el segd de blat utilitzat en la composicio de les dietes presentava una
activitat de 1219 U/g en e seu estat natural. S ha pogut determinar que |’ activitat dels pinsos ja
fabricats eranul la o quas bé nut la en els tractaments T-5 a T-8 (Taula 6.2), tenint en compte que
I”Gnic ingredient amb una quantitat important de fitasa endogena era €l seg6. Sandberg i els seus
col laboradors (1987) ja van descriure que cuinant una dieta de segd per a humans, encara que
siguin condicions molt fortes, pot fer perdre I'activitat fitasica del segd, sense que observessin
canvis en € contingut de mido, dels components de la fibra de la dieta o del fitat. En un altre estudi
del mateix grup (Sandberg i col., 1996), €ls autors van aconseguir inactivar la fitasa endogena de
mostres de 100 grams de seg6 després de passar-lo per un autoclau a una temperatura de 120°C
durant 6 minuts. Les condicions emprades en aguesta prova van diferir en una menor temperatura
(perd encara superior a la temperatura de desnaturalitzacié de I’enzim) i més temps (10 minuts),
utilitzant-se agquest temps ja que les mostres que es posaven en |'autoclau cada vegada eren
superiors a1 quilo de pes.

Lainclusié de la fitasa microbiana en les dietes experimentals de moresc-soja amb seg6 de blat van
produir augments significatius en el creixement dels pollastresi en el consum de pinso (Taula 6.4).
Les millores trobades en ambdds parametres permeten que I'index de transformacié pugui
considerar-se que és diferent degut a la presencia de I’enzim exogen a una significancia del 5.4%,
una mica superior a 5% que tenim establert com a limit acceptat. L’index va ser millor
productivament parlant, és a dir més baix, quan la fitasa fou afegida als pinsos. Aquests resultats
estan d'acord amb €l que troben altres autors (Broz i col., 1994; Windisch i Kirchgebner, 1996;
Ahmad i col, 1999). Com és ben sabut, les dietes de moresc-soja son les més emprades en els
estudis de creixement i de digestibilitat, tant en porcs com en pollastres. Per aix0, encara que en €l

nostre estudi €l seg6 de blat s addiciona de manera gradual, la base de la dieta esta composada pel
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moresc com a cereal, i per tant com a aportacié principal d’energia, i la soja, com a aportacio
proteica.

L’ eliminaci6 de la fitasa endogena del segd de blat, juntament amb la baixa activitat de la dieta base
de moresc-soja va produir un menor consum de pinso, i com a resultat, un menor creixement dels
animals. Les dues disminucions, que son de I'ordre del 6-7%, no van fer variar I'index de
transformacio, mantenint-se la relacio en presencia o no de fitasa endogena. Es pot pensar, doncs,
gue la fitasa endogena no fa variar molt les dades productives. Pero no és aixi, jaque I’animal té un
pes inferior en uns 25 g respecte al’animal que consumeix fitasa endogena de la dieta, i, a més, en
aguest segon cas, I’ index de transformacié també és menor.

Les dades referents al consum d'aigua i pinso, durant la tercera setmana del periode experimental
(Taula 6.5), semblen confirmar que, la fitasa exdgena influeix incrementant aguests parametres i
gue I'eliminacié de la fitasa endogena els disminueix. De manera similar, la relacié entre I’aigua
beguda i e pinso ingerit es va mantenir constant, encara que sembla que la tendencia sigui a
augmentar (més aigua beguda per cada gram de pinso consumit) quan hi ha fitasa afegida 0 seg6
tractat.

Els valors obtinguts de viscositat intestinal no es modificaren per la fitasa, ja sigui I’exogena
afegida o I’ endogena inactivada. En qualsevol cas, els valors obtinguts son baixos, com és habitual
en dietes en qué el moresc representa I’ingredient principal (veure dades en |'assaig 5, capitol 8).
Amb I’ observacié de les dades de cada tractament (Taula 6.5), no es pot treure massa idees de com
afecta e procés d'autoclau o I'addicié de fitasa exdgena. Les dietes amb un increment lineal de
seg0 sense tractar presenten un increment similar de viscositat. Per tant, aixo pot fer pensar que el
seg6 com a matéria primera fa incrementar la viscositat, tot i tenir-ne només 1.59 mPa.s a pH 1.5.
En preséncia de fitasa exdgena, la viscositat presenta un comportament irregular, encara que no
significatiu: es manté igual sense segd; amb 5% de seg0, augmenta des de 3.5 a 4.5 mPas; i amb

10% de seg0, disminueix desde 3.4 a2.8 mPa.s.
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L’ addici6 de fitasa microbiana en les dietes de moresc, soja i segd de blat va produir augments en
els valors energétics de les dietes, cosa que també es dona en contrastar les dietes amb 10% de seg6
respecte les que en portaven un 5%. L’augment dels valors energetics per la fitasa esta ben
documentat (Ravindran i col., 1995 i 2001; Ravindran, 1999), podent ser explicat per la hidrolisi de
I’acid fitic que fa que les protd nes i € midé que poden estar units siguin més disponibles. La
millora per una major quantitat de segd de blat en la dieta no és massa clara. L’ addici6 de seg6 de
blat fa disminuir la presencia de moresc en la dieta, € qual té més del doble d energia
metabolitzable (13.85 MJkg) que & seg6 (6.56 MJkg) (Leeson i Summers, 1991), el que semblaria
gue €els valors energetics haguessin de disminuir. Per0 per evitar aquesta disminuci6, i en €l nostre
cas també compensar-la, s afegeix una major quantitat de Ilard, amb una energia metabolitzable de
35.96 MK/kg, que fa augmentar 0.12 MJkg |’energia de la dieta amb 10% de segb respecte a les
dietes que en tenen un 5%.

Lainclusié d un 10% de seg6 en les dietes va permetre una millora en les digestibilitats fecals dels
nutrients. Tal com s acaba de dir, en aguesta dieta la quantitat de greixos és més elevada que en les
anteriors, per la qual cosa és més facil que pugui ser assimilat en el cos i augmentar-ne la retencio.
En canvi, I'augment de la quantitat de segd en les dietes va propiciar una disminucié en la
digestibilitat fecal del midd, segurament deguda a qué augmentant el segd també s augmenta la
concentracio de PNA, i per tant fent menys disponible e mid6. Lainclusié de la fitasa microbiana
no va variar la digestibilitat de lipids deixant-laigual, perd si que millorala de mid6 encara que va
ser en una significancia de P = 0.0575. Com se sap la fitasa permet que el midd enllacat al grup
fosfat de I'acid fitic s'alliberi augmentant la seva utilitzacio, tal com descriuen Ravindran i col.
(2000).

La concentraci6 plasméicade calci disminui i lade fosfor no fitic augmenta després de I’ addicié de
fitasa microbiana en les dietes (Taula 6.7). L’eliminacié de la fitasa endogena pel procés de
temperatura (T-2 i T-3 enfront de T-51 T-7) va tenir una influencia negativa en la concentracio de

fosfor no fitic, disminuint-la, passant de 6.3 a 5.6 mg/dl (P < 0.05), observant-se que amb una P =
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0.0754 la concentraci6 de calci augmenta des de 13.8 fins a 14.3 mg/dl. Probablement, €l procés
d’ autoclau ha produ t modificacions en € fitat, que poden ser de tipus d’ estructura, canviant la seva
conformacid, o també pel trencament denllacos, la qual cosa ha permés que augmenti la
concentracio de calci lliure en el seg6, i per tant en resulti més disponible. Com que sembla que hi
ha un augment en la concentracié de calci, es podria entendre € perque de la disminuci6 de la
concentracié del fosfor no fitic. Encara que veient aguesta disminucié ens pot portar a pensar que la
temperatura modifica I’ estructura de I’ acid fitic, canviant la conformacié i produint uns altres tipus
d enllacos, que no pas € trencament total de I’enllag fitat-fosfor, doncs hauria de augmentar la
concentraci6é de fosfor. De produir-se aixi, S estaria en desacord amb Mulimani i col. (2003), €els
quals van observar que I'autoclau produeix reduccions significatives d’'acid fitic en lleguminoses,
gue contenen una concentracié molt elevada d’ aquest (18 — 26%).

L’ addici6 de I’ enzim fitasa microbiana en les dietes de moresc i soja amb seg6 de blat va augmentar
la concentracié de cendres dels dits (Taula 6.7) significativament en un 0.7%, aproximadament.
L’ augment en la quantitat de les cendres indica que més minerals s han dipositat en els 0ssos dels
animals, grecies e fet que s ha augmentat 1a seva disponibilitat pel trencament del complex fitat-
minerals per accié enzimaica. Deposicio que es confirmaamb I’ analisi de la concentracio de fosfor
en les cendres dels dits, anb un augment del 0.5% en valor absolut (de 14.5 a 15.0%). Alguns
autors ja han descrit I’augment de la concentracié de minerals en 0ssos, ja sigui en els dits, com en
el nostre cas, 0 en tibia (Zanini i Sazzad, 1999), encara que també hi ha estudis que mostren que
I’ aplicacié de fitasa microbiana en dietes de moresc i soja (sense segd) no produeixen variacio en la
concentracio de fosfor en tibia en broilers (Broz i col., 1994; Sebastian i col., 19963, b) i en porcs
(Young i col., 1993). Aquests autors descriuen millores amb les cendres i fosfor, pero també en
altres minerals com el Ca, Cu 0 Zn, encara que no en tots els casos els resultats siguin significatius.
L’ eliminaci6 de lafitasa endogena del segd no va produir variacions en la retenci6 aparent de fosfor
total (Taula 6.8). La manca de variacions també es va produir en €l cas de I’addici6é de fitasa

microbiana. En la bibliografia, generalment, I’addicié de fitasa a dietes de moresc-soja representa
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un increment en la retencio de fosfor total (Cabahug i col.,1999; Zanini i Sazzad, 1999; Pérez-
Vendrell, 2000b; Rutherfurd i col., 2004), cosa que no passa en aquest estudi en els tractaments T-1
i T-4, que es corresponen a dietes de moresc-soja sense segd afegit amb i sense fitasa exogena,
respectivament. Perd, a més, € valor obtingut pel tractament T-1 (66.2%) és bastant elevat si €l
considerem per a valors normals per a aquest tipus de dietes trobats tant en els nostres assaigs
(veure dades de I'assaig 1; Juanpere i col., 2001, 2002) com en treballs d altres autors (Sebastian i
col., 1996g; Lani col., 2002).

Quan s augmenta la quantitat de segd inclos en les dietes, també s augmenta la concentracié de
fosfor total present, ja que el seg6 té una elevada concentracié de minerals en la seva composicio
(11.6 g de fosfor total/kg en el segd de blat enfront de 2.8 g/kg de moresc i 6.1 g/kg de soja, segons
Eeckhout i De Paepe, 1994). Una de les condicions fixades en el moment de formular és que les
dietes han de tenir 2.7 g de fosfor no fitic per quilo de pinso, per tant hi ha d’ haver un increment en
la concentraci6 de fosfor fitic. En principi, aguest fet no ha de tenir influéncia en la retenci6 aparent
del fosfor s ens fixem amb la fitasa microbiana afegida a la dieta, doncs en fer els contrastos de les
dietes amb i sense fitasa es contrarestarien els possibles efectes, i per lamateixarad enI’andlisi dels
efectes de la fitasa endogena. On si que es podrien produir diferéncies seria en |’ estudi del contrast
del nivell de seg6, ja que, com s ha dit anteriorment, les dietes amb 10% de segd tenen una major
concentracio tant de fosfor total com de fitic, perd aguestes diferéncies no s han trobat.

Un parametre important per avaluar els beneficis de lafitasa és el de |’ excrecio de fosfor total. Amb
I’enzim s aconsegueix una millor utilitzacié i, per tant, hauria de disminuir la quantitat excretada
per I'animal. En agquest experiment, amb dietes baixes amb fosfor no fitic, I’excrecio no es veu
modificada per la presencia de I’enzim exogen, ja que en les dietes amb nivells de fosfor no fitic
igual a 0.45%, nivell recomanat pel NRC, €l que s excreta és |’ excedent afegit en la dieta. Les dades
no sén sorprenents doncs ja s ha observat en atres experiments duts a terme pel nostre grup (Pérez-

Vendrell i col., 2000a)
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L"augment de la concentraci6 de segb de blat té una especial incidencia en els valors energeétics de
ladietai en la digestibilitats fecal de mido i lipids (Taula 6.6). En posar un 10% de seg6, I'EMA i
I’EMAnN de |la dieta augmentaren ambdds significativament. En afegir € seg6, aportacio principa de
fibra de la dieta, (i per tal d' assgjar dietes isoenergetiques) s ha de fer una modificacié de la
composicio de la dieta, ja que disminueix el valor energetic de la dieta (el segd te menys energia
gue €l moresc) i augmenta la quantitat de greix o llard a afegir. Aquest greix més disponible és €l
que fa augmentar I’ energia metabolitzable de la dieta. L’addicié d'una major quantitat de segé de
blat va fer disminuir la digestibilitat del midé en quasi bé un 2%, resultat que estaen desacord amb
el trobat per Jorgensen i col. (1996), on en un estudi amb concentracions més elevades de seg6 (19 i
38%) no van observar variacions, amb una digestibilitat del 97%, en dietes d’ ordi.

La finalitat de I’Gs del seg6 en animals monogastrics i en humans és diferent. En els animals fa
disminuir la viscositat, fent que el contingut que passa per I’intesti sigui més assimilable, mentre
gue en el's humans actua com a arrossegador de substancies, com per exemple el colesterol. Ambdés
efectes, no obstant, son produ ts per la gran concentracié de PNA que presenta el seg6. Tal com
S ha dit, en augmentar e nivell de segd, sha de posar més greix, nutrient que esdevé més
disponible, per sobre del que pot haver-hi en el moresc o la soja, i consegiientment, s incrementa la
sevadigestibilitat.

L’ augment de la concentracié de seg6, disminucio del moresc present, que és de 70 g/kg de la dieta
al 5% aladel 10% de seg0, i la pujada que tot aixd implicaen € greix aafegir aladieta (de 39 a60
o/kg per les dietes del 5% i 10%, respectivament), fan que els animals que menjaren les dietes amb
una major presencia de seg6 presentaren un pes fina superior as altres, amb un increment del
consum de pinso i una disminucié de I'index de transformacié (Taula 6.4). Tal com s ha descrit
anteriorment, el factor que té una major accié és la quantitat de greix, que permet una major
aportaci6 energetica disponible, i €ls subsequients resultats en el's parametres productius.

En general, lainclusié de fitasa en dietes de moresc-soja deficitaries en fosfor, en presencia de sego

de blat, va tenir efectes beneficiosos sobre la produccié de pollastres broilers, amb una millor
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aportaci6 energetica de la dieta, perd sense tenir repercussions pel que fa al’ excrecio de fosfor, que
es mantingué igual. Quan en aquestes dietes s afegeix segd de blat, sembla que afegir un 10% pot
ser més beneficios que I'addicié d'un 5%, ja que els resultats productius i de digestibilitat de
nutrients sdn més positius. L’ eliminacié de la fitasa endogena del segd de blat present en dietes de
moresc-soja deficients de fosfor no seria recomanable ja que va suposar un menor consum de pinso
i creixement dels animals, i una disminucié en el fosfor no fitic en plasma. Les digestibilitats de

nutrients i retencions minerals no variaren per I’ eliminacié de lafitasa.

Taula 6.1. Tractaments experimental emprats.

Fosfor nofitic Enzim fitasa®

Tractaments Sego6 de blat (9/ka) (Ulkg)
T-1 0% No tractat 2.7 -
T-2 5% No tractat 2.7 -
T-3 10% No tractat 2.7 -
T-4 0% No tractat 2.7 500
T-5 5% Autoclavat 2.7 -
T-6 5% Autoclavat 2.7 500
T-7 10% Autoclavat 2.7 -
T-8 10% Autoclavat 2.7 500

! Enzim usat: Phytase SP 1002 CT batch PPQ 6883 en forma de pols (Activitat fitasica: 3169 U/g) (subministrat per
Roche Vitamins Ltd, Basilea)

Taula6.2. Activitat fitasica trobada en les dietes experimentals.

. Enzim f_ita.sa Enzim fitasa

Tractaments Sego6 de blat ?Le/gd)t analitzat (U/g)!
T-1 0% No tractat - <50
T-2 5% No tractat - 83
T-3 10% No tractat - 153
T-4 0% No tractat 500 657
T-5 5% Autoclavat - <50
T-6 5% Autoclavat 500 626
T-7 10% Autoclavat - <50
T-8 10% Autoclavat 500 660

! analisi redlitzat per Roche Vitamins Ltd.
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Taula 6.3. Composicio de les dietes experimentals.

Seg6 de blat

INGREDIENT (g/kQ) 0% 506 10%
Moresc 604.0 536.9 467.2
Seg6 de blat - 50.0 100.0
Farina de soja 480 g/kg 343.1 339.5 3345
Llard 18.1 39.1 60.0
DL-metionina 2.6 2.6 2.7
L-lissnaHCI 0.7 0.7 0.7
Carbonat calcic 12.0 12.0 12.0
Fosfat bicalcic 10.7 10.5 10.2
Sa 4.7 4.7 4.7
Clorur de colina 50% 0.2 0.2 0.2
Mineralsi vitaminesl 4.0 4.0 4.0
Composici6 estimada de nutrients (g/kg)

Energia metabolizable (MJkg) 125 125 125
Proté nabruta 205.1 206.5 210.0
Fibra bruta 24.3 26.6 28.8
Extracte eteri 47.0 67.2 87.3
Cendres 55.4 56.2 56.9
Lisina 12.0 12.0 12.0
Met + Cys 9.2 9.2 9.3
Cdci 8.1 8.1 8.1
Fosfor total 6.0 6.3 6.6
Fosfor no fitic 2.7 2.7 2.7
Fosfor fitat 3.3 3.6 3.9
Fitasa endogena (U/kQ) 6 66 127

1un kg de pinso conté: Vitamina A, 12000 1U; Vitamina D3, 2400 IU; Vitamina E, 30 mg; Vitamina K3, 3 mg;
Vitamina B4, 2.2 mg, Vitamina By, 8.0 mg; Vitamina Bg, 5.0 mg; VitaminaBqo, 11.0 g; Acid folic, 1.5 mg; Biotina,

150 g; Pantotenat calcic, 25 mg; Acid Nicotinic, 65 mg; Etoxiquina, 150 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Zn, 40 mg, Mn, 60
mg, Se, 0.15mg, I, 0.33 mg
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Taula 6.4. Parametres productius 1-21 dies.

Enzim fitasa )
) . Pes final GMD CMD IT
Tractament Seg6 de blat ?Le/gd)t © (g/d) (g/d) (9/9)
T-1 0% No tractat - 650™ 29% 40° 1.39°
T-2 5% No tractat - 702% 31® 43 1.382
T-3 10% No tractat - 740° 33 43 1.31°
T-4 0% No tractat 500 682> 30~ 4% 1.37%
T-5 5% Autoclavat - 642¢ 291 40° 1.382
T-6 5% Autoclavat 500 689° 31° 41% 1.35°
T-7 10% Autoclavat - 708%® 30® 41% 1.30°
T-8 10% Autoclavat 500 7322 33 43 1.30°
Error estandard 13.2 0.6 0.7 0.010
Pr > F * %% * %% * % * %%
Contrasts(Pr >T)
No enzim vs Fitasa ** *x*® ** 0.0541
No tractat vs Autoclau ** ** ** NS
5% de seg6 vs 10% de seg6 *x *xk NS *xk

NS: no significatiu, ** P£ 0.01, *** P £ 0.001.
Les mitjanes dins d’ una columna amb lletra no comuna difereixen significativament (P £ 0.05).

Taula6.5. Consum d'aiguai pinso entreelsdies 151 19, i viscositat intestina al final de la prova.

Enzim fitasa Consum de Consum Relacio Viscositat
Tractaments  Segd de blat afeqgit pinso (g) d’'aigua aigua/pinso intestinal
(Ulg) (9) (9/9) (mPa.s)
T-1 0% No tractat - 67> 154 2.3 24
T-2 5% No tractat - 71° 152 2.2 3.1
T-3 10% No tractat - 74 162 2.2 3.6
T-4 0% No tractat 500 70° 152 2.2 29
T-5 5% Autoclavat - 66° 137 2.1 35
T-6 5% Autoclavat 500 69™ 155 2.2 45
T-7 10% Autoclavat - 69™ 148 2.2 3.4
T-8 10% Autoclavat 500 70° 156 2.2 2.8
Error estandard 1.5 49 0.05 0.61
Pr>F *% NS NS NS
Contrasts (Pr >T)

No enzim vs Fitasa * * NS NS
No tractat vs Autoclau ** ** NS NS
5% de seg6 vs 10% de segd * * NS NS

NS: no significatiu, * P£ 0.05, ** P£ 0.01, *** P £ 0.001.
Les mitjanes dins d’ una columna amb lletra no comuna difereixen significativament (P £ 0.05).
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Taula 6.8. Retenci6 aparent, ingesta i excrecio de fosfor total de les dietes experimentals.

Enzim Fosfor Retenci6 Ingestade Excrecié
. fitasa totalen aparentde  fosfor de fosfor
ITEERME  FEEaislle afegit excreta fosfor total total
(Ulg) (%/MS)  total (%) (9) (mg)
T-1 0% No tractat - 0.54 66.2 193° 65
T-2 5% No tractat - 0.64 62.8 2282 85
T-3 10% No tractat - 0.59 62.7 208" 77
T-4 0% No tractat 500 0.58 66.2 206" 70
T-5 5% Autoclavat - 0.61 50.1 192° 79
T-6 5% Autoclavat 500 0.64 61.2 205" 75
T-7 10% Autoclavat - 0.61 62.8 207° 77
T-8 10% Autoclavat 500 0.59 67.4 2282 74
Error estandard 0.035 2.3 3.7 0.5
Pr>F NS NS Rl NS
Contrasts (Pr > T)
No enzim vs Fitasa NS NS * k% NS
No tractat vs Autoclau NS NS *okx NS
5% de seg6 vs 10% de sego NS NS NS NS

NS: no significatiu, * P£ 0.05, ** P£ 0.01, *** P £ 0.001.
Les mitjanes dins d’ una columna amb lletra no comuna difereixen significativament (P £ 0.05).
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EFECTE DE L'ADDICIO DE DIFERENTSNIVELLSDE FITASA
MICROBIANA EN DIETESDE BLAT EN PRESENCIA O NO DE FITASA

ENDOGENA
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7.1. Introduccio

L’enzim fitasa hidrolitza I’ &cid fitic a mio-inositol i a acid fosforic. L' Us d’aquest enzim s ha vist
incrementat darrerament en la indUstria agroalimentaria, pel fet d’augmentar la disponibilitat i la
utilitzacio del fosfor present en les llegumsi els cereals emprats en la fabricacio del pinso. El fosfor,
en forma de fitat, és poc disponible per les aus, degut, entre altres motius, a la baixa activitat de la
fitasa endogena del tracte intestinal. A més, la fitasa endogena present en € pinso, varia molt en
funcié del tipus d'ingredient usat (Ravindran i col, 1995). Aquesta fitasa [6-fitasa (EC 3.1.3.26)] té
un interval optim de pH a voltant de 4.5-5.5 (Reddy i col., 1989) cosa que fa que |I’enzim no sigui
molt actiu a pH gastrointestinal. A més, el seu rang de temperatura optima es troba entre 45 i 60° C,
disminuint rgpidament la seva activitat a temperatures més elevades (Wodzinski i Ullah, 1996),
temperatures que estan per sota de les utilitzades en la fabricacié de pinso i, per tant, molt
probablement sera destrui da per latemperatura. Es per aix0 que en el pinso s afegeix fitasa d’ origen
microbia [3-fitasa (EC 3.1.3.8)], ja sigui d’ origen bacterig de fongs o de llevats, essent una de les
més emprades la provinent de I’ Aspergillus niger. La fitasa d’ aguest origen presenta dos punts de
pH optims a 2.5 i 5.5, i una temperatura optima de 55-60° C, tot i que comercialment es presenta
amb una coberta que la protegeix de temperatures més elevades.

L’addicié de la fitasa microbiana en els pinsos produeix una millora dels parametres productius
(Ravindran i col., 2001; Wu i col., 2003) i de la digestibilitat de nutrients (Kornegay, 1999;
Ravindran i col., 2000; Juanpere, 2002; Baidoo i col., 2003; Wu i col., 2003) tant en porcs com
aviram. A mes, a llarg termini, hi ha una millora mediambiental, amb la reducci6 de I’ excrecié de
fosfor i de la contaminacié del sol.

S han realitzat aguns estudis sobre I’ activitat fitasica endogena dels cereas. Barrier-Guillot i col.
(1996) en un estudi sobre 56 mostres de blat, trobaren que |’ activitat variava des de 206 a 775
U/kg, amb una mitjana de 508 U/kg. Perd no s han fet molts estudis referent a tractament per la
temperatura sobre |’ activitat enziméica, o per lainactivacio en els pinsos granulats (Edwards i col.,

1999; Carlson i Poulsen, 2003). En algunes matéries primeres, com |’arros o € blat, € fitat és molt
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estable al’ escalfament, perd en atres productes com algunes llegums, € fitat es degrada rgpidament
en un periode curt de temps (Reddy i col., 1989). La velocitat de destruccio del fitat per I’ autoclau
sembla ser més petita quan € fitat esta associada amb proté nes i/o cations en productes naturals
com cereals. Carlson i Poulsen (2003) trobaren que € fitat total es podia arribar a degradar entre el
17 i 79%, deixant les mostres de cereal en remull a temperatures de fins a 40°C durant més de 8
hores.

Els principals objectius d’aquest assaig foren I’avaluacié de la biodisponibilitat de fosfor i altres
mineras, i del creixement dels animals, depenent de la presencia o no d’ activitat fitasica endogena
en e blat; i, I'estudi dels efectes de diferents nivells de fitasa exdgena, alguns més ats dels

habituals.

7.2. Material i métodes

7.2.1. Maneig dels animals

S utilitzaren dos-cents vuitanta-vuit pollastres mascles de laraca Ross 308 d’'1 diade vida. La prova
va acabar als 24 dies. Només es van utilitzar els animals sense problemes de potes, amb ulls oberts i
un comportament actiu. Els pollastres es posaren en 48 gabies situades en dos bateries Petersime, en
una nau sense finestres i amb calefaccié eléctrica i ventilacié forcada. Els programes de Ilum i

temperatura emprats foren els habituals en la granja.

la setmana 30-35°C 0-4 dies: 23 h de llum
2a setmana: 29-32° C 4-10 dies; 20 h de llum
3asetmana: 27-30° C 10finsal fina: 18 h de llum

L'aiguai & pinso en forma de farina es varen subministrar ad-libitum durant tot I’ experiment.

7.2.2. Tractamentsi disseny experimental

Els animals es distribu ren en vuit tractaments, que variaven en el cereal emprat (tractat o no per
I”autoclau), el nivell de fosfor no fitic (4.51 2.7 g FNF per kg de pinso), i € nivell de fitasa exdgena
(0, 500 5000 U per kg de pinso), tal com es mostraen laTaula7.1. El blat es vatractar en autoclau

per un procés de vapor calent (a 120° C durant 10 minuts, en safates de 10 mm de profunditat),
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comprovant-se la total eliminacio de I’ activitat fitasica en finalitzar €l procés. Tots els tractaments
experimentals es replicaren vuit vegades, i cada réplica contenia sis animals. Els animals només
reberen un pinso durant tot I’ assaig.

7.2.3. Fabricacio del pinso i composicio nutritiva de les dietes

Tots s ingredients inclosos en els pinsos, excepte € greix, la sal, el fosfat bicacic, € carbonat
calcic, vitamines i € corrector mineral, i els productes avaluats, varen ser molts en un moli de 30
CV, a una mida de tamis de 3mm. Les dietes base es formularen per tal que fossin totes iguals en
proté nesi en energia, tal com esveu en laTaula 7.2. El blat era de la variant Soissons de la collita
de 2002. La fitasa microbiana (E.C. 3.1.3.8) utilitzada en |’ assaig era una preparacio experimental
(SP-1002 en forma de pols, amb una activitat fitassica de 3295 U/kg, de |I’empresa Hoffman-La
Roche). En tots els tractaments s inclogué, des del primer dia, la mateixa dosi de xilanasa (40 ppm),
per evitar els efectes antinutritius dels pentosans del blat. La xilanasa emprada fou Safizym XP-20
LOT N° 3361, de I'’empresa Lesaffre Developement. Des del primer dia de |’assaig, €ls pinsos
contenien dioxid detitani (TiO,) com a marcador de digestibilitat, en una concentracié de 59 per kg
de pinso.

7.2.4. Andisi quimica

Totes les mostres de les dietes experimentals i les matéries primeres es passaren pel moli amb un
sedas de 0.5 mm. Les mostres s analitzaren utilitzant els métodes estandards de I’ AOAC (1990) per
matéria seca (Codi 934.01), extracte eteri (Codi 920.39), cendres (Codi 942.05) i fibra bruta (Codi
978.10). La concentraci6 de proté na bruta del's pinsos es determina pel métode de Dumas (AOAC,
Codi 990.03). La concentraci6 de fosfor total s analitza colorimetricament pel metode del molibdo-
vanadat (Codi 965.17). Les concentracions de calci, ferro i zinc s analitzaren per espectrofotometria
d absorcio atomica de flama. El dioxid de titani en els pinsos, les excretes i els continguts ileals
s analitzaren segons el procediment descrit per Short i col. (1996). L’ activitat fitasica present en les
materies primeresi els pinsos finals s analitzaren segons Engelen i col. (1994).

7.2.5. Parametres productius i assaig de balang

177



Assaig 4: Addici6 de fitasa microbiana a dietes de blat

Els animals es pesaren conjuntament en arribar alagranjai per gabiaals 21 dies, igual que el pinso.
Aixi es calculae consum de pinso, e guany de pes mig diari i I’index de transformacié entre 1i 21
dies. La mortdlitat s enregistra diaiament, incloent la causa de la mort. Entre els dies 15 i 19 de
I’assaig es registraren €l consum d’'aigua, de pinso, i s obtingué la relacié aigua/pinso. L’ energia
metabolitzable aparent (EMA) es determina pel procediment del marcador d' oxid de titani. Les
excretes es recolliren en e 21é dia de I'assaig, durant un periode curt de temps, foren
emmagatzemades a -20° C, i finament liofilitzades, posteriorment, es molgueren i
S emmagatzemaren per la seva andlisi. L’ energia bruta de les mostres dels pinsos i de les excretes
foren analitzades mitjancant un calorimetre de bomba adiabéica IKA C-400 (DIN 51900) per
obtenir-ne I’'EMA de les dietes.

7.2.6. Estudis sobre la retencié de minerals

Tots els animals es varen sacrificar mitjancant injeccié intravenosa de pentobarbital sodic en €els
dies 22, 23 i 24 de I'assaig experimental. Es recolliren mostres intestinals des del diverticle de
Meckel fins a 15 cm abans a la unié ili-cecal, i emmagatzemades en gel, per tal de mesurar la
viscositat intestinal de la digesta fresca. Les mostres d’ aquests continguts digestius es centrifugaren
a 12000 rpm durant 5 min a 15° C, i els sobrenadants recollits es guardaren en gel fins que la
viscositat fos determinada mitjancant un viscosimetre digital Brookfield, mantingut a 30°C i llegit
després d’1 min. Abans de |’ eutanasia, es recolliren mostres de sang per puncio cardiaca. El plasma
se separa per centrifugacié de la sang a 2000 * g durant 10 minuts (Limai col., 1997), i llavors es
determina la concentracié de fosfor i calci del plasma. Després de I’ eutanasia, es tallaren els dits del
mig de dos animals de cada replica (entre el segon i € tercer tars), que foren pesats i calcinats per
tal d' obtenir els valors de cendres dels dits (Cabahug i col., 1999).

7.2.7. Cura delsanimals

Totes els procediments emprats han estat aprovats pel Comité Etic d’ Experimentacio Animal de
I'IRTA

7.2.8. Cdculs
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Els valors d EMA de les dietes es calcularen segons la férmula seglient, tenint en compte que es
realitzaren les correccions apropiades per diferencies en € contingut d’ humitat.

EMA = EB gieta - ((TiO2, gieta/ TiO2, excreta)  EB excreta)

0N EB gieta | EB excreta SON I’ energia bruta del pinso i de I’ excreta, respectivament.

Els valors d EMA corregida per una retencié de nitrogen zero (EMAN) es calcularen segons la
formula seglient:

EMAN, gga= EMA —[ (GMD ~ 0.2" 8220)/ (CMD ~ 6.25) ]

Els coeficients de digestibilitat dels nutrients es calcularen usant el procediment de marcador per la
seglient formula:

Dig X = 1- ((TiOz, dieta” X excreta) / (TiO2, excreta” X dieta) )

on X gieta | X excreta SON la concentracio del nutrient X en ladietai en I’ excreta, respectivament.

7.2.9. Andis estadistica

Les dades es varen analitzar com una analisi de varianca amb disseny de blocs al’ atzar, emprant els
procediments General Lineal Models (GLM) del Statistical Analysis System Ingtitute Inc. (1985).
La significancia estadistica s accepta quan P < 0.05. Quan es trobaren que els efectes principals
eren significants, les mitjanes individuals foren comparades mitjancant el test de Duncan de rangs
multiples. Els efectes principals de I’addicié de fitasa microbiana i del tractament del blat foren
analitzats pels segiients grups de contrasts:

Addicio de fitasa microbiana: T-2i T-6 enfront de T-3, T-4, T-7i T-8.

Tractament ddl blat: T-2, T-3i T4 enfront de T-6, T-7i T-8.

Nivell enzim fitasa microbiana afeqgit (500 vs 5000 U/kQ): T-3i T-7 enfront de T-4i T-8.

Nivell defosfor no fitic (4.5 a/kg vs 2.7 a/kq): T-1i T-5 enfront de T-2i T-6.

179



Assaig 4: Addici6 de fitasa microbiana a dietes de blat

7.3. Resultats

7.3.1. Parametres productius

Els estudis previs van demostrar que les condicions emprades en |’ autoclau per inactivar |I’enzim
fitasa endogena del blat foren efectives. En aquests estudis només es va mirar |’ activitat fitasica, és
adir, la resta de parametres que es poden veure afectats pel procés termic de I’ autoclau no es van
avaluar. En la Taula 7.3, es poden observar els valors obtinguts de I’ activat fitasica en les dietes
usades en |’ assaig experimental. Es pot veure que en les dietes control positiu (4.5 g/kg) i control
negatiu (2.7 g/kg i 0 U) amb blat no tractat, presenten valors quasi idéntics, i que la petita diferéncia
es correspon a valor tedric obtingut en la formulacio. En utilitzar el blat passat per I’ autoclau,
I’ activitat fitasica del control negatiu desapareix, mentre que en el control positiu queda un valor
residua (103 U/kg). Els valors de les dietes amb fitasa microbiana exogena, demostren que hi haun
augment gradual tal com es pretenia. Aixi com que els valors de I activitat de les dietes amb blat
tractat en autoclau sén menors que els de les dietes amb blat no tractat (418 i 4636 enfront de 814 i
4836, respectivament).

Els pollastres que menjaren les dietes control positiu son el's que tingueren un pes més elevat, amb
un maor guany mig diari, respecte as altres animals (Taula 7.4). Tots els animals que van menjar
dietes deficients de fosfor van tenir un creixement menor que els anteriors, encara que similars entre
ells, excepte en € cas dels animals que menjaren dietes control negatiu i sense fitasa, que encara
tingueren un pes més baix. Aquests animals (tractament T-6) tingueren un pes final inferior en 120-
125 grams, respecte als pollastres del T-5. En els contrastos lineals, es van trobar diferencies
significatives pel que fa a la presencia d’enzim fitasa microbia exogen, amb pesos superiors en
preséncia de I’enzim, aixi com també se'n trobaren per I’ efecte de I'autoclau, on en general la
diferencia de pes és d'uns 35 grams. Proporciona ment, es van trobar els mateixos resultats quant al
guany mig diari, tenint en compte que aquest valor és el quocient del pes final pels dies de durada
de I'assaig. No es trobaren diferencies entre el consum mig diari dels tractaments, malgrat que la

preséncia d’ enzim sembla que faci augmentar €l consum, segons es desprén de I estudi del contrast
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lineal de les dietes amb presencia de fitasa microbiana (T-3, T-4, T-7 i T-8) respecte les que no en
tenen (T-2 i T-6) (P [00.05). Amb tots a quests resultats, sobté els valors de I'index de
transformacio. El valor més baix, és a dir, e millor productivament parlant, es correspon a la dieta
control positiu amb blat no tractat (1.353 g/g), mentre que €ls pitjors valors son per les dietes
deficient de fosfor amb el blat passat per I'autoclau, ja sigui amb o sense enzim exogen. Els
contrastos ens confirmem aguests resultats, en qué, per una banda, I'addicio de fitasa microbiana
produeix millores significatives en tots els parametres (P [10.05), originats amb independencia del
nivell de fitasa incorporat a la dieta, doncs no s observen diferéncies entre la presencia de 500 o
5000 U de fitasa per quilo. Per altra banda, els millors resultats s obtenen amb €l blat sense tractar
(P[0.001).

No s obtingueren resultats significatius quant a consum en el control d’aigua i pinso realitzat des
del dia15finsal 19 de |’ experiment, aixi com en larelacié entre aquests dos parametre (Taula 7.5).
Encara que en € cas del consum d'aiguai de larelacié els valors corresponents a T-1 donin més
ats (163.8 enfront a 124.8-136.6, i 2.25 enfront a 1.77-1.98, respectivament) degut a la gran
variaci6 de les dades obtingudes fan que aguestes no siguin significatives.

No es produ ren diferéncies significatives en els valors de viscositat dels continguts intestinals dels
animals, degut a la presencia de I’enzim xilanasa en tots els tractaments en la mateixa dosi (40
ppm), amb valors que varien des de 2.60 mPa.s per la dieta deficient de fosfor i blat autoclavat amb
una dosi de 5000 U de fitasalkg, fins a 3.42 mPa.s per la dieta amb un nivell normal de fosfor i blat
passat per I'autoclau (Taula 7.5). Una mesura relacionada amb la viscositat intestinal és el nombre
d animals que presenten femtes adherides a la cloaca. En aguest assaig no es redlitza aquesta
mesura, ja que en el dese dia de la prova els animals mostraren la cloaca neta.. Cal tenir en compte
gue en tots els pinsos s'incorpora xilanasa per evitar els possibles problemes derivats de la
presencia de polisacaids no amilacis. Avauant I'efecte del procés d autoclau del blat sobre la
viscositat intestinal, es veu que surt significativa (P < 0.05), presentant una viscositat més elevada

els tractaments amb blat autoclavat.
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7.3.2. Valors energetics

EnlaTaula 7.6 es mostren els valors de I'EMA. Els mgjors valors son el corresponents a les dietes
amb 5000 U de fitasa per quilo de pinso, en ambdds casos, és a dir, amb blat sense tractar i € passat
per I'autoclau (3672 i 3664 kcal/kg, respectivament), mentre que el's valors més baixos es correspon
ales dietes amb nivell deficient de fosfor i blat sense tractar, sense i amb 500 U de fitasa per quilo
de pinso (3579 i 3571 kcal/kg, respectivament). Una situacio similar es troba per la EMAN,
coincidint que & valor més alt s obtenen pels T-4 1 T-8 (3484 i 3491 kcal/kg, respectivament) i €l
més baix pel T-3 (3388 kcal/kg). En I’ avaluacié del's contrastos, es van obtenir resultats significatius
els estudis referents a tractament de blat sobre I’EMAN (amb valors energétics més elevats quan €l
blat es va passar per I'autoclau) i la inclusié de 500 o 5000 U de fitasa per quilo en ambdés
parametres (amb valors més elevats amb 5000 U de fitasa per quilo). La dieta amb nivells deficients
de fosfor, amb blat sense tractar i 5000 U de fitasa per quilo de pinso és la que va produir la millor
digestibilitat ileal de proté na (84.6%). No s obtingueren diferencies significatives pel que fa as
contrastos en dos dels casos estudiats, és a dir, ni pel tractament del blat ni per I'addicié de fitasa
microbiana, mentre que lainclusié de 5000 U/kg de fitasa produeix un augment en la digestibilitat
ileal de proté nes respecte alainclusié de 500 unitats.

7.3.3. Efectes sobre la retencio de minerals

Les dades de la composicié mineral del plasma dels animals emprats en |’assaig es troben en la
Taula7.7. En e cas de la mesura de la concentraci6 de fosfor no fitic, s observa que els animals que
menjaren les dietes control negatiu en tenen una menor concentracid en sang que els animals que
menjaren les dietes control negatiu més 5000 U de fitasa per quilo de pinso (6.6 i 6.4 mg/dl per T-2
i T-5 enfront de 8.21 7.9 mg/dl per T-4 i T-8, respectivament). L’addicio de fitasa microbiana va
incrementar-ne significativament la concentracio (P < 0.01), mentre que no es va trobar cap efecte
en el cas del tractament del blat. La disminucié del nivell de fosfor total de la dieta va produir una
disminucié de la concentracio de calci en e plasma dels animals que menjaren dietes amb blat

passat per |I'autoclau, efecte que no es va veure contrarestat per I'addicié de la fitasa exdgena; en
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canvi, quan es mira les dades corresponents a les dietes amb blat sense tractar, s observa que la
concentracié obtinguda varia molt lleugerament, perd només numéricament i no significativa.
Referent als contrastos estudiats només es produ ren diferéncies significatives pel FNF degut a la
presencia d’enzim exogen i a nivell de I’enzim (augmentant-ne la concentracio amb I’addicio
d enzim) i pel zinc en plasma segons si €l nivell d enzim era 500 o 5000 U/kg de fitasa (168 i 142
ig/dl, respectivament). Degut a la gran variabilitat de les mesures, no es trobaren diferencies
estadistiques en les concentracions de ferro i zinc en plasma.

El valor més at del percentatge de cendres als dits dels pollastres es va obtenir pels animals que
menjaren la dieta control positiu amb blat sense tractar (12.7%), mentre que pels que menjaren la
dieta control negatiu amb blat passat per |’ autoclau el percentatge és € més baix (10.7%). Laresta
de tractaments donaren valors que no difereixen entre si. L’ efecte tractament del blat no va donar
diferencies significatives, perd si que se'n van obtenir en avaluar I’ addici6 de fitasa microbiana (P <
0.01), on les majors concentracions s obtenen després d’ afegir 5000 U de fitasa per quilo de pinso.
La quantitat de minerals en I’ excreta i les retencions aparents de fosfor total i calci es mostren en la
Taula 7.8. El percentatge de fosfor total en I’ excreta mostra clarament un cert paral lelisme amb la
reduccio6 de fosfor total produ da en la formulacio dels pinsos. La quantitat és més ata en les dues
dietes de control positiu (0.99% per T-1i 0.95% per T-5), i en laresta de les sis dietes la quantitat
es manté entre 0.4 i 0.5%, pero ni per |’addici6 de fitasa microbiana ni pel tractament del blat es
trobaren diferéncies significatives, ja que en el calcul no ésté en compte cap d’ aquestes dues dietes.
Aixi doncs, no es trobaren diferencies pel que fa a I'excrecié de fosfor. Diferéncies que s
S observaren en la retencio aparent de fosfor total. En les dietes amb blat sense tractar, I’ addicié de
les 5000 U de fitasa microbiana per quilo de pinso, va millorar-ne significativament el resultat tant
respecte al control positiu com a control negatiu, no existint diferéncies entre els resultats depenent
delados afegida. Per altra banda, en les dietes amb blat passat per autoclau, la reduccié de FNF de
la dieta beneficia laretencié del fosfor total, augmentant-la a voltant del 10%, quantitat que nomeés

es millora numeéricament en afegir |a fitasa microbiana. Globalment, perd, no es produ ren millores
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estadistiques degut ala preséncia o no de |’ enzim microbig, pel tractament del blat o pels dos nivells
més alts d’enzim afegit.

El nivell de calci en I’ excreta estarelacionat directament amb la quantitat d’inclusio en el pinso, tal
com passava en € cas del fosfor total. Les excretes corresponents als animals que menjaren els
controls positiu amb blat sense tractar (2.24% Ca) i amb blat passat per autoclau (2.14% Ca) es va
trobar que eren els que tenien més calci, mentre que les excretes corresponents als animals que
menjaren les altres dietes es va trobar que presentaven valors més baixos, aproximadament del 50%.
En I’estudi dels contrastos, ni I’ addicié de fitasa microbiana ni e tractament del blat ni € nivell de
fitasa van donar resultats estadisticament significatius. Pero, pel que fa a la retencié aparent del
calci els resultats van ser just al contrari de la concentracié del mineral en |'excreta, ja que les
retencions de les dietes amb control positiu (32.7% pel T-1 i 41.4% pel T-5) donen valors més
baixos que les retencions de les altres dietes, on s observa que € valor més alt de tots s obté per la
dieta control negatiu i amb blat sense tractar (56.8%). Per tant, i veient aguests resultats, s ha vist
que |’ addicié de fitasa microbiana exogena produeix resultats significatius, amb una disminuci6 de
la retencio, sent e valor més alt quan no hi ha I’enzim endogen; per dtra banda, també
S obtingueren resultats estadisticament significatius amb una major retencié quan s utilitza dietes
amb blat sense tractar que no pas quan € blat és passat per |’ autoclau (53.6% en presencia de fitasa
endogena i 50.4% sense fitasa endogena).

En aguest estudi també s avalua la concentracio de zinc i ferro en I’excreta. Les concentracions
d ambdds minerals en les excretes dels diferents tractaments no registraren diferéncies, no veient-se
efectes ni per afegir la fitasa ni pel tractament del blat, degut a la alta variabilitat de les dades
obtingudes. Lareduccio6 de la quantitat de FNF de la dieta mostra una certa tendéncia a disminuir la
quantitat de ferro en I’ excreta, amb els valors més baixos per les concentracions corresponents a les
dietes control negatiu amb fitasa exdgena i amb blat sense tractar (648 i 659 ppm per a T-3 1 T-4,
respectivament). Es pot veure en I’estudi dels contrastos lineals que no s obtingueren resultats

significativament diferents en afegir fitasa microbiana, perd si que s obtingueren en analitzar €l
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tractament per temperatura del blat, amb valors més alts pel cas del blat autoclavat (718 ppm) que
pel blat sense tractar (668 ppm).

La reduccio de la concentracio de FNF de la dieta, i també de la concentraci6 de fosfor total i del
consum, es veu reflectida en les dades de ingestié de fosfor total (Taula 7.9). Els pollastres que van
ingerir menys fosfor fou els que van menjar els pinsos que tenia un nivell de FNF de 2.7 g/kg sense
cap enzim afegit, tant pel cas que € blat es passa per |’ autoclau com si no es passa, tot i que aquest
darrer cas és e que en tingué una menor quantitat. L’ addicié de I’enzim exogen produi una major
ingesta de fosfor, malgrat que no s observaren diferéncies entre els que menjaren 500 o 5000 U/kg
de fitasa microbiana. Tanmateix, els animals que menjaren pinso amb blat tractat menjaren més
fosfor total que els atres. Pel que fa a la ingestié de la resta de minerals estudiats, és a dir, calci,
zinc i ferro (Taula 7.9) I'addicié de fitasa microbiana produi diferéncies significatives pel calci i pel
ferro, amb una reduccié de la ingesta de calci en augmentar la quantitat de fitasa afegida i una
disminuci6 pel casdel ferro en afegir 500 U/kg, augmentant de nou en augmentar la dosi de fitasa a
5000U/kg. Referent al tractament de blat, es veieren afectades les ingestions de calci i de zinc. En

ambdds casos, els animals en menjaren més quan €l blat del pinso es passa per |’ autoclau.

7.4. Discussi6

Un dels primers objectius del present treball va ser confirmar que les condicions utilitzades per
tractar €l blat (120°C durant 15 minuts) eren adequades per inactivar I’ activitat fitasa endogena
present en €l cereal. Ja ho varem poder comprovar en altres estudis realitzats pel nostre grup amb
cereals amb baixa activitat fitasica, com el moresc, o en subproductes del blat amb una activitat més
elevada, com € seg6 de blat, tal com es troba reflectit en els assaigs 2 i 3 d’ aquesta memoria. Feta
I’analisi corresponent, comprovarem que el blat tractat presenta una activitat fitasica nut la (dades
no mostrades), i que, per tant, en fabricar el pinso, I’ activitat present haura disminu t. També ensva

permetre comprovar que les condicions emprades (més extremes que en els casos anteriors quant a
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temperatura) eren correctes i Utils per a seglients assaigs. Les ates temperatures produeixen una
pérdua de I'estructura de I’enzim, per tant una desnaturalitzacié com a proté na que és. Aquest
canvi de configuracié de I’enzim pot veure's amplificat per la humitat en el procés d’ escalfament
(Ward, 2002). A mida que augmenta la humitat del sistema, la temperatura a la qual I’enzim es
desnaturalitza disminueix, i per tant pot ser inactivat amb més facilitat.

L' addici6 de I'enzim fitasa en les dietes de blat amb baix nivell de fosfor no fitic produi canvis en
els parametres productius dels pollastres. Malgrat que en cap cas s assoliren els valors obtinguts en
la dieta control positiu, I'addicio de fitasa microbiana provoca variacions en els resultats de tal
manera que en presencia de I’enzim els valors son més elevats que no pas quan no hi és (control
negatiu). Amb la incorporacié de 5000 U de fitasa per quilo es van obtenir pollastres una mica més
grossos, perd no diferents dels que menjaren dietes amb 500 U/kg (Us habitual avui en dia en la
fabricacio de pinso). Els millors valors de I'index de transformacio en les dietes baixes de fosfor
també s obtingueren en aquelles que s afegi fitasa. Es ben conegut, i esta ben documentat en la
bibliografia que I’ addici6 de fitasa microbiana en dietes deficients de fosfor produeix millores en els
parametres productius (guany de pesi index de transformacid) ja sigui en dietes de blat o en atres
tipus de dietes (Boling i col., 2000; Keshavarz, 2003; Ribeiro i col., 2003).

Laviscositat intestinal de les dietes no es veié afectada per |’ addici6 de fitasa microbiana. La baixa
influencia de la fitasa en la viscositat intestinal ja esta especificada en I'assaig 5 descrit en aquesta
memoria. La viscositat dona valors baixos ja que totes les dietes inclogueren des de bon
comencament Xilanasa i amb el mateix nivell d'inclusio, realitzant-se d’ aguesta manera ja que, en
assaigs anteriors, es va observar que la xilanasa redu a la viscositat millorant els parametres
productius i que, en general, no es van obtenir interaccions negatives entre xilanasai fitasa, tal com
esta descrit en I'assaig 5 d'aguesta memoria. Pel fet de posar en totes les dietes la mateixa
concentracié de xilanasa (40 ppm) ens varem assegurar gque les possibles interaccions d’ ambdés

enzims es trobarien en tots les dietes.
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En aquest assaig, lainclusié de la fitasa microbiana exdgena a's pinsos no produi variacions en els
valors energétics de les dietes (Taula 7.6), només observant una diferencia significativa en
contrastar ladosi de 500 enfront la de 5000 U/kg. Amb ladosi superior de fitasa exogena, s obtenen
els valors més elevats, propiciat per una major contribucié proteica, tal com pot concloure
d’ observar els valors de la digestibilitat ileal de proté na. Podria dir-se que la fitasa ha fet la seva
funcié correctament, facilitant que hagi més proté nes disponibles, i que aguestes siguin més
utilitzades. Per0, els resultats no concorden massa amb els de creixement, ja que €ls pollastres van
ser igual de grossos menjant les dosis de 500 i 5000 U/kg. Aquesta manca de correlacio entre els
resultats energetics i els productius també es produeix en la resta de contrasts lineal estudiats, en
que ni I'eliminacio de la fitasa endogena o la disminucié de la concentracié de fosfor no fitic
produeixen canvis estadistics en |’energia de les dietes, perd si que repercuteixen disminuint €l
creixement dels animals. En altres assaigs d’ aquesta memoaria, s ha descrit que una de les causes de
I”augment energeétic estaria relacionat amb el contingut de greix de les dietes; en aguest estudi, se
subministra la mateixa quantitat de llard en tots €ls tractaments i els valors esperats en €l's pinsos
haurien de ser semblants.

La inclusié de fitasa exogena en les dietes no produi una gran variacié de la concentracié de
minerals en sang. L’ Unic parametre modificat fou la concentracio de FNF, que assoli els valors més
alts en preséncia de 5000 U/kg de fitasa, essent diferents dels del control negatiu. A més, en avaluar
la inclusié de 500 i 5000 U/kg, obtinguérem una concentracié major per 5000 U/kg. Aquest
increment era d'esperar, per I'accio de la fitasa (Sebastian i col., 1996; Viverosi col., 2002), tal
com ja s haviavist en |'assaig 2. En canvi, la concentracio de calci en sang, normalment lligat a la
concentracio de FNF, no va variar de la mateixa manera. Es més, en afegir fitasa, la seva
concentracié no es veu modificada sent exactament igual sigui quina sigui la quantitat afegida de
fitasa. Si, a més, redlitzant el calcul de larelacié Ca:FNF plasmétic es veu que, augmentant la dosi
de fitasa, la relacié va disminuint, ja que sense enzim era bastant elevada (1.79:1) per assolir el

valor més baix amb 5000 U de fitasa per quilo (1.37:1), i que ésinferior a valor de la dieta control
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positiu (1.46:1). Aquestes dades ens permetria pensar que quan disminu m la concentracio de fosfor
en la dieta es produeix un desequilibri en la relacié d'aguests minerals en €l plasma, que es
compensa parcialment amb les 500 U/kg de fitasa, i totalment en afegir les 5000 U/kg. Shirley i
Edwards (2003) van avaluar larelacio entre les retencions de calci i fosfor en dietes de moresc-soja
i addicié exponencia de fitasafins a 12000 U/kg. Els valors obtinguts van des de 1.72:1 per ladieta
base fins a 1.28:1 per I'addicié de la dosi superior de fitasa, valors semblants als nostres. Aquests
autors associen els valors del creixement amb les concentracions plasmaiques dels minerals, i
descriuen que les concentracions fisiologiques de Ca dins € pollastre poden ser més fermament
regulades que les de P.

Referent als atres dos minerals en sang estudiats, I'addicié de I'enzim fitasa, en les condicions
emprades en € nostre experiment, no comportaren diferencies significatives en les concentracions
plasmatiques, possiblement degut a la gran variacio dels resultats obtinguts. Els nivells obtinguts
no son diferents dels nivells habituals en pollastres per a ferro (Morris,1987) i pel zinc (Richards i
Augustine, 1988; Mohanna i Nys, 1999) per la qual cosa podem pensar que la fitasa no va tenir
influéncia sobre aquests minerals, ja que amb la quantitat que conté el corrector minera afegit ala
dietafaquel’animal tingui una concentracio en excés d’ aguests dos minerals.

En aquest assaig experimental, I'addicio de fitasa microbiana no produi millores significatives en la
retencio aparent de fosfor, perd si en lade calci (Taula 7.8) i en & percentatge de cendres del dit
(Taula7.7). Tal com és observat sovint en la bibliografia (Ravindran i col, 2000; Wu i col, 2003) la
disminucio la concentracio de fosfor en la dietaimplica un augment en la retencié aparent de fosfor
total. En € nostre estudi, sembla no existir una relacio directa entre I'augment de la retencio de
fosfor i la inclusio de fitasa microbiana; aparentment, té més pes la disminucié del fosfor de la
dieta. Per altra banda, en aquest treball, en preséncia de fitasa hi ha una disminucié en laretenci6 de
calci; aixi les retencions per les dietes control negatiu son més elevades. Aquestes dades estan en
desacord en allo trobat fins a moment, jasigui en atres treballs del nostre grup (assaigs 11 5), com

en altres estudis que es poden trobar en la bibliografia, tant en dietes de blat 0 de moresc (Sebastian
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i col., 1996; Ahmad i col., 2000). Una causa que pot justificar aquesta diversitat de resultat
comparat amb assaigs anteriors podria ser la menor relacié CaFNF d aquest assaig. En aquest
assaig es va establir unarelaci6 2:1, a partir d’ estudis realitzats per altres investigadors (Dieckmann
i col., 2002), els quals diuen que els millors resultats tant en parametres productius com en retencio
S obtenen en quan la relaci6 es troba entre 1:1 i 2:1, produint-se grans variacions negatives en
augmentar-la. En laresta d’ assaigs es vatreballar en relacions de 3:1, que era un valor més proper a
larelacié més habitual en estudis realitzats fins é moment (Cabahug i col., 1999; Ravindran i col.,
2000). Malgrat aixo, amb €ls valors experimentals obtinguts no sera facil discernir quina quantitat
de fosfor no fitic s'alibera per la fitasa microbiana, i com afectara numéricament en la relacio entre
els dos minerals. Pot trobar-se una valoracié quantitativa del fosfor no fitic lliure després de I’ efecte
de lafitasaen I’ apartat d’ aquesta memoria referent ala determinacio per RMN.

L'augment del percentatge de cendres en dits amb la inclusié de fitasa ve donat per una millor
mineralitzacié, i consequentment, unes millores significatives de la disponibilitat de minerals per
['animal i intimament relacionat a guany del pes dels animals (Ahmad i col, 2000). Aquests autors
observaren que el pesfina i e percentatge de cendres en els dits els pollastres que menjaren dietes
amb nivells recomanats de fosfor va ser comparable al dels pollastres que menjaren dietes que
contenien un 20% menys de FNF perdo amb fitasa afegida, i, per tant, que la inclusié de fitasa
incrementa la utilitzacio de FNF en dietes baixes de fosfor.

L'addicié de fitasa microbiana produi variacions en la ingestié dels minerals en funcié de la
quantitat afegida (Taula 7.9). Aixi en preséncia de fitasa el consum de fosfor total és un 10% més
elevat, segurament degut a I'activitat que estarealitzant I'enzim del pinso, abans d'arribar a I’ intesti
de I'animal. Per |a resta de minerals no se segueix un patré similar, havent-hi una disminucié de
caci com major sigui la dos de I'enzim (arribant a ser d'un 12%), un manteniment de la
concentracio del zinc, i pel ferro primer una disminucié en afegir 500 U de fitasa per quilo per
després tornar a augmentar amb les 5000 U/kg de fitasa a nivells comparables al control negatiu. La

disminuci6 trobada degut ala dosi baixa de fitasa fou del 15%.
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El tractament de calor realitzat en €l blat afectael pes final de I’animal i I’index de transformacio
(Taula 7.4). En ambdds casos la variacio fou d aproximadament del 5%, disminuint el pes fina i
augmentant-ne I’index. El procés d autoclau dut a terme influeix sobre la fitasa endogena, tal com
S ha descrit anteriorment, pero, segurament, que també deu influenciar sobre altres propietats del
blat, com les concentracions de metalls, relacionada també, en part, per la disminuci6 de la quantitat
de fitasa. Aquestes altres propietats que poden veure's modificades podrien ser la fraccié soluble
dels pentosans o els xilans del blat, que podria comprovar-se si existissin diferéncies en la viscositat
intestinal. Observant els valors de la viscositat intestinal que es presenten en la Taula 7.5, es pot
veure com € tractament del blat influeix negativament, augmentant-la un 13%, cosa que ja s havia
vist anteriorment en la bibliografia (Stewart i col., 1998; Juanperei col., 2004)

La concentracio de minerals en sang i les cendres dels dits no es veieren modificades pel tractament
de temperatura donat al blat. Aquesta manca de canvis en les cendres dels dits ens podria fer pensar
gue existeix una no modificacio de les retencions aparents dels dos minerals estudiats; pero no és
aixi, observant-se canvis en les retencions de calci degut a procés termic. La retencié de calci
disminui amb €l tractament del blat en valors corresponents en mitjana del 6%. Jongbloed i Kemme
(1990) ja observaren, en un treball amb porcs, una disminucié de la digestibilitat de Ca, tot i que
també n’ observaren pel P, amb pinsos granulats a 80°C. Aquests autors postulen que la disminucio
en laretencié de Catindrarepercussions en |’ aportacio de Ca al’animal. Es coneix que I’ acid fitic
té una gran afinitat pels cations bi- i trivalents. Com que lafitasa es destrueix amb |’ autoclau, I’ acid
fitic sera menys hidrolitzat, per laqual cosa el Caté més possibilitats d' unir-se al’acid fitic.
Relacionat amb la retencio, hi ha la ingesta dels diferents minerals. El tractament del blat no
produeix uns efectes iguals pels minerals estudiats. Els animals que menjaren les dietes amb blat
autoclavat consumiren més fosfor total i zinc que els que menjaren dietes amb blat sense tractar,
perd també consumiren menys calci, mentre que tots consumiren nivells similars de ferro. La
ingesta de minerals esta directament lligat amb el consum del pinso. Segons les dades presentades

en la Taula 7.4, totes els animals van menjar la quantitat diaria de pinso igual, per tant, seria
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d’ esperar que tots ells mengessin la mateixa quantitat de minerals, ja que les dietes deficients de
fosfor tenen la mateixa concentracié de minerals. Si els resultats de la ingesta mineral van donar
diferents pot ser degut, amb molta probabilitat, a la precisié de les andlisis redlitzades, |,
conseguientment, aquestes dades estiguin sotmeses a |’ error metodol ogic.

Segons les dades obtingudes en aquest assaig experimental es pot concloure que I’ addicio de fitasa
exogena en dietes deficitaries en fosfor i amb una elevada activitat fitasica endogena produeix unes
millores en & creixement dels animals sense tenir una incidencia sobre la retencié de minerals. Per
altra banda, la eliminacié de fitasa endogena produeix unes Ileugeres reduccions en el creixement
sense influir en la retencié de minerals.

La presencia de la fitasa endogena del blat va produir un creixement major dels pollastres i un
major consum de pinso i minerals, sense repercutir en I’EMA de ladietani en laretencié aparent de
fosfor. L’addicié d’una dosi superior alad’ Us habitual de fitasa no vainfluenciar el creixement dels
pollastres. En canvi, si que vatenir efectes en |’ energia de les dietesi en una major concentracio en
plasma de fosfor no fitic. Amb les dades que s extreuen de I’ estudi es pot concloure, que la dosi de
fitasa exogena emprada habitualment en pinsos de broilers podria ser augmentada sense provocar

perjudicis al’animal, malgrat que calen més estudis per confirmar aquestes dades.

Taula 7.1. Tractaments experimental emprats.

Tractaments Blat Fosfor no Enzim fitasa’
fitic (g/kg) (FTU/Kg)
T-1 No tractat 45 -
T-2 No tractat 27 i
T-3 No tractat 2.7 500
T-4 No tractat 2.7 5000
T-5 Autoclavat 45 _
T-6 Autoclavat 2.7 -
T-7 Autoclavat 2.7 500
T-8 Autoclavat 2.7 5000

! Enzim usat: Phytase SP 1002 CT batch PPQ 6883 en forma de pols (Activitat fitasica: 3295 U/g) (subministrat per
Roche Vitamins Ltd, Basilea)
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Taula 7.2. Composici6 de les dietes experimentals.

INGREDIENT (g/kQ) P Normal P Baix
Blat 606.1 636.1
Farina de soja 48% 273.3 297.2
Soja Full fat 41.4 0.9
Llard 40.0 40.0
DL-metionina 2.4 2.4
L-lisina HCI 13 14
Carbonat calcic 10.2 7.1
Fosfat bicalcic 17.0 6.5
Sa 4.3 4.4
Mineralsi vitaminesl 4.0 4.0
Composici6 estimada de nutrients (g/kg)

Energia metabolizable (MJkg) 12.48 12.48
Proté na bruta 215.0 215.0
Fibra bruta 28.0 28.1
Extracte eteri 64.2 57.7
Cendres 57.9 44.2
Lisna 12.0 12.0
Met + Cys 9.2 9.2
Cdci 9.0 54
Fosfor tota 6.8 5.0
Fosfor no fitic 4.5 2.7
Fosfor fitat 2.2 2.3
Fitasa endogena (U/kQ) 353 371

1un kg de pinso conté Vitamina A, 12000 1U; Vitamina D3, 2400 IU; Vitamina E, 30 mg; Vitamina K3, 3 mg;
Vitamina B4, 2.2 mg, Vitamina By, 8.0 mg; Vitamina Bg, 5.0 mg; Vitamina B4, 11.0 g; Acid folic, 1.5 mg; Biotina,
150 g; Pantotenat calcic, 25 mg; Acid Nicotinic, 65 mg; Etoxiquina, 150 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Zn, 40 mg, Mn, 60

mg, Se, 0.15mg, I, 0.33 mg.
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Taula7.3. Activitat fitasica trobada en les dietes experimentals.

Tractaments Blat Fosfor nofitic  Enzim fitasa afegit Enzim fitasa
(g/kg) (Ulg) analitzat (U/g)
T-1 No tractat 45 - 345
T-2 No tractat 2.7 - 357
T-3 No tractat 2.7 500 814
T-4 No tractat 2.7 5000 4836
T-5 Autoclavat 45 - 103
T-6 Autoclavat 2.7 - -
T-7 Autoclavat 2.7 500 418
T-8 Autoclavat 2.7 5000 4636
Taula 7.4. Parametres productius al final de la prova.
Blat Fosfor no E”Z;;gi'tta’a Pesfinal GMD CMD T
fitic@ka) @ @) (@) (@9
No tractat 45 - 7912 36% 49 1.35°
No tractat 2.7 - 717° 32° 47 1.46°
No tractat 2.7 500 743° 33° 48 1.43°
No tractat 2.7 5000 750° 34° 48 1.44°
Autoclavat 45 - 7942 362 50 1.3¢¢
Autoclavat 2.7 - 668° 30¢ 46 1.542
Autoclavat 2.7 500 709° 32° 49 1.53%
Autoclavat 2.7 5000 729° 33° 49 1.50°
Error estandard 17.0 0.7 1.0 0.012
F)r > F * %% * %% N S * %%
Contrasts (Pr>T)
No enzim/ Enzim * % * % * *
No tractat / Autoclavat * ** NS *kx
500 U/kg / 5000 U/kg NS NS NS NS

4.5 g FNF/kg/ 2.7 g FNF/kg

***

***

***

NS: no significatiu, * P[0.05, ** P[D.01, *** P[D.001.
Les mitjanes dins d’ una columna sense lletra comuna difereixen significativament (P[D.05).
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Taula7.5. Consum d’'aiguai pinso entre elsdies 15 19, i viscositat intestinal a final dela prova.

Edsfor no Enzim f_ita.sa Co_nsum Co_nsum _ Relaci_é Viscos_itat
Blat fitic (g/kg) afeqgit aigua pinso aigua/ pinso  Intestinal
(FTU/g) (9 (9) (9/9) (mPa.s)
No tractat 45 - 164 73 2.3 34
No tractat 2.7 - 130 70 1.9 2.6
No tractat 2.7 500 126 69 1.8 2.7
No tractat 2.7 5000 134 71 1.9 2.7
Autoclavat 45 - 137 72 19 34
Autoclavat 2.7 - 127 66 2.0 3.3
Autoclavat 2.7 500 126 71 1.8 3.2
Autoclavat 2.7 5000 125 70 1.8 2.6
Error estandard. 9.7 2.3 0.14 0.28
Pr>F NS NS NS NS
Contrasts (Pr>T)
Fitasa microbiana/ Sense fitasa microbiana NS NS NS NS
No tractat / Autoclavat NS NS NS *
500 U/kg / 5000 U/kg NS NS NS NS
4.5 g FNF/kg/ 2.7 g FNF/kg * * NS NS
NS: no significatiu, * PD.05.
Les mitjanes dins d’ una columna sense lletra comuna difereixen significativament (P [0.05).
Taula 7.6. Valors energetics de les dietes experimentals, i digestibilitat ileal de proté nes.
R Enzim fitasa Digestibilitat
Blat f'i:t?f(ogr”?;) afegit  EMA (kcallkg) (Ec“glﬁ(g) ileal de
(FTU/qg) Proté na (%)
No tractat 45 - 15.1% 14.3%° 82.5°
No tractat 2.7 - 14.9° 14.2" 82.0°
No tractat 2.7 500 14.9° 14.1° 82.0°
No tractat 2.7 5000 15.3° 14.5° 84.6°
Autoclavat 45 - 15.1%® 14.3%* 83.0%
Autoclavat 2.7 - 15.1%® 14.4%* 82.7°
Autoclavat 2.7 500 15.1%® 14.4%° 82.6°
Autoclavat 2.7 5000 15.3 14.5% 83.7%
Error estandard 0.10 0.10 0.61
Pr>F * * *
Contrasts (Pr>T)
Fitasa microbiana/ Sense fitasa microbiana NS NS NS
No tractat / Autoclavat NS * NS
500 U/kg / 5000 U/kg *x * *x
4.5 g FNF/kg / 2.7 g FNF/kg NS NS NS

NS: no significatiu, * P[0.05, ** P[D.01.
Les mitjanes dins d’ una columna sense lletra comuna difereixen significativament (P[D.05).
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Taula 7.9. Ingesta mineral diaria.

Enzim
Blat Fosfor no fitasa Fosfor Total Calai Zinc Ferro
fitic (g/kg) afegit  (mg/anim/d) (mg/anim/d) (mg/anim/d) (mg/anim/d)
(FTU/Qg)
No tractat 45 - 300° 441° 3.01° 8.48™
No tractat 2.7 - 183" 305° 2.77° 9.15°
No tractat 2.7 500 210%% 276¢ 2.82° 7.36¢
No tractat 2.7 5000 205% 259% 2501 8.82%
Autoclavat 45 - 3202 4852 3.66% 8.38™
Autoclavat 2.7 - 202° 269¢ 2.95> 8.64"
Autoclavat 2.7 500 220° 2671 2.79° 8.07°
Autoclavat 2.7 5000 2184 249° 3.04° 8.55™
Error estandard 4.8 6.1 0.06 0.18
Pr > F * %% * %% * %% * %%
Contrasts (Pr>T)
Fitasa microbiana/ Sense fitasa microbiana xAK *E* NS * &
No tractat / Autoclavat ** ** ** NS
500 U/kg / 5000 U/kg NS * NS Kk
4.5 g FNF/kg/ 2.7 g FNF/kg ok ok * *

NS: no significatiu, * P[0.05, ** P[D.01, *** P[D.001.
Les mitjanes dins d’ una columna sense lletra comuna difereixen significativament (P[D.05).
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8.1. Introduccid

Degut ala baixa disponibilitat del fosfor en els ingredients vegetals dels pinsos, s afegeix fosfor no
fitic a les dietes, normament en excés, per tal de satisfer els requeriments dels animals. Aquest
excés s excreta parciament a I’ambient, aixi com encareix els pinsos. Alguns estudis descriuen
I’ addicio de fitasa (3-fitasa, EC 3.1.3.8) a dietes de monogastrics per tal de contrarestar la preséncia
d’ aid fitic i augmentar la biodisponibilitat de fosfor (Hatten i col., 2001). Les millores en la
disponibilitat de fosfor per la 3-fitasa van ser inicialment descrites per Simonsii col. (1990), mentre
que varis autors descrigueren millores en la disponibilitat d atres minerals com calci, zinc, coure i
ferro (Schoner i col., 1991; Broz i col., 1994; Roberson i Edwards, 1994; Yi i col., 1996; Sebastian i
col., 1996a, b). Tanmateix, S han descrit algunes interaccions relacionades amb |la concentracié de
calci i delavitamina D3 i amb lafont de fibra per Edwards (1993), Lei i col. (1994), Ravindran i
col. (1995) i Qiani col. (1996, 1997). La majoria d’ aguests estudis es van dur a terme en dietes de
moresc-soja (Yi i col., 1996). Per tant, no es coneix molt dels efectes de la 3-fitasa en disponibilitat
mineral, energia i digestibilitat de nutrients quan s usen dietes amb altres cereals, com el blat i
I’ ordi. Aquestes dietes estan caracteritzades pel seu important contingut en PNA i una elevadafitasa
endogena (Eeckhout i De Pagpe, 1994). Avui en dia son molt emprats en dietes d’ animals
monogastrics els enzims carbohidrasa especifics per a dietes amb una elevada concentracié de PNA.
Els enzims carbohidrasa gjuden al trencament de les parets cet lulars del grans del cereal en I'intesti,
per després alliberar tant els carbohidrats de la paret cel lular com els nutrients que estan atrapats
dins les cét lules per tal de facilitar la digestio pels enzims endogens de I’animal. ES necessita un
trencament total, no només pels enzims capacos d’ atacar els components insolubles de les parets
cel lulars, perd també per a un segon grup de carbohidrases capaces de reduir els oligosacarids
solubles en aigua a components monomerics (Chesson, 1993; Saensen i Nielsen, 1998). Llavors els
enzims carbohidrasa milloren el creixement i disminueixen la viscositat intestinal (Brufau i col.,

1991; Almirall i Esteve-Garcia, 1995; Steenfeldt i col., 1998b; Zandllai col., 1999; Danickei col.,
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2000), aixi com millorar el valor energétic de les dietes i la biodisponibilitat de nutrients (Salobir,
1998; Steenfeldt i col., 1998a; Choct i col., 1999).

L’ objectiu d’ aquest estudi va ser avaluar els efectes de suplementar 3-fitasa i enzims carbohidrasa
especifics en ladietai les interaccions entre aquests enzims en els valors energetics i la digestibilitat

de nutrients en dietes riques en PNA.

8.2. Materialsi métodes

8.2.1. Maneig dels animals

Es van utilitzar cent noranta-dos pollastres broilers d’'un dia d'edat de la raca Ross 308. Els
pollastres van créixer durant els deu primers dies (periode pre-experimental) en gabies al terra i
menjaren una dieta de moresc i soja amb 4.5 g de fosfor no fitic (FNF) per quilo de pinso. En el
dese dia, €els pollastres es van tradladar a una sala de bateries equipada amb 96 gabies de metall
amb un menjador, un abeurador i una safata de plastic per a la recollida d excretes. Les gabies
estaven situades en una sala sense finestres amb calefaccid electrica i ventilacio forcada. Els
pollastres es pesaren individualment i es distribu' ren en vuit blocs homogenis pel pes viu. Es
distribu ren els dotze tractaments de la dieta a I'atzar (vuit repliqgues de dos pollastres per
tractament). Durant tot |’experiment I'aigua i € pinso en forma de farina se subministraren ad
libitum.

8.2.2. Tractamentsi disseny experimental

L’ estudi es va concebre en un arranjament factorial de tractaments 2x2 per avaluar €ls efectes de
dues concentracions de fitasa i dues dels enzims carbohidrasa quan s'inclogueren en tres dietes
diferents, de moresc, blat o ordi, respectivament (Taula 8.1). Es va utilitzar una Unica dosi de cada
enzim depenent de I’activitat préviament analitzada en els productes i les recomanacions dels
fabricants.

8.2.3. Fabricacio del pinso i composicié nutritiva de les dietes
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es va oferir una Unica dieta durant tot |’ experiment. Les dietes base estaven formulades per tal de
ser isonutritives, cada una contenint 2.7 g de FNF/kg a la mateixa concentraci6 de proté nai energia
(Taula 8.2). El blat i I'ordi eren de les varietats Cartaya i Baraka, respectivament, de la collita de
1999. Els enzims en pols van ser mesclats amb una petita quantitat del cereal i afegits alarestade
ladieta durant la mesclafinal, estant descrits en la Taula 8.1.

8.2.4. Andisis quimiques

Abans de les andlisis, totes les mostres de matéries primeres i de les dietes experimentals es van
moldre amb un sedas de 0.5 mm. Les mostres es van analitzar, seguint metodes estandards (AOAC,
1990), per matéria seca (codi 934.01), proté na bruta (976.05), extracte eteri (920.39), cendres
(942.05) i fibra bruta (978.10). La concentracio de fosfor total es va analitzar colorimeétricament pel
métode del molibdo-vanadat (965.17). La concentracio de calci s analitza per espectrofotometria
d absorcio atomica de flama. L’ activitat fitdsica present en les matéries primeres i en els pinsos
finals s analitza segons Engelen i col. (1994). L’ activitat xilanasica en les dietes de blat i I activitat
b-glucanasica en les dietes d’ordi es van avaluar amb un metode colorimétric, emprant Azo-xila o
Azo-gluca com a substrats, respectivament (Cosson i col., 1999). Les corbes estandard es
constru ren incloent I’enzim a diferents concentracions en pinsos control (sense enzim afegit); el
contingut de b-glucans s analitza segons McCleary i Glennie-Holmes (1985). El fosfor fitic de les
matéries primeres es determina segons el metode descrit per Haug i Lantzsch (1983).

8.2.5. Assaig de balang

El balanc es va dur aterme pel procediment de recollidatotal i d' aimentacié ad libitum (métode de
referencia europeu amb alguna modificacié, Bourdillon i col., 1990) per tal de determinar I’ energia
metabolitzable aparent (EMA) de les dietes. L’assaig de balan¢ comenca el setzé dia després d'un
periode d adaptacié de 6 dies (10-16d). En € vint-i-uné dia, després de divuit hores de degju, es
pollastres menjaren les dietes experimentals durant quatre dies, i seguidament divuit hores més de
deju. Les excretes es recolliren diariament una vegada, emmagatzemades a —20°C i finalment

liofilitzades. Més tard, les mostres de I’ excreta es molgueren i guardades per a I'andlisi. S andlitza
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I’energia bruta de les mostres de pinsos i excretes amb una bomba adiab&ica IKA, C-4000 (DIN
51900, 1977), proté na (976.05; AOAC, 1990), lipids (extraccio amb éter de petroli després d'un
tractament amb HCI) i midé (McCleary i col., 1997). També s analitza €l contingut de b-glucans en
les excretes dels animals que consumiren dietes d'ordi. Els valors de I'EMA de la dieta es
cacularen per diferéncia entre I'energia ingerida i I'excretada. Els pollastres es pesaren a
comencament i al final del periode de balang, i I'EMAN es va avaluar assumint que €l pes esta
compost de 200 g de proté na per quilo guanyat, que la proté na ésigua a 6.25 vegades €l nitrogen
Kjeldahl i que I’ energia és equivalent a 8.22 kcal/kg de nitrogen retingut (Blum i col., 1977).
La mortalitat es va registrar diaiament, incloent la causa probable de la mort. Al final del periode,
se sacrificaren tots els pollastres per injeccié intravenosa de pentobarbital sodic, segons el
procediment N° 689 aprovat pel Comité Etic d’ Experimentacié Animal de I'IRTA. Es prengueren
mostres del tub digestiu des del diverticle de Meckel fins a 15 cm abans de la unié ili-cecal i es
guardaren en gel per mesurar laviscositat de la digesta fresca. Les mostres se centrifugaren a 12000
rpm durant 5 minuts a 15°C; s'agafa el sobrenadant i es guarda en gel. La viscositat va ser
determinada en un viscosimetre digital Brookfield mantingut a 30°C i llegit després d’ un minut.
8.2.6. Cdculs
Elsvalors d EMA de les dietes es calcularen mitjancant la férmula segiient. Es feren les correccions
adequades per les diferéncies en €l contingut d’ humitat.

EMA gieta = [(Pinso consumit © EBgies) - (Quantitat excreta” EBexc)] / Pinso consumit
On EBgiea €s I’ energia brutade I’ aiment i EBeyc I’ energia bruta de |’ excreta.
Els valors de I’ energia metabolitzable aparent corregida a valor zero de nitrogen (EMAnN) de les
dietes es van calcular segons la seglient formula:

EMAN, giea = EMA —[ (Guany depes” 200" 8.22) / (Pinso consumit ™ 6.25) ]

Els coeficients de digestibilitat aparent fecal de nutrients es van calcular usant el metode de
recollida total i amb laférmula seglent:

dig X =[ (Pinso consumit ~ Xgiets) - (Quantitat excreta” Xexc) ] / (Pinso consumit ~ Xgieta)

206



Assaig 5: Interacci6 entre fitasa i enzims carbohidrasa

on Xgiea €S € percentatge del nutrient en la dietai Xec €s € percentatge del nutrient en I’ excreta.
8.2.7. Andis estadistica

Les dades s anditzaren amb una analisi de varianca ANOVA com dissenys de bloc a I’ atzar,
emprant els procediments del General Lineal Models (GLM) del SAS (1985). L’andlis ANOVA es
va fer seguint e model: Xj; =1 + § + § + (88); + g on i = mitjana total, & = efecte del primer
factor, § = efecte del segon factor, (88);; = interaccié entre factors, e; = contribucio de I’ error amb
mitjana O i varianca 67, i=1...a, i j=1...b. Les mitjanes dels tractaments es van comparar pel test
Duncan de rangs multiples. La significancia estadistica es va considerar a P < 0.05.

Quan es van trobar interaccions entre enzims, es va calcular la importancia biologica dels
coeficients, segons Little (1981), i expressat com €l percentatge de la suma de quadrats del factor

interacci 6 respecte la sumatotal de quadrats de |’ error del model.

8.3. Resultats

8.3.1. Parametres productius

Els parametres productius dels broilers (guany de pes corporal, consum de pinso i index de
transformaci®) va ser mesurat entre el 16 i e 21€é dia de vida de I'animal. Les dades d’ aquests
parametres es presenten en les Taules 3, 4 i 5 per les dietes de moresc, blat i ordi, respectivament.
En tots els casos, no s observaren diferencies significativament estadistiques degut a I'addicié
enzimatica en qualsevol dels parametres, encara que la maoria d' ells es veieren millorats
[leugerament per la presencia d’enzims. No s esperaven diferéncies significants entre tractaments
degut al curt periode de temps utilitzat. Només es va observar una interaccié significativa (P <
0.01) en els pollastres que menjaren dietes de moresc. Els que menjaren fitasa i a-galactosidasa
tingueren un menor index de transformacio que els que menjaren dieta amb fitasa sola. Els millors
indexs de transformacio s obtingueren amb la inclusié de fitasa en dietes de moresc i blat, i amb la

inclusié de b-glucanasa en dietes dordi. Els vaors de la relaci6 pinso consumit/excreta
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augmentaren significativament per I’addicié de xilanasa i b-glucanasa en dietes de blat i ordi,
respectivament; igualment, suplementar les dietes de moresc amb fitasa va augmentar també agquest
parametre encara que no significativament. No es van trobar diferéncies significatives entre
tractaments en la concentracio de matéria seca de I’ excreta, excepte quan s afegi fitasa a dietes de
blat (P < 0.05).

8.3.2. Viscositat intestinal

Tal com era d’ esperar, laviscositat intestinal va disminuir significativament per |’ addicio de tots els
enzims carbohidrasa provats (P < 0.05, Taules 3, 4 i 5). La reducci6 va ser del 17% en dietes de
moresc (P < 0.05), 56% en dietes de blat (P < 0.001) i 69% per les dietes d’ordi (P < 0.001).
S observa un augment en la viscositat intestinal en afegir fitasa a les dietes de moresc (P < 0.01).
No es detectaren efectes similars en els atres dos tipus de dietes. No s obtingueren interaccions
significatives entre els enzims.

8.3.3. Valors energeétics

Els valors energétics obtinguts per ales dietes de moresc, blat i ordi es presenten en les Taules 6, 7 i
8, respectivament. L’ addici6 de fitasa millora significativament I'EMA de les dietes de moresc en
un 2% aproximadament (P < 0.05) pero no es trobaren efectes en les dietes de blat i ordi.

Tots els enzims carbohidrasa usats van incrementar |'energia metabolitzable de les dietes
experimental's, perd només es trobaren increments estadisticament significatius quan la b-glucanasa
va ser inclosa en dietes d'ordi, augmentant els valors d EMA i EMAn en 70 i 57 kcal/kg,
respectivament. No s obtingueren interaccions significatives entre lafitasai els enzims carbohidrasa
en cap de les dietes.

8.3.4. Digestibilitat de nutrients

Els vaors de les digestibilitats de mateéria seca, lipids i midé de les dietes experimentals estan
ressenyats en les Taules 6, 7 i 8. Els efectes de la fitasa van ser només significatius en el cas de la
digestibilitat de matéria seca de dietes de moresc (P < 0.05) i digestibilitat de midé de dietes d’ ordi

(P < 0.05). Els enzims carbohidrasa provats sempre van millorar les digestibilitats de nutrients,
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encara que en diferents maneres. Malgrat que les millores en les digestibilitats de nutrients degudes
a l’addici6 de a-galactosidasa en les dietes de moresc no van ser estadisticament significatives,
I”addici6 de xilanasa a dietes de blat millora la digestibilitat de matéria seca (P < 0.05) i midé (P <
0.001). En e cas deles dietesd ordi, lainclusié de b-glucanasa millorasignificativament (P < 0.05)
tots els coeficients de digestibilitats estudiats: matéria seca (de 0.65 a 0.67), lipid (de 0.76 a 0.81),
mido6 (0.97 a0.98) i també el's b-glucans totals (de 0.45 a 0.57).

8.3.5. Retenci6 de minerals

Els resultats de les retencions aparents de fosfor total i de calci es presenten en la Taula 8.9 (dietes
de moresc), Taula 8.10 (dietes de blat) i Taula 8.11 (dietes d’ordi). L’addicié de fitasa incrementa
significativament la retenci6 aparent de fosfor total en totes les dietes, i €ls enzims carbohidrasa no
afectaren aguest parametre. L’ addici6 de fitasa va produir increments en els coeficients de retencié
de fosfor del 26% en les dietes de moresc, 6% en les dietes de blat i 10% en les dietes d’ordi,
reflectit en una reduccié de I’excrecio de P total en 40 mg/d per animal en dietes de moresc, 19
mg/d per animal en dietes d ordi (P < 0.01) i 11 mg/d per animal en dietes de blat (P < 0.05). Esva
observar unainteraccio significativa entre lafitasai els enzims carbohidrasa en la retenci6 de P total
de dietes de blat i ordi. Els enzims carbohidrasa no afectaren significativament la retencié aparent i
I’ excreciO de fosfor, excepte en el cas de les dietes de moresc, on |’ excrecio de P va augmentar amb
lainclusié de b-glucanasa (14 mg P/d per animal).

En el present estudi, I’addicio de fitasa millora la retencio de calci en totes les dietes, encara que
aquest efecte només va ser significatiu en les dietes de moresc (P < 0.01). L’addici6 de
carbohidrases a les dietes presenta efectes diferents: I'addicié de a-galactosidasa no afecta la
retencio de calci en les dietes de moresc, i en dietes de blat, la inclusié de xilanasa disminui la
retencio en un 8%, mentre que suplementar b-glucanasa a dietes d’ ordi millora la retencié de calci
en un 17%; a més, es va observar una interaccié positiva entre la fitasa i la b-glucanasa (P < 0.01).
No va haver diferéncies estadisticament significatives en |’excrecid de calci quan la fitasa va ser
afegidaadietes de blat i ordi, perd en dietes de moresc |’ excrecio de Ca disminui significativament
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(p < 0.01) en un 24% aproximadament, equivalent a 80 mg/d per animal. L’ addici6 de b-glucanasa
adietes d’ordi disminui significativament |’ excreci6 de calci en 21mg/d per animal. La xilanasa i
I’ a-galactosidasa afegides a dietes de blat i moresc, respectivament, no afectaren significativament
la concentracié de calci excretat.

8.3.6. Avaluacio de les interaccions entre enzims

Es van detectar poques interaccions entre els enzims provats. En el cas de les dietes de moresc hi va
haver una interacci6 significativa negativa entre la fitasa i I'a-galactosidasa (P < 0.01) en I'index de
transformacid, perd en el cas del coeficient de digestibilitat de lipids hi va haver una interaccio
positiva entre aquests enzims (P < 0.05). La importancia biologica d’ aquestes interaccions va ser
avaluada segons Little (1981). Les interaccions en I'index de transformacio i la digestibilitat de
lipids varen ser importants, ja que la suma de quadrats de les interaccions representaren €l 67 i €
43% del model total, respectivament.

En € cas de les dietes de blat, s observa una interaccid positiva entre la fitasa i la xilanasa en la
retencio aparent de P total amb una relacié de importancia biologica (Little, 1981) del 68%.
Finalment, en les dietes d' ordi, es trobaren interaccions significatives entre lafitasai la b-glucanasa
en les retencions aparents de fosfor total i calci i en I'excrecié de calci, essent els seus valors de

importancia biologicaiguals a 39, 54 i 60%, respectivament.

8.4. Discussié

En aquest experiment, lainclusio de fitasa microbiana a dietes riques en PNA millorael creixement
[leugerament perd no significativament. Aix0 era esperat, donar €l curt periode temps avaluat i
perqué aquesta prova no va ser dissenyada per a aquest proposit. Tanmateix, es van observar
algunes tendencies cap a la millora del creixement en els tres tipus de dietes emprades, amb les
millores més grans en creixement i index de transformaci6 observat per a's pollastres que menjaren

lesdietesd ordi.
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En la literatura s han descrit millores significatives en els parametres productius degut a I’ addicié
de fitasa a dietes de moresc, blat o ordi, aix0 si en proves de 21 0 més dies de duracié. Broz i col.
(1994) estudiaren I’ addici6 de fitasa en dietes deficients de P de moresc i descrigueren increments
significatius en el creixement de I’animal i e consum de pinso, encara que les millores en I’ index de
transformacié no foren significatives. Huyghebaert (1996), estudiant I'eficacia de la fitasa
microbiana en e creixement i mineralitzacio d ossos de broilers que consumiren dietes amb
concentracions variables de Cai P, troba millores en el creixement animal, consum de pinso i index
de transformaci6é quan la fitasa era inclosa en la dieta, perd que €ls resultats eren dependents de la
relacié CaP. Cabahug i col. (1999), emprant dietes amb fitasa i xilanasa, mantingueren que €l
factor principal que influeix el creixement animal és la concentracio de FNF, que és més important
gue atres factors, com la viscositat intestinal .

La viscositat intestinal podria ser Util per ala predicciéd de la digestibilitat de nutrients, a partir que
la viscositat modula la velocitat de transit de la digesta pel intesti, la secrecid de enzims digestius
endogens i la microflora bacteriana, ja sigui de manera quantitativa o qualitativa. Esta ben
documentat que viscositats intestinals baixes produeixen un millor accés als nutrients de I’ aliment
tant pels enzims endogens com per la microflora intestinal, facilitant la digestié de nutrients
(Almirall i col., 1995). L’addicio de fitasa en € nostre estudi no millora la viscositat intestinal en
cap de les dietes provades, i S arriba a registrar una pujada significativa en les dietes de moresc.
Tampoc no es trobaren millores en els coeficients de digestibilitat de matéeria seca, lipids i mido
degut alafitasa (Taules 8.6, 8.7 i 8.8).

Lainclusi6 de fitasa produi algunes millores en |’ energia de dietes baixes en FNF. EI mecanisme
pel qual la fitasa millora la utilitzacié de I’ energia no esta massa clar. Pot estar relacionat amb una
millor utilitzacié de la proté na i aminoacids, perd podria ser degut a I’eliminacié dels efectes
adversos en la digestié del midd (Ravindran, 1999). La fitasa exdgena produi un important
increment en el valor energétic només en la dieta de moresc, on I’ activitat fitasica endogena és molt

baixa (Taula 8.2). Els valors d’ energia més alts es trobaren en les dietes d ordi, resultats que son
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coherents amb els parametres productius observats, i estan possiblement relacionats amb una major
concentracio de greix afegit en la dieta per tal de mantenir els pinsos isoenergétics. Es possible que
la contribuci6 proteica al’ energia sigui millorada per la fitasa, ja que I’enzim pot aliberar proté nes
gue estan fortament unides a fitat. Alguns autors han descrit millores degut a |’ addicio de fitasa en
valors d energia encara que no significatius en dietes de blat (Ravindran i col., 1999). Aquests
autors, utilitzant concentracions de fosfor no fitic recomanades pel NRC (1994), obtingueren
millores en |’ energia properes a 5% en dietes amb blat normal o amb una EMA baixa. Magrat
aix0, els mateixos autors (Ravindran i col., 2000), utilitzant dietes de blat amb nivells adequats o
baixos de P no fitic (2.3 g/kg) i diferents concentracions d’ acid fitic, van trobar que, en € cas de
I’EMA, les millores degudes a |a fitasa afegida van ser més grans en dietes amb FNF adequat que
en les dietes deficients de P, pero en ambdds casos les diferencies van ser significatives.

Suplementar les dietes experimentals amb fitasa va permetre millorar la retencié aparent de fosfor
total, aixi com reduir I’excrecié de fosfor total, encara que en e cas dels broilers que menjaren
dietes de blat, la reducci6 de I’ excreci6 de fosfor total no va ser estadisticament significativa. Les
millores en la retencié de fosfor per I'addicié de fitasa eren d'esperar, i estan descrites en la
literatura (Broz i col., 1994; Sebastian i cal., 1996 &, b; Ibrahim i col., 1999; Ravindran i col., 2000).
L es dietes experimental s deficients de P presentaven un alt coeficient de retencid, i amb |’ addicié de
lafitasa, S enregistraren encara més pujades en aguest parametre (0.68-0.70), també per ales dietes
de blat que ja presenten un coeficient molt gran en dietes sense suplementar (0.66). Com que
milloralaretencié de fosfor total, també es produi una reduccié en la seva excrecid. Encara que tots
aquests resultats estan relacionats amb el fosfor total, poden ser atribu ts al fosfor fitic, ja que €
FNF produ't per I’accio de la fitasa pot ser destinat a veries rutes metaboliques de I’animal. Tots
aquests resultats indiquen que la fitasa actua especificament en € trencament de les unions fosfor-
fitat, produint grups PO,%, que sén molt disponibles per I’animal, i finalment mio-inositol quan
S han trencat tots els sis enllacos. Les dietes de moresc tenen una activitat fitasica endogena molt

més baixa en comparacio amb les de blat i ordi, i per aixod s enregistren unes diferencies tan grans
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entre les dietes amb i sense fitasa exdgena tant en la retencio aparent i I’ excrecié de fosfor total. El
petit increment en el coeficient de retencid aparent de fosfor total pels animals que menjaren dietes
de blat podria ser atribu't a I'elevada activitat endogena avaluada (459 U/kg, Taula 8.2). La
magnitud de la resposta a la fitasa de la retencié aparent de fosfor total en les dietes d'ordi va ser
intermedi entre els trobats per les dietes de moresc i blat, de manera similar a seu nivell de fitasa
endogena (275 U/kg).

Era d’esperar unes millores en la retencié aparent i I’excrecié de calci en les dietes experimentals
per I’addicié de fitasa (Huyghebaert, 1996; Zanini i Sazzad, 1999; Ahmad i col., 2000). En les
dietes de blat i ordi (amb una considerable activitat fitasica endogena) les millores observades en la
retencid de calci degudes a la fitasa exogena foren menors que les trobades en les dietes de moresc.
Les millores son produ des perque, a pH en qué la fitasa trenca la molecula de fitat a P i mio-
inositol, e calci que es troba quelat i unit a fitat és aliberat en formaionica, la qual pot ser millor
assimilada per I’animal. Es per aix0 que la fitasa pot millorar la retencio de fosfor i calci. Les
concentracions de P i Ca en les dietes experimentals usades estaven per sota dels requeriments de
I’animal, llavors s estimula la retencié de Cai P fins a uns nivells superiors per I'accié de la fitasa.
En aquesta situacio, els animals poden retenir i usar major proporcié de la concentracio dels
minerals provenint de la dieta, reduint la seva excrecio a medi ambient (Zanini i Sazzad, 1999;
Ahmad i col., 2000).

En e present experiment, I’ addici6 d’ enzims carbohidrasa a les dietes experimentals produi algunes
millores significants en els parametres productius. Les millores en el creixement de broilers degudes
aenzims b-glucanasa en dietes d’ ordi esta ben documentat (Viverosi col., 1994; Azaini col, 2002).
Viverosi col. (1994) van descriure que la b-glucanasa en pinsos millorava el creixement d’ animals
de 28 dies de vida. El creixement, el consum de pinso i I'index de transformacié milloraven en
27%, 3.7% i 18%, respectivament.

Tot i e curt periode experimental descrit en aquest treball, les reduccions més grans en viscositat

intestinal s obtingueren amb els enzims carbohidrasa provats. El valor de viscositat intestinal més
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gran el trobem en els animals que menjaren dietes d' ordi sense enzims (14.5 mPa.s), mentre que
amb la inclusié de b-glucanasa, amb € trencament dels b-glucans, € valor va disminuir fins a 4.5
mPa.s, una reducci6 properaa 70%, que malgrat tot no és tan baixa com la viscositat obtinguda en
les dietes de moresc o blat, amb a-galactosidasa o xilanasa afegida, respectivament. Salobir (1998) i
Steenfeldt (1998b) van trobar reduccions estadisticament significatives en viscositat ileal degut ala
xilanasa en broilers que menjaren dietes de blat amb la concentracié recomanada de P. Zylai col.
(1999) avaluaren els efectes de I’ aplicacié simultania de fitasa i xilanasa a dietes de blat, i trobaren
gue la viscositat intestinal era aproximadament un 40% menor quan s'incld ala xilanasa. En dietes
amb nomeés fitasa afegida perd a una concentracié elevada (1000 U/kg) van obtenir un marcat
increment en la viscositat intestinal, que estan en concordancia amb els trobats en aquest
experiment.

La inclusié de I'a-galactosidasa i la xilanasa en dietes de moresc i blat, respectivament, produi
petites perd no estadisticament significatives millores en I’'EMA i I'EMAN, mentre que I’ addicio de
b-glucanasa en dietes d’ ordi produ ren millores significatives en I'EMA i I'EMAN. L’addici6 dels
enzims carbohidrasa a les dietes riques en PNA van produir increments en la digestibilitat de
nutrients de manera conseqiient, de tal manera que cada enzim actua sobre un PNA especific i
caracteristic per a cada dieta (a-galactosidasa/a-galactosids, Xilanasa/xilans i b-glucanasa/b-
glucans). Aquests resultats estan ben descrits pels diferents autors en relacio a les dietes de blat o
ordi (Viverosi col., 1994; Almiral i col., 1995; Steenfeldt i col., 1998a; Francesch i col., 1999). En
aguest experiment, les millores en les dietes de moresc degut a lainclusié d' a-galactosidasa no van
ser significants, I’addicié de xilanasa a dietes de blat produ ren millores no significants en €
coeficient de digestibilitat de lipids pero la inclusié de b-glucanasa en dietes d’ ordi augmenta els
coeficients de digestibilitat de matéria seca, lipids, mido i b-glucans (P < 0.05).

L’avaluacio de les interaccions observades entre la fitasa i els enzims carbohidrasa mostraren uns
efectes positius en la disponibilitat mineral, en la digestié i en la retencid. Es van observar

interaccions positives en la retenci6 aparent de fosfor total en els pollastres que menjaren dietes de
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blat i ordi i enlaretenci6 i excrecio de calci en pollastres que menjaren dietes d’ ordi. Sembla que la
inclusié d'ambdds enzims simultaniament millora la resposta, donant millors resultats que els
obtinguts quan els enzims estan afegits sols (Taules 10 11). Aquests resultats foren confirmats amb
el calcul de la importancia biologica de la interaccié. En € cas del coeficient de digestibilitat de
lipids en pollastres que menjaren dietes de moresc, la significancia de la interaccié no és clara.
Encara que la interacci6 estadistica fos significativa, els coeficients obtinguts quan els enzims eren
provats individualment van ser millors que la dieta control sense enzims, perd van ser molt similars
guan s afegiren els dos enzims ahora (Taula 8.6). Lainteraccié entre lafitasai |’ a-galactosidasa va
ser negativa per I'estudi de I’index de transformacié. En agquest cas, la inclusié dels dos enzims
conjuntament produ ren pitjors resultats que la inclusié de cada enzim per separat, resultant en un
index de transformaci6 similar a de la dieta sense enzims (Taula 8.3). Aquesta interaccié negativa,
amb un coeficient de importancia biologica del 67%, podria estar relacionada amb € fet que I’ index
de transformaci6 és larelacié entre altres dos parametres (guany de pesi consum de pinso). Aquests
dos parametres mostraren resultats numericament millors perd en proporcié diferents quan els
enzims van ser usats en combinacié que no pas quan es van usar per separat. Els pollastres que
menjaren dietes de moresc amb els dos enzims afegits menjaren i cresqueren més que els que
menjaren els pinsos amb un sol enzim afegit, perd la resposta en consum i creixement va ser d’una
magnitud diferent, i aixo vafer quel’index de transformacio fos desigual. Els efectes per I’ s d' una
fitasa i un enzim carbohidrasa en combinacié podrien descriure’'s com que un enzim permet
augmentar I’ activitat de I’ altra. Aixi hi ha una reducci6 en les propietats antinutritives del fitat i dels
polisacaids no amilacis (Ravindrani col., 1999).

Els presents resultats confirmen que la fitasa i els enzims carbohidrasa actuen independentment i
gue poden ser combinats en dietes riques en PNA sense interaccions negatives remarcables.
L’ addici6 de fitasa millora laretencié de fosfor i calci sense afectar €l creixement en el curt periode
de temps avaluat, mentre que els enzims glucosidasa redu ren la viscositat intestinal i milloraren les

digestibilitats de nutrients.
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Taula 8.1. Tractaments experimentals.
Enzim fitasa  Activitat total

Tractament  Dieta afegida* fitasa Enzims glicosidasa’
(U/kg) analitzada *

T-1 Moresc - 31 -
T-2 Moresc 500 571 -
T-3 Moresc - 25 a-Galactosidasa™: 18
T-4 Moresc 500 689 a-Gaactosidasa: 18
T-5 Blat - 281 -
T-6 Blat 500 1089 -
T-7 Blat - 416 Xilanasa’: 3540 (3600)
T-8 blat 500 1113 Xilanasa: 3540 (4250)
T-9 Ordi - 235 -
T-10 Ordi 500 863 -
T-11 Ordi - 205 &-Glucanasa’®; 3150 (3210)
T-12 Ordi 500 700 & Glucanasa: 3150 (3230)

! Fitasa microbiana (E.C. 3.1.3.8) (Natuphos®, BASF Espafiola, 6,900 U phytase/g). Una unitat de fitasa es defineix
com laquantitat d’' enzim que alibera 1 imol de fosfor no fitic/min provenint de fitat sodic 5 mM apH 5.5i 37°C.

2 " activitat fitasica total analitzada és la suma de |a fitasa endogenai de |’ afegida.

3 valorsde |’ activitat: Estimats (Andlitzats).

* &-Galactosidasa (EC 3.2.1.22) (4 Galactosidase |, Industrial Técnica Pecuaria, S.A., 35 unitats &galactosidase/g). Una
unitat &-galactosidasa es defineix com la quantitat d’enzim que hidrolitza 1 imol de p-nitrofenil-a-galactosid a p-
nitrofenil i D-galactosaapH 6.5 25°C.

® Xilanasa (EC 3.2.1.8) (Safizym XP-20®, Lesaffre Developpement, 59,000 U xylanase/g). Una unitat de xilanasa es
defineix com la quantitat d’ enzim que allibera 1 imol de sucre reductor provenint de xilade civadaen 1 minapH 4.5i
30°C.

® &-Glucanasa (EC 3.2.1.6) (Roxazyme® G2, Hoffman La Roche, 21,000 U &glucanase /g). Una unitat &-glucanasa es
defineix com la quantitat d’enzim que allibera 1 imol de sucres reductors expressat en forma de glucosa provenint del
d-glucadel’ordi en1 minapH 4.5i 30°C.
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Taula 8.2. Composici6 de les dietes base.

Ingredient (g/kg) Dietg e m[c))lreet;c- Dieta_ D?eta_
experimental soja blat-soja  ordi-soja
P-Normal P-deficient
Moresc 573.3 634.9 - -
Blat - - 695.4
ordi - - - 644.7
Farina de soja 48% 342.1 2954 213.3 228.5
Llard 39.0 4.1 24.0 60.0
Farinade peix LT999 - 37.0 37.0 37.7
DL-metionina 2.8 2.2 2.2 2.8
L-lisnaHCI 0.9 - 1.9 14
L-treonina - - 0.2 0.3
Carbonat calcic 15.6 14.2 13.2 15.2
Fosfat bicalcic 17.4 4.1 5.6 1.8
Sa 4.7 4.1 3.3 4.4
Clorur de colina 50% 0.2 0.1 - -
Mineralsi vitaminesl 4.0 4.0 4.0 4.0
Contingut estimat de nutrients (g/kg)
Energia metabolitzable 12.9 12.5 12.5 12.5
Proté nabruta 210.0 216.1 220.0 2235
Lisina 12.0 12.0 12.0 12.0
Met + Cys 9.2 9.2 9.2 9.2
Ca 11.0 8.1 8.1 8.1
Fosfor total 6.4 4.4 5.0 4.4
Fosfor No fitic 45 2.7 2.7 2.7
Fosfor fitic 2.8 1.7 2.3 1.7
Fitasa endogena (U/kg) 6 6 459 276

1 Aportacio per quilo de pinso: Vitamina A, 12,000 IU; Vitamina D3, 2,400 IU; Vitamina E, 30 mg; Vitamina K3, 3
mg; Vitamina Bq, 2.2 mg, Vitamina By, 8.0 mg; Vitamina Bg, 5.0 mg; Vitamina B1p, 11.0 ig; Acid folic, 1.5 mg;
Biotina, 150 ig; Pantotenat cacic, 25 mg; Acid Nicotinic, 65 mg; Etoxiquina, 150 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Zn, 40

mg; Mn, 60 mg; Se, 0.15 mg; |, 0.33 mg.
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DETERMINACIO DELSFOSFATSD’INOSITOL MITJANCANT
ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE P*.
RETENCIO DE FITAT EN EL TRACTE GASTROINTESTINAL DE

BROILERS
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9.1. Introduccid

El fitat (1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat de mio-inositol) és |’analeg superior d’ una amplia série de fosfats
d’inositol que es troben en la natura (Oberleas, 1971), especiament en llavors de plantes i en
algunes arrelsi tubercles. Degut a la seva forta carrega quelant, € fitat actua com a transportador o
Iloc d emmagatzematge per a minerals tracai fosfats durant e creixement de la planta (Reddy i cal.,
1989). El fosfat esdevé disponible durant la germinaci6 per la hidrolisi catalitzada per I’ enzim fitasa
gue també es troba present en la llavor. Alguns processos com la coccid, la fermentacio i la
germinaci6 poden facilitar la hidrolisi del fitat (O’'Neill i col., 1980).

Common (1940) va descriure un métode per al’analisi del fosfor fitic, essent un dels més utilitzats
en els setanta i vuitanta. Aquest métode comprén una extraccié acida seguida d'una precipitacio
acida per un complex de ferro a pH baix. Un dels desavantatges dels métodes amb precipitacio de
ferro és que no només € fitic precipita, ja que també poden precipitar altres compostos que
continguin fosfor (Sandberg i Ahderinne, 1986). de Boland i col. (1975) van trobar que €els fosfats
d’inositol, des del di- fins al’hexa-, formen complexos insolubles de ferro. No obstant, els mono-,
di- i trifosfats eren solubles de manera bastant apreciable i no precipitaven quantitativament.

Per aix0, alguns autors han utilitzat altres técniques per ala determinacio de fitat, com per exemple
els de cromatografia liquida d' ata pressio (HPLC) (Graf i Dintzis, 1982, Sandberg i Ahderinne,
1986; Lehrfeld, 1989). La cromatografia pot presentar problemes en la identificacio dels fosfats
d'inositol i e fosfor no fitic en el mateix cromatograma.

Una técnica que esta sent utilitzada en els darrers anys és la ressonancia magnética nuclear de
I'isdtop P** (RMN P*) (O’'Neill i col., 1980; Ersdz i col., 1990). Aquesta técnica té com a principal
avantatge que no necessita estandards molt cars (Kemmei col., 1999) i que permet estudiar el fosfor
organic, podent-se fer analisis quantitatives i comparatives de varies formes de fosfor (Cade-Menun
i col., 2002).

L’ objectiu d’ aquest estudi va ser confirmar la determinacio de fosfats d’inositol segons antecedents

trobats en la bibliografia, per després aplicar-la en les mostres de pinsos i continguts obtingudes
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dels assaigs efectuats, ja que un dels objectius principals del segon assaig fou analitzar I’ evolucio

delsfosfats d’inositol en quatre trams diferents del tub digestiu.

9.2. Material i métodes

9.2.1 Materials

L’acid 2-aminoetilfosfonic es va obtenir de Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). L’'aigua
deuterada es va obtenir del Servei de Recursos Cientifics de la Universitat Rovira i Virgili
(Tarragona). L’aigua ultrapura es va preparar utilitzant un sistema d osmos inversa MilliQ,
obtenint aigua amb resisténcia especifica de 9 MWem o superior i una conductivitat especifica de 91
nS o inferior. Es van emprar dues classes de fitases, Natuphos i SP1002, les quals estan descrites en
els assaigs anteriors.

9.2.2 Preparacio de les mostres

Les mostres es van preparar segons el métode descrit per Kemme i col. (1999), exceptuant algunes
petites modificacions. 3.0 g de mostres de pinsos i continguts intestinals liofilitzats i molts es van
extreure en 15.0 ml d'HCI 0.75M durant 2h a temperatura ambient, sota agitacié. Els extractes es
van centrifugar i es van agafar 3.0 ml del sobrenadant per escalfar-los durant 15 minuts a 100°C,
sota agitacié. Després de deixar refredar, les solucions se centrifugaren. Posteriorment, es van afegir
4.0 ml d'acid etilendiaminatetraacetic (EDTA, 30 mg/ml) a 2.0 ml del sobrenadant. El pH de la
solucio es va gjustar a 6.0, utilitzant NaOH 2 M, i llavors es liofilitza Les mostres liofilitzades es
van dissoldre en 5.0 ml d'aigua bidestit lada, es filtraren (0.45mm) i € pH s gjusta a 12.6 utilitzant
la mateixa solucié de NaOH. Finalment, les mostres es van tornar aliofilitzar.

9.2.3 Andisi deles mostres

Els espectres de RMN de P** desacoblat de H' es van enregistrar a 121.47 MHz K en un aparell
Varian Gemini 2000 300MHz utilitzant tubs de 10 mm per a totes les mostres. Les condicions de

I’ espectdmetre van ser: 8 segons de temps de relaxacié; 19 microsegons de pols de 90° pel P*; 32
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“scans’ (repeticions de la induccié per cada experiment). Les dades del RMN es van processar
mitjancant multiplicacié exponencial (2 Hz d’ amplada de linia). Els desplacaments quimics per
I’ espectre de P** es van mesurar en parts per milié (ppm) en un camp descendent, usant HsPO, com
a referéncia externa. L’acid 2-aminoetilfosfonic (15 mg/ml) es va emprar com a referéncia interna
per la quantificacio dels senyals de P*.

El contingut de fosfor total dels pinsos també es determina colorimétricament pel métode de
molibdo-vanadat (codi 965.17 AOAC, 1990). Les concentracions dels diferents fosfats d’ inositol no
van ser analitzats per altres métodes.

9.2.4 Origen de les mostres de pinsos i continguts intestinals

Els pinsosi els continguts del tub digestiu emprats en aguestes proves son €ls que s han utilitzat en
els assaigs descrits en aguesta memoria, indicats segons I’ ordre establert. Només es va utilitzar una
replica de cada mostra, degut a la poca quantitat de mostra que es tenia, gjuntant-se els continguts
de tots els animal en una solaréplica

9.2.5Cdculs

Els resultats obtinguts en els assaigs dels fosfats d'inositol determinats per RMN de P*, estan
expressats com a percentatge de fosfor i calculats segons les respectives relacions molars, de la

seglient manera:

AreapicX = Pespatr6 (mg) = 100

%X =
Areapicpatr6 ©~ Pesmostra(g)~ 1000

En el cas dels pinsos, la suma dels concentracions de fosfor, procedent dels fosfats d’inositol i €l
fosfor no fitic, es varelacionar amb el contingut de fosfor total mesurat colorimetricament. Aquesta
relacié es considera una estimacio de la recuperacié de P total. No es determina la recuperacio de
I"hexafosfat d'inositol ja que el métode colorimétric emprat en I’andlis (Haug i Lantzsch, 1983)

presentadificultats en la determinacié d’ algunes mostres.

[{compostosamb f osfor) ©~ 100

% Recuperacio =
[ FOSfOI’ tOtal ] colorimetric
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9.3. Resultatsi Discussio

La identificacié dels diferents pics observats en els espectres es va fer per comparacié a la
informacié obtinguda de Kemme i col. (1999). El pic corresponent al patrd apareix a un
desplacament quimic de quasi 17 ppm. Fixant aguest pic ja quedaran fixats els seglents. La
determinacié de RMN de P* presenta un avantatge respecte a la de H'. En aguesta Ultima, cada
proté té un pic caracteristic i influenciat pel seu entorn. Aixi, la forma del pic seradiferent en cas
d haver-hi un o varis protons equivalents propers, formant doblets, triplets, o més pics. En el cas del
P*!, cada pic representa una classe de fosfor, malgrat que un tipus de fosfor pugui presentar més
d’ un pic.

El fosfor no fitic va donar el pic amb & desplacament més gran, amb un valor d' aproximadament
6.0 ppm. L’ 1Ps presenta quatre pics caracteristics i d'una aeaimportant a5.7, 4.5, 4.01 3.7 ppm de
desplagaments quimics. L’ IPs mostra una major quantitat de pics, pero d’aea molt inferiors, a 5.0,
4.6,4.4,35i 3.3 ppm. Aquest Ultim pic se solapa amb un corresponent al’ IP,, que també presenta
un pic a4.7. En la determinacio realitzada en pinsos es veieren clarament els pics corresponents al
fosfat no fitic, i as dos fosfats d’'inositol més grans, mentre que la resta es poden intuir, perd sense
diferenciar-se molt de la linia base. En els espectres corresponents als continguts s’ obtingueren pics
corresponents al tetrafosfat d’inositol i en menor quantitat algun pic que podria ser del trifosfat, tot i
gue només va ser en alguna mostra. Aquesta trobada d’ una quantitat limitada de fosfats d’inositol
més baixos esta d’' acord amb les dades trobades per Sandberg i Ahderinne (1986) i Skoglund i col
(1997) en estudis en humans i Schlemmer i col. (1997) i Skoglund i col. (1997b) en estudis amb
porcsi broilers. Kemme i col. (1999) tampoc van observar presencia de IPs, [P, i IP; en continguts
digestiusileals de porcs. La no preséncia d aquests fosfats d’ inositol més baixos podria ser deguda a
una manca d’ aquests compostos en la digesta. Una altra explicacié proposada pels autors es la que
lafitasa d’ Aspergillus niger (emprada també en el nostre cas) no seria capag de trencar |’ 1P, mentre
no hagués una acumulacio d’ aquesta espécie. Una conclusié a la que es pot arribar és que la no

formaci6 dels fosfats d’inositol més baixos (mono-, di- i tri-) és perque es necessita un temps major
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per a arribar-se a ells mitjancant la hidrolisi dels fosfats més grans, i e temps de residencia del
contingut en el tracte gastrointestinal dels pollastres no és suficient.

Les andlisis es van reditzar a pH 12.6, ja que els fosfats d'inositol son estables a aguestes
condicions. Amb altres condicions de pH, poden presentar-se problemes de desplacament per
ressonancies. L’EDTA, en incloure’s abans del primer gjustament de pH, no té cap efecte sobre
I’ equilibri &cid-base, actuant com a agent quelant dels cations, competint amb el fitat, permetent uns
senyals amb una millor resolucié en el RMN (O’ Neill, 1980).

En la Figura 9.1 a) es pot observar un espectre corresponent a una mostra de pinso. Pels pinsos la
guantitat de mostra pesada i posada en cada tub era entre 0.10 i 0.12 g, ja que €S va veure gque era
I’ Optima per obtenir bons espectres, i es va posar uns 0.10 ml de solucié de patré intern de tal
manera que a final hi hagués entre 0.75 i 0.80 mg de P, excepte en €l quart assaig, en que € pes de

fosfor va ser propera as 0.4 mg, jaque la solucié de patrd era el doble de concentrada.

Figura 9.1. Espectres obtinguts en I’analisi per RMN de P*! desacoblat de H*. a) pinso; b) contingut
del tub digestiu.
a) pinso b) contingut intestinal

Pi

Parniin et et a0 i et e i)

En la Figura 9.1 b) es pot observar un espectre de continguts del tub digestiu d’ una mostra. Pels

continguts la quantitat de mostra pesada era inferior a la dels pinsos, pesant-se entre 0.6 i 0.9,
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segons els assaigs, i la quantitat de mostra disponible. La diferencia principal respecte als pinsos es
troba en la quantitat posada de patr6, ja que €l pes fina obtingut es trobava entre els 0.36 i 0.39 mg
de P, excepte en el quart assaig en qué els valors es trobaven entre 0.4 i 0.5 mg de P. La principal
rad de la diferencia de pes del fosfor del patré va ser deguda al’ Gs de diferents concentracions de la
solucié de patr6. Es vafer aixi per facilitar I’ espectre, ja que d'aquesta manera €l pic corresponent a
patré i als pics de les mostres analitzades sortien en proporcions adequades per poder calcular les
concentracions dels diferents fosfats.

Des de la Taula 9.1 fins a la Taula 9.5 es presenten els resultats de les concentracions dels
compostos fosfats d'inositol dels pinsos i dels continguts intestinals corresponent a cada assaig,
amb la correspondencia del nombre de taula amb I'assaig. La Taula 9.2 s ha dividit en 3 parts,
podent-se trobar en la Taula 9.2a els valors corresponents als pinsos, en la Taula 9.2b els valors dels
continguts del pap i del pedrer, i en la Taula 9.2c els valors dels contingutsileals i de la cloaca. Els
valors de les Taules 2b i 2c sOn els que s han utilitzat per avaluar I’evolucié de fitat en el tracte
gastrointestinal dels pollastres.

Referent als resultats, primer de tot s ha de comentar que les diferéncies entre tractaments no s han
pogut analitzar estadisticament, degut a que només es tenia una replica per a cada mostra. Per tant,
els resultats que es presenten s han de considerar com a tendéncies, perd a més s ha de tenir en
compte que aguesta técnica té com a principal inconvenient una relativa baixa sensibilitat (Kemmei
col., 1999), e que fa que potser si s’ haguessin pogut fer més répliques, s haurien pogut observar
comportaments diferenciats en els diferents assaigs.

Pinsos. Observant els valors de recuperacié de P total obtinguts en els diferents assaigs, es pot
comprovar com en |’assaig 1 estan per sobre de 100% perd no massa superiors, i en |’assaig 2 estan
la majoria per sota, arribant-se fins a cas del T-2 amb una recuperacié del 51%. En la resta
d'assaigs, els valors es troben bastant per damunt de 100%, jaque si es calculala mitjana per a cada
assaig, aguestes donen 112, 136 i 123 pels assaigs 3, 4 i 5, respectivament. Destacar que en el quart

assaig s obtingué un 218% de recuperacio pel T-2.
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Malgrat aix0, s ha observat que la concentraci6 de fosfor no fitic en tots els pinsos analitzats manté
una correlacio amb els valors teorics. Es a dir, en aquells assaigs en qué la dieta control positiu té
un 0.45% de fosfor no fitic i les altres dietes tenen 0.27% FNF, els resultats extrets de RMN també
les mantenen, encara que numericament hagin diferéncies. Per exemple, en les dietes de moresc de
I"assaig 1 el valor tedric per a T-1 és0.45% i |’ experimental és 0.37%, mentre que per aT-21 T-3
els analitzats son 0.20 i 0.21%, respectivament, quan €l valor teodric fou 0.27%.

Ladeterminacio6 dels fosfats d’inositol ha demostrat que la majoria de fosfor fitic present en € pinso
es troba en forma de | Ps, havent-se trobat una quantitat molt baixa de I1Ps, igual o inferior a 0.05%
en bona part de les mostres, excepte en les corresponents al quart assaig en qué els valors es troben
entre 0.08 i 0.10%. En tot cas, no es detecta presencia de fosfats més baixos en les mostres de pinso
analitzades. En tots les andlisis realitzades, es veu que la quantitat de |Ps es manté constant en totes
les mostres, mentre que € que és més variable és el fosfor no fitic, depenent de la concentracio
afegit.

Les variacions en les recuperacions de fosfor total, amb valors superiors a 100%, poden ser
explicats en I'error del métode, o en la desviacié possible de resultats. Kemme i col. (1999)
comenten que I’ error fet en |’ estimacié seria del 5% en els compostos més concentrats (1Ps i fosfor
no fitic) i del 10% (generalment pel IPs i 1Py).

Continguts intestinals (assaigs 1, 3, 4 i 5). En les dietes de moresc de |’ assaig 1 es pot comprovar
perfectament com ha actuat |’ enzim fitasa (Taula 9.1). Aixi en afegir I’enzim en la dieta deficient de
fosfor es produeix una reduccié en la quantitat de fosfor total, degut principalment per la reduccié
en la quantitat de 1Ps (0.46% en T-2 i 0.20% en T-3). En aquest mateix assaig, les dietes de blat
presenten un comportament diferent. La reducci6 de fosfor total ja es produeix en reduir el fosfor no
fitic de la dieta, tot i aixi la quantitat de fosfor total dels continguts dels animals alimentats amb
fitasa exdgena es manté dins d’ uns mateixos valors 0.45-0.50%, observant-se Ileugers increments
en les concentracions tant de |Ps com dels fosfats amb menor nombre de fosfor. Tal com jas havist

anteriorment en € capitol dedicat al’assaig 1, podem parlar d’ una influéncia important de la fitasa
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endogena del blat, superior a la del moresc. Finalment, es pot dir que no hi ha efecte de la dosi
sobre €l fosfor total present en els diferents tractaments de blat. Les dietes amb 200, 400 i 600 U de
fitasalkg tingueren concentracions molt similars, que ens permeten pensar que no hi hauria millores
significatives.

Els continguts intestinals dels animals emprats en |’ assaig 3 (Taula 9.3) presentaren concentracions
elevades de IPs, tenint una minima quantitat de fosfor no fitic, amb valors des de 0.02 a 0.13%.
Hem de considerar diferent el T-6, doncs encara que tingui fitasa exdgena en la dieta, els valors tan
inferiors obtinguts dels diferents compostos fosfats han de ser deguts a problemes en la preparacio
de la mostra. Sembla observar-se una tendencia a funcionar millor la fitasa en les dietes amb un
10% de seg6, ja que tenen els valors més baixos de fosfor total, directament relacionat amb una
menor concentracié de fosfor no fitic, encara que haurien de ser tots iguals d'acord amb els valors
dels pinsos, ja que les concentracions dels fosfats d'inositol es mantenen iguals. Observant amb
deteniment les concentracions de I1Ps, es pot veure com la fitasa exdgena a la dieta ha actuat
disminuint-lo, amb quantitats menors per les dietes amb fitasa (T-4, T-6 i T-8) respecte les dietes
sense fitasa (T-1, T-51 T-7, respectivament). Excepte en els casos de les dietes sense segd, aquesta
disminuci6 de I'hexafosfat d’'inositol repercuteix en una disminucié en la concentracié de fosfor
total.

Amb la primera observacio ales dades de les andlisis dels continguts intestinals de I’ assaig 4 (Taula
9.4), es pot destacar la bona actuacié de la dosi més gran de fitasa exdgena (5000 U de fitasa per
quilo de pinso) tant si el blat estava passat per autoclau com no. La reduccié es basa en uns valors
molt baixos de IPs (0.12 i 0.10% per T-4 i T-8, respectivament). Grécies aquests resultats, es pot
pensar que en les dietes de blat es pot augmentar més la dosi per tal de disminuir la presencia de
fosfor en el contingut i en les excretes. En les dietes amb blat no tractat, pot veure's la disminucio
en la concentracié de P total a mida que redu m el nivell de fosfor no fitic de la dieta primer, i per

I’ addici6 de fitasa microbiana després.
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En les dietes amb blat autoclavat, tot i trobar unatendéncia similar es pot dir que les dietes deficient
de fosfor sensei amb 500 U de fitasa’kg tenen la mateixa quantitat de fosfor total. En tot cas, es pot
contemplar que en totes les dietes deficients de fosfor la concentracié de | Ps és menor que les dietes
amb una concentracié recomanada de fosfor, i sembla intuir-se una pujada en la concentracions del's
fosfats més baixos.

Les concentracions obtingudes en els continguts ileals en I'assaig 5 (Taula 9.5) estan forga
relacionades amb el cereal inclos en la formulaciéd de les dietes, sent molt variables depenent si es
tracta del moresc, €l blat o I’ordi. Pot ser que pel fet que els vaors de fosfor no fitic utilitzats en la
formulacié dels pinsos estigui extret de taules, i no per analisi de les mostres. Recordar que el fosfor
no fitic varia entre els diferents ceredls, perd que també pot variar segons la varietat del cereal o
I’any de collita (Ravindran,i col., 1995). En € cas de les dietes de moresc es troba menys fosfor
total en les dietes que tenien fitasa microbiana exogena, essent la dieta amb els dos enzims ahora la
de menor concentracio. La disminucio en e fosfor total es deu a la reduccié en la concentracié de
I"IPs, ja que en els quatre casos les concentracions de la resta de fosfats és manté constant. En
aquests resultats sembla confirmar-se la interaccié positiva que s havia trobat en la retencié de
fosfor total, i que es descriu en el capitol corresponent.

En tot I’assaig 5, les dades de productivitat i de retencio de minerals de les dietes de blat diferiren
de les obtingudes en laresta de les dietes. També es pot notar aguesta tendéncia en els resultats aqui
mostrats. La presencia dels dos enzims afegits a la dieta fa que la concentracié de fosfor total sigui
molt alta (1.0%), igua que la de la dieta que només té xilanasa, mentre que la dieta amb fitasa
exogenaté el valor més baix (0.81%). Es corrobora que sembla haver una interaccio negativa, com
la que es pot trobar en la retencié total de fosfor total analitzada en el capitol anterior. L’ aplicacio
de I’enzim fitasa sol produeix una reduccié interessant en la quantitat de I1Ps, passant de 0.57 a
0.39%.

Elsvalors de P total dels continguts d’ animals alimentats amb dietes d’ordi foren molt propers. Les

dietes d'ordi sense cap enzim presentaren la menor quantitat de fosfor total de totes les quatre
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dietes. La dieta amb només fitasa té menys I Ps, perd € fosfor no fitic és unamica superior. La dieta
amb b-glucanasa és la que té més |Ps i IPs i una quantitat important de fosfats més baixos. La dieta
amb els dos enzims va tenir una major presencia de fosfats més baixos i una presencia quasi nut la
de fosfor no fitic. En tot cas, i provocat per la manca de repliques i si assumim |’ error del metode,
especiament en e moment de la quantificacié, amb tota seguretat es pot considerar que la Unica
dieta diferent a les altres és la dieta amb la b-glucanasa. Es de remarcar que la dieta amb els dos
enzims aplicats alhora és |a que presenta una menor concentracié de fosfor no fitic i una major dels
inositols més baixos, que ens pot fer pensar en una interaccio positiva de la fitasa i la b-glucanasa,
reforcant I’ accié enzimética de la fitasa sobre el fosfor.

Evolucio del fitat en els continguts de les diferents seccions del tracte gastrointestinal (Assaig 2).
En laFigura 9.2 hi ha representat la progressié de la concentracio dels diferents compostos fosfats
(eix Y) per les seccions del tracte gastrointestinal (eix X), representant cada linia un tractament
diferent. Les seccions del tracte (pap, pedrer, intesti prim i cloaca) van ser escollides perqué son les
més representatives i en les que I’enzim fitasa pot tenir més influencia, i basant-se en I’estudi de
Sooncharernying i Edwards (1993), que van realitzar I’ estudi de la retenci6 del fitat (1Ps), essent
determinat per HPLC.

En e nostre estudi, s observa una disminucio del fosfor no fitic entre el pap i el pedrer, excepte en
el cas del T-1 que dona un valor de 0.01% de P no fitic en e pap i 0.11% en € pedrer. La
composicio del contingut en el pap i ladel pinso no hauria de ser molt diferent, doncs els pollastres
amb € bec només agafen e menjar, i que era en forma de farina. L’ observacié dels valors de les
concentracions en el pinso i en e pap (Taules 2ai 2b, respectivament) ens pot permetre observar
gue no és aixi, havent-hi variacions importants en les concentracions, com per exemple pel T-4 amb
0.76% de P no fitic en e pap i només 0.33% en € pinso. En el pas del pedrer al’intesti prim es pot
notar com quan les concentracions eren més elevades en € pedrer disminu en en e I'intesti, i a
I'inrevés. Tanmateix, la concentracions de fosfor no fitic en I'intesti ésigual en tots els tractaments.

En el darrer tram, els valors de les dietes amb nivells recomanats de fosfor (T-11 T-4) son les que

244



Determinacio fosfats d’ inositol per RMN

presenten major quantitat de fosfor no fitic. Aquest augment, que és generalitzat per tot els
tractaments, pot deure's a la digestio del fitat per les fitases endogenes del pollastre en la darrera
part deI'intesti. En produir-se a final deI’intesti, aquest fosfor no fitic no podria ser aprofitat i seria
excretat per I’animal.

La concentracio de |1Ps en tots els tractaments roman gairebé constant en el tram entre el pap i e
pedrer, encara que la corresponent a T-2 augmenta des de 0.04 a 0.16%. Es produeix un augment en
la concentracié en avancar en €l tracte, a partir del pedrer, amb increments en la majoria del's casos,
assolint el valor maxim en la cloaca, excepte pel T-5 en qué & valor maxim s esdevé en |’intesti. En
la cloaca, els valors més grans de IPs s obtingueren en el cas de les dues dietes amb nivells
recomanats de 0.45% de FNF, i el valor més baix pel cas de la dieta deficient de fosfor amb ordi
passat per |I'autoclau i amb 500 U de fitasa microbianalkg. Una possible explicacio de la més baixa
concentracié de IPs en el pap i € pedrer que en les altres seccions la donen Sooncharernying i
Edwards (1993), en un estudi amb pollastres que menjaren dietes de moresc i soja. Aquests autors
indiquen que la soja (que té un elevat nivell de I1Ps) seria expulsada constantment i regular del pap i
el pedrer, mentre que e moresc (baix nivell de IPs) encara hi romandria més temps. En el nostre
estudi pot passar una cosa similar, ja que I'ordi encara que tingui una activitat fitasica major, té
menys fosfor fitic que e moresc (0.17% I’ ordi i 0.19% el moresc, Eeckhout i De Paepe, 1994), pero
aquesta afirmaci6 cal estudiar-la mes concretament en posteriors assaigs.

La tendencia general en la concentracio de IPs és la de disminuir en passar del pap a pedrer, per
després augmentar a I’intesti, i finalment mantenir-se amb una concentracié quasi bé igual a la
cloaca. Donat que en la cloaca els valors es mouen dins un marge d entre 0.04 i 0.08%, es pot dir
gue no hi haurien diferéncies entre els diferents tractaments. L’interval de les concentracions no és
molt gran per laqual cosa, qualsevol petita errada en la quantificacio o en la preparacio de la mostra
podria fer canviar bastant tant en sentit negatiu com en positiu els valors. A simple vista, un
exemple podria ser € valor de T-6. Mirant bé les dades de la Taula 9.2, es pot observar com la

concentracié de IPs i dels fosfats més baixos en e pedrer és més baixa que les atres. Ca tenir
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present que e T-6 és una dieta deficient i amb presencia de fitasa microbiana, i per tant, es pot
creure que la fitasa ha actuat com era d’ esperar. En aguest cas, seria una mica més |ogic pensar que
aquest valor seria producte d’ algunaimprecisié en I’andlisi.

Les dades referents a la concentracio de fosfats menors que € pentafosfat sdn molt dispars, no
observant-se cap comportament generalitzat. Un motiu pot ser que en I’ espectre aquests pics no
presentaven una molt bonaresolucio, i per tant, no era facil realitzar-ne la quantificacio. Per aixo és
comprensible observar comportaments com €l del T-4 que és molt at en e pap, sofreix una gran
reduccio en € pedrer i finalment ser molt gran en la cloaca. Vist que en €els pinsos la quantitat
d’ aquest tipus de fosfats era nut la, seria d esperar que a mesura que la bola digestiva passa pel
tracte la concentracié anés augmentant, ja sigui per |’ accié de la fitasa microbiana o per I’ endogena
de la dieta 0 de I'animal. En la mgjoria dels tractaments, la concentracio es redueix del pap a
pedrer, torna a augmentar una mica del pedrer al’intesti, havent la més gran variacio en el pas de
I"intesti ala cloaca.

Finalment, la concentracio de fosfor total reflecteix una mica tot el descrit anteriorment, assumint
gue es tracta del sumatori de la concentracié de tots els compostos fosfats. Aixi, la tendéncia
general és reduir-se entre el pap i €l pedrer (amb dos casos particulars: T-4, que passa de 1.18% a
0.22%, i T-1, que augmenta des de 0.24 fins a 0.31%). Del pedrer a I'intesti la tendéncia és
d augmentar o mantenir-se igual, per posteriorment augmentar una mica més en la cloaca. Els
valors obtinguts en la cloaca, no haurien de ser molts diferents dels obtinguts en |’ excreta. En aquest
estudi no s ha redlitzat aquesta determinacié, que podria quedar per a estudis posteriors. Dels
resultats obtinguts en la cloaca, es pot derivar que la concentracio menor correspon a les dietes
deficient de fosfor amb o sense enzim incorporat a la dieta, mentre que les dues dietes amb nivell
recomanat de fosfor no fitic presenten major quantitat de fosfor total, tal com passa en € cas de les
excretes, i es pot observar en les dades mostrades en €l's capitol s corresponent a cada assaig.

Ta com descriuen Sooncharernying i Edwards (1993), € metode de I’ is de marcador, en el seu cas

I’oxid cromic, no és massa de confianca per avaluar la retencié de I'lPs, segurament per la
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diferencia de velocitat de transit, tot i que si que podria ser-ho per estudis de digestibilitat d’ altres
nutrients. Caldria comprovar s amb les dades obtingues en la determinacié per RMN dels fosfats
d'inositol poden aconseguir-se resultats fiables de retencié aparent. En els assaigs realitzats en
aquesta memoria, les dietes contenien dioxid de titani com a marcador, que té una velocitat de
transit diferent a I’oxid cromic. S'ha redlitzat el calcul de les retencions aparents de fosfor total,
fosfor no fitic i de I’hexafosfat d'inositol en els assaigs 2, 3 i 4, resultats que es mostren en les
Taules 9.6, 9.7 i 9.8, respectivament. Els resultats obtinguts sdn aproximacions dels que poden
realment ser, ja que, tal com es descriu anteriorment, no es van poder analitzar estadisticament les
diferencies entre tractaments perqué no hi ha répliques, essent cada tractament un pool de tots els
lots, i perqué els valors de dioxid de titani dels continguts ileals utilitzats en cada cas és la mitjana
dels valors analitzats del dioxid de cada lot. Es pot veure com la fitasa microbiana afegida millora
els valors de les retencions de fosfor total, grecies, en bona part, al’increment en la retencié de P,
ja que els resultats son analegs. En I'assaig 2 (Taula 9.6), pot veure's com la fitasa microbiana
augmenta la retencié de fosfor total i de IPs tant en les dietes d' ordi no tractat o passat per
I’autoclau, igual que en I’assaig 4, en qué, en dietes de blat sense tractar, I’addicié de 5000 U de
fitasalkg s obté el millor valor de laretenci6 de fosfor total i de 1Ps , mentre que en les dietes de blat
passat per |’ autoclau no es veieren modificades. En |’assaig 3, i desglossant els resultats segons el
nivell de inclusio de segd en la dieta de moresc-soja, la presencia de fitasa microbiana millora les
retencions de fosfor total i 1P, essent els increments superiors en €l cas de I'IPs; per la retencio de
fosfor total, el's augments més grans s obtingueren pels nivellsde 51 10%.

Segons €ls resultats que es desprenen d'aguest treball, i que sdn similars a altres trobats en la
bibliografia (Kemme i col., 1999), pot dir-se que la ressonancia magnética nuclear de P** és una
bona técnica per quantificar els fosfats d'inositol, tenint present que en la mateixa mesura també es
pot determinar el fosfor no fitic concurrent en la mostra. Totes les mesures es realitzen amb una
bona precisig, i la resolucié en I’ espectre vindra determinat en gran part per la preparacioé de la

mostra més que no pas per problemes metodol dgics amb |’ espectrometre.
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La tecnica ha permés observar la hidrolisi progressiva en el tracte de I'I1Ps a fosfats d'inositol més
baixos (malgrat no s hagin trobat fosfats d’inositol inferiors aIP4). S han observat els efectes de la

fitasa exdgena, en e pedrer i en la cloaca, per contra no s han vist efectes del tractament amb

autoclau.

Figura 9.2. Representacié de la concentracio dels compostos fosfats en cada tram del tracte
gastrointestinal avaluat dels animals emprats en I'assaig 2. a) P no fitic; b) IPs; ¢) IPs; d) IP, (n<5);
e) Ptotal
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Taula 9.2a Composicié de fosfats d’'inositol i del fosfat no fitic trobat anb RMN de P* i
recuperacio de fosfor total en els pinsos de I’ Assaig 2.

PINSO
Fitasa Protal (%0) o
Trt  Ordi F0l<(l)F afegida F(!>'F '0'/36 '0'/35 “ S Rec”per(;c'op
(Ulkg) (%) (%) (%) RMN  Colorimétric total (%0)
T-1 Notractat 0.45 - 0.39 0.25 0 0.63 0.73 86
T-2 Notractat 0.27 - 0.10 0.13 0.02 0.25 0.49 51
T-3 Notractat 0.27 500 0.13 0.18 0.01 0.32 0.49 64
T-4  Autoclau 0.45 - 0.33 0.20 0.06 0.59 0.66 89
T-5 Autoclau 0.27 - 0.19 0.29 0.03 0.51 0.49 104
T-6  Autoclau 0.27 500 0.16 0.27 0 0.43 0.49 88

* Determinacio realitzada colorimétricament pel metode de molibdo-vanadat (codi 965.17 AOAC, 1990).

Taula 9.2b. Composici6 de fosfats o inositol i del fosfat no fitic trobat anb RMN de P** en
continguts de pap i pedrer de |’ Assaig 2.

PAP PEDRER

T ENE 1P 1P (r'lzns) Powa | FNF 1P IPs (r'lzns) P toal
) @) ) G o) | ) ) ) D o)
T1] 001 011 006 006 024 | 011 014 002 004 031
T2| 030 004 003 007 044 | 004 016 003 005 027
T3| 029 004 003 006 043 | 008 004 003 003 018
T4/ 076 014 013 015 118 | 007 011 001 002 022
T5| 026 014 004 009 053 | 005 014 002 003 025
T6| 038 006 003 006 053 | O 007 017 003 028

Taula 9.2c. Composici6 de fosfats d'inositol i del fosfat no fitic trobat anb RMN de P** en
contingutsilea i cloacadel’ Assaig 2.

ILEAL CLOACA

T ENF IPs  IPs (r'lzns) Pwa | FNF IPs  IPs (r'lzns) P tota
) @) ) GF o) | @) ) ) Y o)
T1] 005 023 005 005 039 | 018 039 006 009 0.72
T2| 009 019 005 004 037 | 006 022 004 006 0.39
T3] 0O 024 006 008 039 | 003 029 005 008 045
T4| 003 018 007 005 033 | 018 042 007 012 080
T5| 006 040 006 009 062 | 010 032 005 006 053
T6| 006 014 005 007 032 | 011 018 005 008 042
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Taula 9.6. Retencio aparent ileal de fosfor total, fosfor no fitic i 1Ps dels animals emprats en I’ assaig 2.

Retencio apar ent
Fitasa
. % : Protal FNF
Trt Ordi afegida | Ps (%0
PN kg (%) (%) 6 (%)
T-1 Notractat 0.45 - 73 eVl 59
T-2 Notractat 0.27 - 39 62 42
T-3 Notractat 0.27 500 54 99 48
T-4 Autoclau 0.45 - 78 96 66
T-5 Autoclau 0.27 - 51 87 43
T-6 Autoclau 0.27 500 70 84 80

Taula 9.7. Retenci6 aparent ileal de fosfor total, fosfor no fitic i 1Ps dels animals emprats en |’ assaig 3.

Retencio apar ent

o Fitasa
L I
T-1 0% 0.27 - 57 98 31
T-2  5%NT 0.27 - 60 87 49
T-3  10%NT 0.27 - 69 90 58
T-4 0% 0.27 500 60 80 61
T-5 5%AU 0.27 - 62 20 55
T-6 5%AU 0.27 500 88 96 85
T-7  10%AU 0.27 - 53 87 40
T-8 10%AU 0.27 500 66 86 61

* NT: No tractat; AU: autoclau

Taula 9.8. Retencio aparent ileal de fosfor total, fosfor no fitic i 1Ps dels animals emprats en I’ assaig 4.

Retencio apar ent

o Fitasa
Trt Blat FﬁF ?[Je?;gfl '(3;/‘::‘;’ '(:(;') '): | Ps (%)
T-1 No tractat 0.45 - 82 90 75
T-2  No tractat 0.27 - 80 92 75
T-3 Notractat 0.27 500 78 89 74
T-4  No tractat 0.27 5000 86 87 89
T-5 Autoclau 0.45 - 80 88 71
T-6  Autoclau 0.27 - 78 97 66
T-7  Autoclau 0.27 500 76 89 72
T-8  Autoclau 0.27 5000 78 81 84
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Ta com s’ ha descrit en € principi d' aguesta memoria, s han realitzat cinc assaigs per tal d establir
I’accié de I’ enzim fitasa sobre la molécula d’ &cid fitic en pollastres d’ engreix o broilers. Els assaigs
realitzats s’ han efectuat amb diferents cereals, perd intentant mantenir e maxim possible les
mateixes condicions, per poder comparar els resultats obtinguts de manera global. Seguint els
resultats obtinguts en € primer assaig, es va modificar la quantitat d’ Us habitual de I’enzim fitasa
microbiana afegit a les dietes, que fins a moment era de 600 U per quilo de pinso, per passar a
utilitzar-ne 500 U/kg, ja que semblava ser la quantitat idonia a subministrar sense haver una
disminuci6 del creixement animal, tal com es descriu en |’ apartat 4.4 de |’assaig 1. Habitualment,
S utilitzaven 600 unitats de fitasa per quilo de pinso ja que eratal com estava definit per a dietes de
moresc i soja (recomanada per fabricant). En el primer estudi es vareadlitzar I’ avaluacié amb dietes
de blat ja que calia estudiar la dosi més apropiada en aquest tipus de dietes.

També es va redlitzar un assaig metodologic, la determinaci6 dels fosfats d'inositol per RMN, per
comprovar €ls resultats obtinguts en els diferents experiments, i fer un analisi de la degradaci6 del

fosfat d’'inositol en el tracte digestiu.

Lainclusio de fitasa a les dietes de broilers deficients de fosfor no fitic va produir millores en el
creixement animal, aconseguint-se animals amb un pes superior i un consum nNo Massa més elevat,
per laqual cosa, i en general en tots els cereals emprats, no hi hagué canvis importants en I’ index de
transformacio. En la Figura 10.1, es mostra una grafica on es pot apreciar la diferencia de pes fina
entre els animals utilitzats en I'assaig 2 i I'assaig 4. Les diferéncies en tot moment es troben per
sobre dels 100 grams, essent majors per les dietes de blat. Encara que aix0 ens pogués indicar que
aquestes dietes podrien donar millors resultats que les d' ordi, molt segurament la diferéncia vindra
donada per la genética dels pollastres emprats. L’assaig 2 es va dur a terme a principis de I’any
2001, mentre que I'assaig 4 es realitza a comencaments de 2003. Tot i utilitzar en ambdds casos

pollastres d’engreix Ross 308, les millores en la genética de I'animal realitzats en I'interval de
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temps compres entre les dues proves, ha fet que els animals siguin millors, i puguin aprofitar d una
manera més optima el pinso que se'ls déna.

El cinque experiment efectuat ens permet comparar €l creixement animal en els diferents cereals
emprats en tot aquest estudi, malgrat que aguest experiment estava dissenyat per I'estudi de les
interaccions entre els enzims sobre I’ energia de les dietes. Les dades obtingudes fan pensar que les
dietes amb ordi eren les millors, ja que permetien obtenir animals amb parametres productius
superiors.

A part del tipus de dieta, hi ha un atre factor que influeix en aquest experiment. Per tal de que els
tres tipus de dietes fossin iguals en termes energétics, les dietes de blat i ordi tenien major quantitat
de greix afegit, especiament en el cas de la dieta d'ordi, que en e cas del moresc era quas
despreciable. Tal com s'ha anat dient en la memoria, aquest greix és més disponible, cosa que
facilitael creixement animal.

Si es comparen laresta dels quatre assaigs, que son més semblantsi estan dissenyats similarment, es
pot dir que les millores més grans en el pes es van produir pels animals que menjaren dietes de
moresc (assaigs 1, assaig 3) i ordi (assaig 2). Les proves fetes amb les dietes que contenien blat no
donaren resultats significatius (assaig 1) o ho feren de tal manera que no s assoliren els resultats
dels controls positius (assaig 4), cosa que si passaamb els altres casos.

En la bibliografia, s’han descrit millores en el creixement grecies a I’addicié de fitasa a dietes
deficients de fosfor, independentment del cereal utilitzat, tant en porcs (Peter i col., 2001; Shelton i
col, 2003; Torrallardona i col., 2003) com en pollastres (Gheisari i col., 2003; Shirley i Edwards,
2003; Onyango i col., 2004; Wu i col., 2004). Alguns autors, com Sebastian i col. (1996), han
tractat d’ explicar les millores observades en pollastres que menjaren fitasa. Aquests autors creuen
gue poden haver algunes explicacions a aquest fet: 1) I’alliberament de minerals del complex fitat-
minera i 2) la utilitzaci6 de I'inositol pels animals, tal com suggereixen Simonsi col (1990) o 3) un
increment en la digestibilitat de mido, tal com comenten Knuckles i Betschart (1987) o 4) un

augment en la disponibilitat de les proté nes(Cowieson i col., 2003).
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Un parametre relacionat amb el creixement és el corresponent al’ energia. L'EMA va augmentar per
efecte de la fitasa en bona part de les proves realitzades, amb independéncia del cereal emprat, ja
sigui ordi (assaig 2, perd no en el 5) i moresc (assaig 31 5, perd no en I'1). L’Unic cereal en que la
fitasa no produi valors d’ energia més elevats va ser € blat, doncs no es produ ren en cap dels tres
experiments en que va ser emprat. La major activitat fitasica endogena del blat, que és la més gran
dels tres cereals emprats, podria ser una explicacio d’ aguest fet. Com s’ ha anat dient en els diferents
assaigs, la fitasa permet una millor utilitzacio no només de minerals, si no d’ altres nutrients com la
proté na o € midd, nutrients amb una contribucié energética important. Un nutrient important
implicat en I'energia de les dietes és e greix. En e nostre estudi, per mantenir les dietes
isoenergétiques, va afegir-s hi més o menys greix en la formulacié del pinso. En haver més greix,
podria ser utilitzat per la seva digestibilitat, i conseqlientment pot ser usat per I’ energia, perd una
part, que estaria en excés, podria constituir complexos insolubles ja que €ls acids grassos poden
intervenir en laformacié de complexos amb €l fitat i € calci. (Ravindran i col., 2000).

Al moment de comparar entre les diferents proves, s ha de tenir en compte que no totes estan
formulades per atenir la mateixa energia, ja que les dietes de moresc de I’ assaig 1 estan formulades
a 129 MJkg i laresta a 12.5 MJkg. Es pot observar en la Figura 10.1 la grafica corresponent a
I’EMA, on les dietes de blat emprades en la prova 4 van donar valors més alts que les dietes d’ ordi
delaprova 2, i que en ser tan elevades no presenten diferéncies per I’ addici6 de la fitasa

Els mecanismes pels quals s aconsegueixen millores en I’ energia no estan clars, ja que no depenen
només dels guanys que puguin observar-se en les digestibilitats de proté na i aminoacids
(Ravindran, 1999), s no que també hi ha té gran influéncia el fosfor disponible, en ser un mineral

molt lligat a que hi hagi un major 0 menor consum de pinso.

Per tal d’ estudiar la millor mineralitzacié dels ossos dels pollastres d’ engreix degut al’addicio6 de la
fitasa microbiana en dietes deficients de fosfor es va mesurar € percentatge de cendres en els dits.

Altres autors (Adrizal i Sell, 1996; Applegate i col., 2003; Gheisari, 2003; Payne i Southern, 2003;
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Onyango i col., 2004) usen la mesura de les cendres de la tibia, perd en els nostres treballs hem
pogut comprovar que la utilitzacié dels dits com a mesura de la biodisponibilitat de fosfor és una
bona eina, que corroborarien els resultats trobats en la bibliografia (Cabahug i col., 1999; Rama Rao
i Ramasubba Reddy, 2003; Wu i col., 2003; Zylai col., 2003). Ja Fritz i Roberts (1968) comenten
gue la mesura de la calcificacié en pollastres es pot fer tant per les cendres dels dits com per les de
latibia, i que |’ avantatge que presenta el calcul amb els dits és que és molt més rapid i facil de fer.
En la grafica comparativa del's resultats de cendres dels dits dels animals utilitzats en I'assaig 2 i 4
(Figura 10.1), pot veure’'s com I’ addicio de la fitasa microbiana augmenta la concentracié, malgrat
gue en cap dels dos casos s arriba a's valors que es tenien pels animals que menjaren dietes que
complien els requeriments de fosfor. L’ addicioé d' una dosi molt elevada (5000 U/kg) en |’ assaig 4
va fer que la concentracié augmentés d' una manera poc important. En els assaigs 1 i 3, en que
també s’ estudia aquest parametre, es van obtenir resultats en el mateix sentit. Aquest augment de la
concentracié de cendres gracies a la fitasa microbiana afegida ens indicara que els animals
presentaran una millor mineralitzacio, com a consequiéncia d’una millor retencié i utilitzacié dels
minerals. Aixi la fitasa afegida pot evitar problemes de malformacié o deformacid, com la
discondroplasiatibial (Yal¢ini col., 2000), que es produeixen pel fet de disminuir € nivell de fosfor
disponible. Aquests problemes es veuen especialment en aus que mengen dietes deficients de fosfor
i de més dies de vida, tot i que as 21 dies d’edat (temps de finalitzaci6 de totes les nostres proves)
jacomencen a aparéixer.

La concentracio de fosfor no fitic en el plasma dels animals estudiats en els experiments 2, 31 4 va
augmentar després de I'addicié de fitasa microbiana a les dietes. Com a contrapartida, la
concentracio de calci vadisminuir, encara que en I’ experiment 4 el resultat no va ser significatiu. La
disminucio de la concentracié plasmaica de calci en augmentar la de fosfor no fitic de la sang esta
ben demostrada (Orban i col., 1999; Landsman i col., 2001) i esta ampliament relacionada amb €
metabolisme dels dos mineralsi la sevarelacié amb la concentracio de vitamina D3, € seu vitamer

1,25-dihidroxicolecalciferol i I"hormona paratiroidea (Bondi, 1988). Nivells baixos de fosfor en la
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dieta augmenta la circulacio de 1,25-dihidroxicolecalciferol i, si també hi ha nivells baixos de calci
en la dieta, fan augmentar la utilitzacio del fosfor fitic (Orban i col., 1999). Sebastian i col. (1996)
també relacionen I’increment de calci en plasma quan disminueix € fosfor de la dieta a un augment
en la concentraci6 de Ca ionitzat en e plasma, que redueix |'aliberament de I’hormona
paratird dea; Ilavors, disminueix la inhibicié de |I"’hormona sobre la reabsorcio de fosfat i permet
I’excreci6 urin&ia del Ca addicional absorbit de I’intesti durant el consum de dietes deficients de
fosfor (Taylor i Dacke, 1984). A banda d’aixo, |’ augment s esdevé també per la major quantitat de
fosfor no fitic que circula en e metabolisme després de I’ acci6 de la fitasa, tal com ja S ha descrit
anteriorment en aquesta memoria.

En I'assaig 4, també es va avauar la concentracio plasmética de ferro i zinc, no obtenint-se
diferencies en cap dels tractaments avaluats, la qual cosa estaria d’acord amb atres autors
(Roberson i Edwards, 1994; Sebastian i col., 1996). Roberson i Edwards suggereixen que un nivell
adequat de Zn en les dietes seria responsable del fet de no observar-se efectes significatius en el Zn

del plasma.

La retencié aparent de fosfor total ha estat millorada en tots €l's casos estudiats. Un dels objectius
d aquest treball consistia en confirmar els efectes de |’ enzim sobre aquest parametre, que ja se sabia
que eren beneficiosos, augmentant la retencid i disminuint I’excrecio del fosfor (Jongbloed i cal.,
1990; Ravindran i col., 1995; Kornegay, 1999; Ravindran i col., 2001; Applegate i Angel, 2003).
Els nostres resultats confirmarien el's obtinguts fins a moment per altres autors, incls poden ajudar
acomprendre’ls, ja que en utilitzar diferents cereals permet veure com varien depenent de I’ utilitzat
en cada moment. En I’assaig 5, on s utilitzaren cereals amb diferent quantitat de fitasa endogena,
pot observar-se com I’enzim afegit permet millorar molt la retencié de fosfor total en dietes amb
moresc, que té una activitat fitasica quasi nut la mentre que I'increment en els altres casos és
[leugerament inferior, doncs per si sols ja presenten una bona retencié. Aquests resultats queden

corroborats en els assaigs 2 i 4, on amb I’ Us de fitasa microbiana en dietes d’ ordi i blat es mostren
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petits increments en la retencié, malgrat que el canvi més important es troba degut a la reduccié de
la concentracié de fosfor no fitic de la dieta. En disminuir € fosfor no fitic present en la dieta,
s augmenta la retencid, resultats que s obtenen encara que no s afegeixi fitasa exogena. Aquesta és
una quiestio descrita per molts autors (Cabahug i col., 1999; Punnai Roland, 1999; Wu i col., 2003;
Rutherfurd i col., 2004), no tenint una explicacié molt clara. Tedricament, en haver menys fosfor no
fitic en ladieta, la quantitat que s utilitza és mgjor, i, la quantitat que s excreta menor. Pero, € que
pot passar €s que S utilitza una quantitat similar en tots el's casos, quantitat que en valor relatiu sera
major quan hi ha menys fosfor no fitic en la dieta. En la part dedicada ala determinaci6 dels fosfats
d'inositol per RMN, en les taules 9.6, 9.7 i 9.8, es calculen les retencions ileals de fosfor no fitic
delsassaigs 2, 31 4, respectivament. En les taules esmentades pot veure’s com, en lamajor part dels
casos estudiats, la retencio del fosfor no fitic és molt similar, i quan €l valor és més baix es deu
segurament a errors de la metodologia i a la manca de repliques. Com ja s ha dit abans en | apartat
9.3, laretenci6 de fosfor total esta més intimament Iligada amb laretencié del fosfor fitic que no pas
amb la del fosfor no fitic, ja que les variacions observades en e fosfor fitic es veuen reflectides en
el fosfor total.

Ladisminucio de fosfor no fitic de la dieta queda més remarcada pel que faalaingestai I’ excrecio
de fosfor. En global, hem pogut observar com no hi ha grans diferéncies per |'addici6 de fitasa
microbiana en laingesta, només observant-se alguna excepcio en € tercer assaig. Aquest assaig que
consistia en dietes de moresc i soja amb addicié de seg6 de blat tractat o no amb I’ autoclau i amb
tots els pinsos contenint la mateixa concentracio de fosfor no fitic, ja mostra variacions en el
consum de pinso. Per tant, és de suposar que les variacions trobades seran degudes a la magjor
guantitat de pinso ingerida que no al fet de tenir més o menys fosfor. Com era d’ esperar els
tractaments dels assaigs amb menor quantitat de fosfor no fitic, i per extensié de fosfor total,
presenten una menor excrecié d aquest mineral. La fitasa microbiana que s ha afegit ala dieta no ha

influ t o ho hafet poc en aguest parametre.
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Pel que faalarestade mineras, I'accio de la fitasa dona resultats divergents. Pel calci, |I'addicié de
I’enzim permet que hi hagi una major retencié sense que s hagi observat grans variacions en les
ingestes. L’excrecio d’'aquest mineral ha donat resultats molt diferents, ja que en algun assaig
disminu a (assaig 2 i dietes de moresc de I’assaig 5) | en d’ altres no variava. Aquesta variabilitat de
resultats esta directament lligada a la relacio entre € calci i € fosfor. Alguns autors descriuen
aquesta relaci6 respecte al fosfor total (Qian i col., 1997) mentre que atres ho fan respecte al’no
fitic (Huyghebaert, 1996a, b; Rama Rao i col., 2003). Sigui quin sigui, €l tipus de fosfor emprat
sembla ser que la relaci6 Ca:P més adequada es troba entre 1:1 i 2:1 (Dieckmann i col., 2002),
observant-se resultats contraris a que serien d’'esperar quan s usa valors inferiors o superiors a
aquestarelacio. Larelacié Ca:P a part de tenir influéncia en la mineralitzacié també en tindraen el
creixement. En el nostre estudi hem utilitzat diferents relacions Ca:P no fitic, 2:1 (assaig 4) i 3:1 en
laresta d’ assaigs en les dietes deficients, i de 2.4:1 en les dietes amb un nivell recomanat de fosfor
no fitic. El fet que |’ assaig 4 tingués una relacid menor comparada a la resta, podria haver contribu t
als resultats millors en termes de creixement i energia, tal com es pot veure en la Figura 10.1, a
banda de I’ explicaci6 ja donada de la millora genetica dels animals.

Una explicacié de la no diferéncia en la retencié de calci, observada en aguns dels assaigs
efectuats, podria ser que e major contingut de calci respecte al fosfor en les dietes baixes en fosfor
causaria un augment en el pH intestinal i reduiria la fraccié soluble dels minerals (Shafey, 1993) o
gue esta relacionat amb una mobilitzacio de I’ os per mantenir el P del serum i excretar I’ excés de
Ca, Mgi Zn (Viverosi col., 2002).

S estan redlitzant estudis amb métodes alternatius per a millorar la utilitzacié de P i atres minerals.
Un d aquests métodes és |’ aplicacié conjunta de fitasa i d acids organics, en alguns treballs que
S estan realitzant en el nostre grup o en treballs publicats per altres autors (Porres i col., 2001,
Valenciai Chavez, 2002; Brenesi col., 2003; Omogbenigun i col., 2003). Amb I’accié combinada
de lafitasai és acids organics (citric, acétic) hi ha una disminuci6 del pH gastric i una estimulacio

de I'activitat pepsina i proteases pancretiques (Valencia i Chavez, 2002). Jongbloed i col. (2000)
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van descriure en porcs un efecte sinérgic dels &cids organics i la fitasa microbiana per a cendresi la
digestibilitat aparent de Pi Mg. Brenesi col. (2003) van observar que I’ addicio de fitasai &cid citric
en pollastres millorava la utilitzacié mineral, encara que la presencia sola d'&cid citric redu a €
creixement. Aquests estudis han de servir per aprofundir més en el coneixement de la utilitzacié de
mineras, entre ells el fosfor, per a poder acabar d’ establir el mecanisme d'accio6 de lafitasai poder

concretar encaramés € lloc d’accié de I’enzim, i aixi intentar optimitzar els resultats productius.

Figura 10.1. Grdiques comparatives del pes mig final, energia metabolitzable aparent, percentatge
de cendres dels dits i retencio aparent de fosfor total entre els resultats obtinguts en |’ assaig 2 (ordi
sense tractar —®—; ordi autoclau—4—) i I’assaig 4 (blat sense tractar —¢—; blat autoclau —e—).

PES MIG FINAL EMA

800 .\
750 \‘/;—/3
R—— —
—u

600 \-/

550

N
o
[=}

ey

o

o
®

PES (
P

AME (MJ/kg)
N
o

N
w
[=}

— - —"

500 12.0
0.45 0.27 0.27+ 500Fit  0.27+5000Fi 0.45 0.27 0.27+ 500Fit  0.27+5000Fi
TRACTAMENT TRACTAMENT
0 CENDRES DITS RETENCIO APARENT FOSFOR TOTAL
" w 0.80
S 125 “\ 0.75 -
2 120 2070 o e o
» 115 AN = g
@ 11 N i 0.65 ==
S 110 N\ I 060 S
=z v x
W 105 - 0.55
10.0 0.50
0.45 0.27 0.27+ 500Fit  0.27+5000Fi 0.45 0.27 0.27+ 500Fit  0.27+5000Fi
TRACTAMENT TRACTAMENT

Amb |’addicié de fitasa microbiana s’ han produit resultats dispars i sorprenents per la retencié
d altres minerals estudiats. En alguns treballs (Sebastian i col., 1996; Mohanna i Nys, 1999) s han
descrit valors negatius de la retencié de minerals com el zinc. En els nostres assaigs 1 i 4, es va
realitzar paral lelament a aquest treball, una avaluacio de la retencié d’ aquest mineral. Els resultats

gue s obtingueren estan d'acord amb el que deien els de la bibliografia, amb valors negatius de la
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retencio, valors que milloraven, sense deixar de ser negatius en algun cas, després de I’ addici6 de la
fitasa microbiana. Des d'un punt de vista de I’animal, no és facil d’ entendre aquests resultats. Una
retencid negativa significa que I'animal excreta més mineral que no pas ingereix, € qual ja
acostuma a estar en excés, degut a queé s afegeix amb €l corrector mineral que es posa a pinso. Es
de pensar que hi han peérdues endogenes del mineral, pérdues que no son € suficientment
importants per produir malalties greus per I’animal degut a la seva deficiencia. En aquests tipus de
proves, hem utilitzat e TiO, com a marcador de digestibilitats. Podria passar que el marcador i €l
minera estudiat (el zinc) tinguin una diferent velocitat de transit intestinal, i que, en e moment de
recollir I’ excreta, el zinc no hagi acabat de passar pel tub digestiu.

Un altre aspecte important de I’estudi desenvolupat ha estat I'avaluacio dels efectes de la fitasa
endogena de les matéries primeres emprades en la formulacié dels pinsos. Aquesta valoracio s ha
fet mitjancant I’ eliminaci6 de la fitasa enddgena per tractament térmic en cereals com ordi i blat, i
amb un subproducte de farinera del blat com és el seg6 de blat, amb una elevada activitat fitsica.
En els tres casos en que s ha efectuat aquest tractament per autoclau, primerament es va fer un
estudi de les condicions i de |’ efectivitat del processament. Cal dir que encara que les condicions
emprades en cada cas fossin diferents, aquestes no depenien del tipus de matéria primera, ja que
sempre es van fer servir temperatures superiors als valors establerts com a optims de I’ enzim fitasa
(60-90°) (Reddy i col., 1989; Jongbloed i Kemme, 1990; Viverosi col., 2000), i superiors a 100°C,
s no que depenien de I’aparell utilitzat. Els temps utilitzats sempre van ser propers as 10-15
minuts, per assegurar-se |’ eliminacié total de I’enzim.

El procés térmic d’eliminacié de la fitasa endogena va tenir efectes nuls o negatius sobre €l
creixement dels animals. Els animals de I’assaig 2, que menjaren dietes d’ordi, no van veure
modificat € seu pes ni e consum, i, a més, van presentar un index de transformacio
significativament més elevat. Els animals que menjaren les dietes de moresc, soja i segd de blat
(assaig 3) i de blat (assaig 4) amb € cerea passat per autoclau van tenir creixements inferiors

respecte als animals que menjaren pinso amb cereal sense tractar. En la Figura 10.1 es pot veure

267



Discussi6 general

clarament la diferencia de pesos entre els animals que menjaren blat no tractat i blat tractat, pel cas
de I'assaig 4, i que arriba a ser fins de 50 grams per les dietes amb 0.27% de FNF i sense fitasa
exogena afegida.

Les viscositats intestinals dels animals d' aquests assaigs van presentar uns resultats completament
inversos als del creixement. Els valors dels experiments 3i 4 no variaren i els de I’ experiment 2 van
augmentar de manera molt dragtica. Cal dir que en I’ experiment 4 era d’ esperar que no variessin,
doncs es va posar xilanasa en la dieta i aquest enzim contraresta el's efectes negatius de la presencia
de PNA en € blat, sense que hi hagi interaccions amb la fitasa (assaig 5).

Es pot dir que laresta de parametres analitzats i estudiats (energia, mineralitzacié i retencid) no van
canviar per I'eliminacio de la fitasa endogena de les diferents matéries primeres. L’ Unic parametre
que si que va canviar, i ho féu amb una lleugera reduccio, va ser la concentracio de fosfor no fitic en
el plasma dels animals de la prova 3. Amb |’ eliminacié de la fitasa endogena del seg6 de blat, les
dietes que eren deficients de fosfor van quedar amb una activitat fitasica quasi bé nul la, per laqual
cosa no és possible d aprofitar millor el fosfor, perd també tal com s’ ha dit en el capitol 6 (assaig 3)
el tractament termic del segd de blat ha fet que I’ estructura del fitat es veiés modificada sense
arribar-se atrencar, i dificultant I’ absorci6 del fosfor en la sang.

Hem pogut veure, gracies al’ estudi realitzat per RMN dels continguts de diferents seccions del tub
digestiu dels animals de I’assaig 2, com |’acci6 de la fitasa es redlitza en € tracte alimentari de
I"animal. Aquests resultats estan d’ acord amb els que van obtenir Nelson i col. (1971), qui per
confirmar-ho diuen que la fitasa no actua en |’aliment abans de ser ingerit, independentment de
I’ activitat fitasica que presentin les matéries primeres usades. L’ activitat fitasica pot variar segons
les condicions d’emmagatzematge de la materia primera (Eeckhout i De Paegpe, 1994; Centeno i
col., 2001). Les condicions de temperatura i de humitat a que estan conservades les materies
primeres son factors que poden influir. A més, és ben conegut que la concentraci6 de fosfor de les
matéries primeres es diferent en funcid s son cereals, subproductes o llegums (Kirby i Nelson,

1988; Viverosi col., 2000). La diferent localitzacio del fitat i de la fitasa dins del gra també en pot
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ser una causa. El fitat és sintetitzat i dipositat durant el desenvolupament de la llavor en regions
dites globd des (o també particules de I’ aleurona), mentre que la fitasa es troba localitzada en varis
[locs dins del gra depenent de quin es tracti. Aixi, en el blat no germinat |a fitasa es troba associada
en un 34% en I’endosperma i un 40% en €l teixit de |’ aleurona; mentre que en I’ ordi es troben en
fines estructures al voltant de la capa de |’ aleurona (Reddy i col., 1989).

D’aqui es pot extreure que I’ eliminacio de la fitasa enddgena no ha repercutit en el creixement dels
animals o en la digestibilitat i retencié de nutrients pels pollastres d’ engreix que menjaren dietes
deficients de fosfor. El procés es va dur a terme per comparar-lo amb els varis processos que
impliquen una temperatura elevadai que pot sofrir un pinso en la seva fabricacié, com per exemple
la granulacié. Sembla ser que és indiferent la quantitat de fitasa endogena de la matéria primera, ja
que sembla tenir poca activitat dins|I’animal. Cal recordar que la fitasa dels vegetals és la 6-fitasa,
per la qual cosa sembla que es pot dir que aguesta forma de I’enzim és poc activa dins € tub
digestiu de I’animal, essent més activa per tal de millorar tots els parametres estudiats la forma 3-
fitasa, procedent dels microorganismesi que és la que afegim en ladieta. A més, la fitasa comercial
presenta una proteccio especia que li permet aguantar les altes temperatures de la granulacié i els
medis &cids de la primera part del sistema digestiu (L6pez Alvarez, 2002).

Zimmermann i col. (2002) en un estudi amb porcs alimentats amb dietes deficients de fosfor de blat
i de ségol en les qual tenien fitasa endogena inactivada i/o s afegia fitasa microbiana, van
comprovar com |’ eficecia de lafitasa del cereal eradel 40% vers lafitasa microbiana provadai que,
per tant, que es necessitaria 2.5 U de fitasa cerea de blat o segol per reemplacar 1 U de fitasa

microbiana.

La determinacio dels fosfats d’'inositol per RMN pot aportar una molt bona gjuda quant a I’analisi
d’ aquests compostos, podent realitzar-se en qualsevol mostra, ja siguin pinsos, continguts del tub
digestiu o excretes. Una de les principals causes que podrien fer d’ aquesta una técnica molt (til

seriala de poder determinar el fosfor no fitic al mateix temps que & fosfor en forma de fitat. A més,
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els patrons, tant intern com extern, son productes facilment assequibles, per la qual cosa tampoc
encareix o dificulta la utilitzaci6 de RMN. La técnica de RMN de P31 és més selectiva que €
métode HPLC emprat per a la determinacio dels fosfats d’inositol, ja que aquesta utilitza un
detector d’index de refraccio, que es un dels mes universals.

Un desavantatge d’ aquesta técnica és que no és facil de tenir un aparell de RMN per areditzar la
mesura, tant pel seu cost economic, com per I'espai que ocupa i les condicions d’'d llament que
requereix. A un laboratori pot no compensar-li fer una gran despesa com aguesta per la realitzacio
de poca quantitat de mesures. Un altre inconvenient per la utilitzacié d aguesta metodologia pel que
fa a avaluar les retencions dels fosfats o I'excrecio és la quantitat de mostra que es requereix.
Segons &l metode descrit per Kemme i col. (1999) s extreuen 3 grams de mostra en HCI. Pero, per
exemple en € nostre cas per obtenir 3 grams de continguts intestinals hem hagut d’ gjuntar les
mostres de tots els lots, perdent la possibilitat de fer répliques i, d’aquesta manera, reproduir els
resultats o poder analitzar-los estadisticament.

Deixant de banda aguestes qiiestions, s ha pogut comprovar que la técnica de RMN de P*! és una
bona eina, permetent-nos, en alguns casos, donar informacié complementaria respecte a |’ aportada
per les dades obtingudes directament per la digestibilitat. Abans, perd, és també important realitzar
una bona extraccio, separacio i eliminacié de metalls quelats, ja que ions com € Fei e Mn, ions
paramagneétics, poden incrementar I’ample de linia i escurcar el temps de relaxacié degut a fort
camp magnétic dels seus electrons desaparellats (Cade-Menun i col., 2002), amb una saturacio de

pics, solapant-se i no fent-los visibles.

En el cinque assaig, es va avauar les possibles interaccions entre lafitasai enzims que s afegeixen
de manera habitual en les dietes per tal de contrarestar alguns factors antinutritius. En el nostre cas,
es vaestudiar les relacions entre la fitasa i €ls enzims carbohidrasa degradadors dels polisacarids no
amilacis. Aquests tipus de polisacaids poden augmentar la viscositat de la bola alimentaria, fent

reduir el contacte entre e menjar i €ls enzims digestius i alenteix la presa en I'intesti dels sucres,
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aminoecids i lipids que provenen de la digestibilitat dels nutrients majors (Chesson, 2001). També
sembla que incrementar la viscositat de la digesta provoca una proliferacié bacteriana (Pérez-Moya
i col., 2000) gque va en detriment tant de I’ eficiéncia digestiva com de la salut de I’animal (Choct i
col., 1996). Ambdos tipus d'enzims, malgrat ser especifics (pel fosfor la fitasa, pels PNA les
carbohidrases), produeixen millores en la digestibilitat de nutrients, i per aixo, s€' n va avaluar els
efectes de |’ aplicacié conjunta.

En general, no s ha vist que aquest enzims tinguin interaccions negatives. Les interaccions trobades
sOn de caracter positiu, i es donen especialment en la retencid i excrecié de minerals. Com ja s ha
dit en els apartats 8.3 i 8.4, I’ Unic parametre productiu afectat per una interaccié negativa és |’ index
de transformacié pels animals que menjaren dietes de moresc. Molt probablement, la significancia
en lainteracci és com a conseqguiencia que aguest parametre és larelacio entre el consum de pinso i
el pes de I'animal, i, per tant, pot estar relacionat amb |I’acumulacié dels errors dels parametres
relacionats. Els resultats obtinguts per les dietes de blat, en qué no s observen millores substancials
per I'addicio de lafitasai la xilanasa, no estarien totalment d’ acord amb al's obtinguts per Wu i col.
(2004). Aquests autors afegint els dos enzims en dietes amb nivells adequats de fosfor, no van
trobar millores respecte a |’ addicio individual de cada enzim, encara que els resultats fossin millors
que €l control sense enzim. Els nostres resultats serien més similars als de Ravindran i col. (1999) i
Zylai col. (1999), que amb la combinacié de fitasai xilanasa no van obtenir efectes beneficiosos en
el creixement del broiler. Wu i col (2004) addueixen que €l fet que ells obtinguin resultats diferents
sigui degut a procés d’ obtencio de lafitasa, obtinguda per fermentacid en estat solid, i que implica
gue tenen un contingut relativament alt de xilanasai b-glucanasa.

Bona part de les interaccions entre els enzims es van trobar en avaluar larelacié entre lafitasai la
b-glucanasa en les dietes d’ ordi, produint-se en la retenci6 de fosfor total i calci i en |’excrecié de
calci. Seguint € calcul reditzat per Little (1981), es va obtenir la importancia biologica de la
interacci6, que ens permet tenir una idea de la magnitud que pot tenir la presencia dels dos enzims

conjuntament per sobre de cada enzim per individual. Els valors obtinguts, entre el 39 i el 60%, sdn
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molt elevats, fent-nos pensar que la interaccié és molt forta. L’addicié dels dos enzims
conjuntament va fer augmentar la retencié dels dos minerals i disminuir I’ excrecié, tal com es pot
veure en la Taula 8.11, en canvi, |’ aplicacié individual de cada enzim vatenir efectes ben diferents.
No és prou clara la forma actuacié conjunta dels dos enzims, ni com pot afectar la preséncia d’un
respecte a I’ atre, perd sembla clar que la presencia d’ ambdés enzims influeix positivament en la

productivitat i ladigestibilitat en broilers que menjaren dietes deficients de fosfor.

Lainclusié de 500 U de fitasa per quilo de pinso de dietes deficitaries de fosfor aportaraavantatges
respecte la utilitzacio energéticai mineral sense repercussio en el creixement de |’animal respecte a
les dietes control. S'ha vist que incloure una dosi més ata (5000 U/kg) pot permetre una
optimitzacié en €ls resultats referents a la retencié de minerals i a una major energia, tal com
descriu Rosen (2003), qui diu que I’ eficiencia d un enzim s’ ha de fer amb estudis amb increments
logaritmics de la dosi aplicada. En estudis posteriors, s hauria d’'acabar de concretar quina és la
millor dosi de fitasa a afegir en les dietes deficients de fosfor, per tal de obtenir resultats optims a
nivell de recerca, amb independencia del's aspectes economics (com el cost de lainclusié de |’enzim
en la dieta); i també buscar els valors d’ equivaléncia entre la fitasa i €l fosfor no fitic per diferents
matéries primeres, en funcié de I'activitat fitasica endogena que presenten. Seria recomanable
seguir estudiant els efectes de la fitasa endogena de les matéries primeres, especialment en aquelles

gue presenten una major activitat, buscant I’ eficacia d’ aquest enzim respecte la microbiana.
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Conclusions

1. No s’han observat efectes en els parametres estudiats degut a la dosi de fitasa exdgena
afegida en intervals petits a dietes deficients de fosfor i elevada activitat fitasica endogena. Per tant,
es pot reduir ladosi habitual de 600 U/kg a 500 U/kg sense haver repercussio en la productivitat del

pollastre.

2. Ladisminucio de la concentracio de fosfor de la dieta ha provocat un menor consum de
pinso, que implica un menor creixement. S obtenen les mateixes productivitats aimentant els
pollastres amb dietes amb nivell adequat de fosfor o amb dietes deficitaries en fosfor suplementades

amb 500 U/kg de fitasa microbiana.

3. Shan obtinguts majors retencions de fosfor en dietes deficitaries de fosfor respecte a les
dietes amb nivells recomanats, disminuint-ne I’excrecié. L’addicio de 500 U/kg de fitasa

microbiana a dietes de broilers deficients de fosfor va permetre augmentar la retencié de minerals.

4. La magnitud dels efectes de I'addicid de la fitasa exogena és funcié de la fitasa endogena
dels ingredients de les dietes. L’ increment en la retencio de fosfor és superior en les dietes de baixa
activitat fitasica endogena, com el moresc, i inferior en les dietes de blat, d’alta activitat fitasa

endogena.

5. Sha vist que e pes final del pollastres, la concentracié de les cendres dels dits i la
concentracio de fosfor inorganic en el plasma son bons indicadors de la disponibilitat de fosfor.
Basant-se en s dos primers parametres, s ha obtingut que 605 U/kg de fitasa microbiana poden

reemplacar 1 g de P per quilo en dietes de blat i soja deficients de fosfor.

6. La utilitzaci6 d'una dosi elevada (5000 U/kg) de fitasa microbiana ha produ t millors
resultats d’ energiai digestibilitat de nutrients que les dietes amb 500 U/kg de fitasa microbiana, no

mostrant cap efecte advers de tolerancia aaquest enzim.
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7. L’activitat fitasa endogena de les matéries primeres pot eliminar-se totalment per tractament
termic per autoclau, amb temperatures superiors a 100° C i en un periode de temps comprés entre 10

i 15 minuts.

8. L’eliminaci6 de la fitasa endogena de matéries primeres produeix una disminucié en €l
creixement dels animals que menjaren dietes deficients de fosfor, influint especialment en I’ index

de transformacié i laviscositat intestinal. Els valors energétics de les dietes no s han modificat.

9. L’eliminacio de la fitasa endogena de les matéries primeres no va tenir influencia en la
retencio de fosfor total ni en la seva excrecio. Laretencié de calci es veié afectada per I’ eliminacio
de la fitasa endogena, disminuint els seus valors; I’excrecio de calci de les dietes amb ingredients

tractats augmenta només en alguns dels casos estudiats.

10. La inclusié d’enzims carbohidrasa en dietes de broilers riques en PNA no va variar la
retencio de fosfor total, augmentant I'excrecié daquest mineral per les dietes de moresc
suplementades amb a-gal actosidasa.

La preséncia de xilanasa en dietes de blat i de b-glucanasa en dietes d’ ordi van fer augmentar la

retenci6 de calci, malgrat que només en les dietes d’ ordi hi hagués una reduccié en |’ excrecio.

11. No shan observat interaccions negatives remarcables entre la fitasa i els enzims
carbohidrasa en les dietes riques en PNA i deficient de fosfor, per laqual cosa aquest tipus d’ enzims
poden ser combinats en les dietes, doncs sembla que actuen independentment sobre els seus

respectius substrats.

12. La técnica de RMN de P*! pot ser una bona eina per a determinar els fosfats d'inositol,
podent-se identificar alhora el fosfor no fitic, tant en mostres de pinsos com de continguts del tub

digestiu o excretes.
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13. Latecnica de RMN ha permeés comprovar la hidrolisi en € tracte digestiu de I &cid fitic fins
a fosfats amb un nombre igual o menor que 5. Es pot dir que els llocs d'acci6 de la fitasa son €l
pedrer i lacloaca, jague és on s han observat €ls efectes més grans.
No s han observat diferéncies en la hidrolisi de I’acid per I'eliminacio de I’ activitat fitasica dels

ingredients de les dietes.
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12.1. DETERMINACIO DE FOSFOR TOTAL (METODE ESPECTROFOTOMETRIC)

12.1.1. Introduccio.

Determinaci6 del fosfor de la mostra mineralitzada mitjancant colorimetria a 430 mm del complex
format amb el reactiu nitromolibdic-vanadat.

12.1.2. Reactiusi solucions.

Reactiu: HCl 37.5%; HNO; a 60% i a 10%; amoniac concentrat (NH4OH); molibdat amonic 4-
hidrat [(NH4)sM 0,0,.4H,0]; metavanadat amonic (NH,4V O3); fosfat monopotassic (KH2POy).

Solucions. - Dissolucié de molibdat amonic: Dissoldre 100 g de (NH4)éM070,.4H,0O en H,O

calenta. Afegir 10 ml d'amoniac i, un cop fred, passar-ho a un aforat de 1000 ml i enrassar.

- Dissolucié de metavanadat amonic: Dissoldre 2,35 g de (NH4)6V O3 en un vas de 600 ml d'H,O
destil lada calenta. Afegir lentament i agitant 20 ml d'una dissolucié que conté 7 ml d'acid nitric
60% i 13 ml d'aigua. Un cop fred, aforar-ho a 1000 ml amb aigua.

- Dissolucié de nitro-molibdo-vanadat: En un aforat de 1000 ml afegir 200 ml de la solucié de

metavanadat amonic, 200 ml de la solucié de molibdat amonic i 134 ml de nitric concentrat.
Enrassar amb aigua.

- Dissoluci6 patré de fosfor de 1000 ppm: Dissoldre 4,394 g de KH,PO,, préviament dessecat en

estufa a 100° C fins a pes constant, en aigua i aforar-ho a 1000 ml.
12.1.3. Procediment analitic.

Preparacio de la mostra: Pesar entre 2 i 4 g de mostra molguda a 0,5 A en gresols de porcellana,

cacinar la mostra a la placa caefactora. Després, posar € gresol a la mufla a 550°C fins obtenir
cendres blanques o grises (3-4 hores). Passar les cendres a un erlenmeier de 150 ml, netgjant el
gresol amb 10 ml d'H,O. Afegir 20 ml de HCl 37% i evaporar-ho totalment a la placa calefactora
(procurant que no esquitxi). Refredar i dissoldre el residu amb HNO3 10% (10 ml). Fer bullir durant
5 minuts (sense que arribi a secar-se totalment) i filtrar sobre un matrau aforat de 500 ml netejant e

vasamb H,O i enrassar.
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A 10 ml de la solucié mostra s afegeix € reactiu de color (10 ml de solucié de nitro-molibdo-
vanadat), agitar, deixar en repos durant 10 minutsii llegir a 430 mm front a aire (després shauran de
restar els blancs). El blanc mostra es prepara afegint 10 ml del reactiu de color a 10 ml de la soluci6
de blanc de la corba patro.

Preparacio de |a corba patrd: Preparar en aforat de 100 ml solucions que continguin 5, 10, 20, 30 i

40 ppm de fésfor partint del patré de fésfor (1000 ppm). De cada punt de la corba agafar 10 ml i
afegir 10 ml de soluci6 nitro-molibdo-vanadat. El blanc de la corba patré es prepara amb 10 ml de
H,O més €l reactiu de color.

12.1.4. Cdculs.

1
% P total =ppm P * ------mmmemeeee- o *omeoee * 100
pesmostra(g) 1000 1000

b Abs- blanc * ordenada
m o
PP pendent

12.1.5. Exactitud i precisio.

La diferencia entre el resultat de dues determinacions successives no pot passar de 3 % en valor
relatiu, en continguts de fosfor inferiorsa 5% i del 0.15 % en valor absolut, en continguts de fosfor
igual o superior a5.

12.1.6. Aspectes de seguretat i higiene.

Shade treballar sempre sota la campana extractorai guants.

Tot e que contingui soluci6 nitro-molibdo-vanadato sha de llencar en I'envas de residus n° 4.
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12.2. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT FITASA EN PRODUCTESENZIMATICS| EN

PINSOS

Aquest métode serveix per a determinar |'activitat fitasa present en productes enzim&ics
comercials, en matéries primeres i en pinsos acabats.

12.2.1. Introduccio.

La fitasa s extreu dels pinsos o0 dels productes, i es determina la seva activitat deixant que I’enzim
reaccioni sobre fitat sodic (mio-inositol-hexakisfosfat) en condicions definides: 37° C de
temperatura, pH 5.5, 60 minuts de temps de reaccid i concentraci6 inicial d &cid fitic 5 mM. El
fosfor inorganic aliberat (PO,) es determina espectrefotométricament (415 nm) després de la
formacié d’'un complex amb molibdovanadat. Una unitat fitasa (FTU) es defineix com la quantitat
d enzim que en condicions estandard (37° C, pH 5.5, temps de reaccié de 60 minuts i concentracio
d' &id fitic 5 mM) alibera 1 nmol de fosfat (PO,>) per minut.

El metode no distingeix entre activitat fitasa endogena o exdgena.

12.2.2. Reactiusi solucions.

Reactius. &id acétic glacial, hidroxid amonic a 30%; &cid nitric 60%; heptamolibdat amonic 4-
hidrat [(NH4)sM070.4.4H,0]; metavanadat amonic (NH,V Os); clorur calcic 2-hidrat (CaCl,.2H,0);
dihidrogenfosfat potasic (KH,PO,); acetat sodic 3-hidrat; fitat sodic (mio-inositol-hexakisfosfat)
d arros Sigma P-3168

Solucions: - Solucié d acid nitric: Diluir 500 ml d’&cid nitric (60%) a 1000 ml amb aigua. Guardar

la solucié a temperatura ambient. Caducitat: 3 mesos.

- Reactiu de molibdat: Dissoldre 100 grams de [(NH4)sM07024.4H,0] en aproximadament 800 ml

d aigua destit lades. Afegir 10 ml d’hidroxid amonic (30%), i diluir-lo a 1000 ml amb aigua
destil lada. Aquest reactiu es conserva a les fosgues. Caducitat: 8 setmanes.

- Reactiu de metavanadat: Diluir 2.35 grams de NH4VOs; amb aprox. 400 ml d'aigua destit lada i

escalfar-ho a 50-60°C fins que es dissolgui. Afegir 20 ml de la solucié d'&id nitric i portar-ho a
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1000 ml amb aigua destil lada. Aquest reactiu es conserva a les fosques a temperatura ambient.
Caducitat: 8 setmanes.

- Reactiu de “stop” de molibdovanadat: Barrejar 50 ml de la solucié de molibdat amb 50 ml de la

solucio de vanadat i afegir 100 ml de la soluci6 d'&cid nitric, amb agitacié continua. El reactiu es
conserva a temperatura ambient, pero cal preparar-lo de nou cada dia, just abans de ser utilitzat.

- Tampd d'acetat 0.1 M pH 5.5: Dissoldre 1.76 grams d' &id acétic glacial, 30.02 grams d’ acetat

sodic 3-hidrat i 0.147 grams de clorur calcic 2-hidrat en 900 ml d'aigua, gjustar € pH a 5.5 amb
acid acétic glacial i diluir a 1000 ml. Aquest tampd es conserva a temperatura ambient. Caducitat: 1
setmana.

- Solucié de clorur calcic 10%: Dissoldre 100 grams de clorur calcic 2-hidrat en aprox. 800 ml

d aigua destil ladai portar 21000 ml. Aquesta solucio es conserva atemperatura ambient. Caducitat
3 mesos.

- Soluci6 de fitat sodic (substrat): Dissoldre 8.40 grams de fitat sodic en 900 ml de la solucié tampo

d acetat, gjustar el pH a 5.5 amb &cid acétic (4M) i diluir a 1000 ml. La solucié de substrat es
guarda a temperatura ambient, pero cal preparar-la cada dia just abans de ser emprada.

- Solucig patré de fosfat 50 mM: Dissoldre 0.7 grams de KH,PO, sec en 100 ml de solucié tamp6

d acetat Aquesta solucié mare es conserva en la nevera a 2-5°C. Caducitat: 1 setmana.

- Preparaci6 solucié estandard de fosfat 10mM: Diluir 1 ml de la soluci6 patr6 de fosfat amb 4 ml

de tamp0 acetat. Aquesta solucio es conserva atemperatura ambient pero cal preparar-la cada dia.
12.2.3. Procediment analitic.

Extraccio de I’enzim del pinso: Pesar per duplicat 40 grams de pinso i afegir a cadascuna 800 ml
d aigua destil ladai 16 ml de soluci6 de clorur calcic (Si I’ absorbéncia final a 415 nm és superior a
0.8 unitats d absorbencia, la mostra cal diluir-la en aquesta etapa). Agitar magnéticament la solucio
de pinso durant 60 minuts. Després, passar uns 5 ml aproximadament de cada solucié a tubs de

centrifuga, i centrifugar a 3000 rpm durant 5 minuts.
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Extracci6 de I’ enzim de productes. Pesar 1 g de mostra en aforat de 100 ml, posar 90 ml d'H,O més
2 ml de soluci6 clorur calcic i posar-ho en bany d'ultrasons durant 5 minuts. Enrasar amb H,O i
agitar durant 60 minuts a temperatura ambient. Agafar 1 ml, posar-lo en un aforat de 100 ml i afegir
2 ml de soluci6 clorur de calci i enrasar amb H,O. A partir d'aguest punt, seguir amb €l métode de
pinNsos.

Andlis del’activitat fitasa: Cal fer I'analisi abans de 90 minuts de I'inici de I’ extraccié de I’ enzim.
De cadascun del's anteriors tubs de centrifuga, prendre 4 vegades 100 nlitres de sobrenadant i posar-
los en 4 tubs d'assaig, que després es puguin centrifugar (tres d’ aquests tubs s utilitzaran per a la
determinacié de fitasa de lamostrai el quart tub s utilitzara com a blanc de reacci6 (BR)). A més,
en cada tanda d’andlisi cal posar: 4 tubs amb 100 mlitres de soluci6 estandard de fosfat 10 mM i 4
tubs amb 100 mitres de tampd d' acetat. Tractar tots els tubs, excepte els marcats com (BR) (blanc
de reaccié: 2 tubs per mostra), de la seglient forma: at=0 s afegeixen 3 ml de solucié de substrat de
fitat, S agiten els tubs amb €l vortex mixer, i es posen els tubs en e bany termostétic a 37°C; at=60
minuts, s afegeixen 2 ml de la soluci6 stop de molibdovanadat, s agiten els tubs en €l vortex mixer i
€s posen a temperatura ambient.

Un cop ha comencat la reaccié de I’enzim tal com es descriu préviament, tractar els tubs marcats
com blanc de reacci6é (BR) de la seglient forma: afegir 2 ml de la solucié stop de molibdovanadat i
immediatament els 3 ml de la soluci6 substrat de fitat sodic. Agitar els tubs amb el vortex mixer i
deixar-1os a temperatura ambient.

A t=90-120 minuts, centrifugar tots els tubs a 3000 rpm durant 5 minuts; i a t=120-180 minuts,
[legir |’ absorbéncia a 415 nm de tots els tubs front HO.

12.2.4. Cdculs.

Per a cadamostra, calcular I'increment d’ absorbéncia:

Dabsa1s = AbSuss, mostra — AbS4158R

essent: mostra = mitjana d’ absorbéncia dels tres tubs amb mostrai enzim.

Calcular I' Absiosat , restant-li I’ absorbéncia del tampd.
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Annexes

Calcular I'activitat fitasa com nmols de fosfat alliberat per minut per gram de pinso, emprant la

seguient formula:

P
S LUN T E——
A"E"T
essent:
B = Dabsa15 P = Concentraci6 de fosfat de |’ estandard en lareaccié (normalment 1 mM)
A = Daps 415 fostat E = pes de lamostra de pinso en gramsenreaccié T = temps de reaccio.

12.2.5. Exactitud i precisio.

Precisio: En productes, el coeficient de variacio estimat és de 2.5 %. En pinsos, e coeficient de
variacié estimat és entre 5-10 %. El limit de deteccio esta establert és de 0.004 FTU. Larecuperacié
de fitasa hauria d estar a voltant de + 10%

L’ absorbencia a 415 nm d'una solucié standard de fosfat 10 mM és aprox. 0.37. La resposta a la
concentracio de fosfat éslineal fins a una absorbénciade 1.5

12.2.6. Aspectes de seguretat i higiene.

Treballar amb guants i ulleres de seguretat quan es manipuli I'acid acetic glacial, I'acid nitric i
I”hidroxid amonic.

12.2.7. Bibliografia.

Engelen, A.J.,, Van der Heeft, F.C., Randsdorp, P.H.G. and Smit, E.L.C. (1994). Simple and rapid
determination of phytase activity. J. AOAC, 77: 760-764.

Off. J.Eur.Commun. (1971), L279/7, 994-995
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Titol: “Efectes de I’ is de fonts exdgenes de fitasa sobre els rendiments productius i valor nutricional de
les dietes riques en polisacarids no midé (NSP) en pollastres broilers. Repercussio mediambiental .”

Resum: La fitasa és un enzim que facilita I’ absorci6 del fosfor dins de I’ organisme animal, especialment
guan es troba lligat a la molécula d’ acid fitic. Aquesta molécula es composa d’un sucre (inositol) unit a
sis grups fosfats.

L’ accio de lafitasa és trencar els grups fosfats units al’inositol, i formar grups fosfats inorganics, que és
laforma en que s absorbeix el fosfor.

Una de les funcions de I’ &cid fitic, entre altres, és la d’ emmagatzematge d’ aguest mineral en materies
primeres vegetals, com €ls cereals, que representen un dels components més importants en la dieta dels
animals.

L’ activitat endogena de fitasa dins dels animals, com € pollastre, és molt baixa, incloent la produica per
la flora bacteriana, per la qual cosa no se absorbeix molt de fosfor. Fins no fa massa temps, per
contrarestar aquesta manca de P, s afegia fosfor inorganic (en forma de fosfat bicalcic, monofosfat calcic
o fosfat de roca) en excés durant la fabricacié del pinso, amb quantitats per sobre dels nivells recomanats
per a cada espécie. Aquest excés provoca, en primerainstancia, un encariment del pinso; pero, alallarga,
es produeix un problema de contaminacio del sol, ja que tot € fosfor inorganic afegit en excési que no
S utilitza s expulsa en les excretes i es vadipositant en € sol.

Si es té en compte € cicle del fosfor, aquest excés s aniria filtrant, fins a poder provocar problemes com
la contaminaci6 de les aiglies del subsol.

Per aix0 en €ls darrers anys ha augmentat |’ Us de la fitasa, per tal de millorar e problema econdmic que
representa |’ excés de fosfats i pel problema ambiental i reduir-ne la contaminacio.

Aquest treball ha seguit aquesta linia, realitzant-se cinc treballs en granja, tenint com a objectiu avaluar
els efectes d afegir fitasa microbiana en diferents dietes de pollastres, i estudiar els paranetres de
creixement, energéticsi de digestibilitat de nutrients.

En el primer assaig va consistir en confirmar els resultats observats en la bibliografia amb la dos habitual
fins el moment en dietes de moresc, i buscar-ne la dosi per a dietes de blat, observant-se que es poden
treballar amb dosi una micainferior sense repercutir en el creixement animal.

A continuacié, s ha anat treballant amb cereals (blat i ordi) o afegint subproductes de farinera (seg6 de
blat), as quals se'ls ha eliminat I’enzim fitasa endogen mitjancant procés térmic, per tal de comprovar
I’ eficacia d'aquest tipus de fitasa i comparar-la respecte a I’ afegida d' origen microbia. En un d'aquests
assaigs, es va utilitzar una dos deu vegades més elevada de fitasa de I” habitual, per avaluar la tolerancia
dels pollastres a I’ enzim. Els resultats mostren que I’ enzim fitasa permet una millor utilitzacié del fosfor

de la dieta, per la qual cosa es poden disminuir els nivells d’ inclusié, sense influenciar el creixement, i



disminuint també I’excrecié d’aguest mineral. Les proves amb la dosi elevada van donar uns millors
resultats quant a retencié de fosfor.

El darrer assaig experimental consisteix en |’ avaluacié de les possibles interaccions de |a fitasa amb altres
enzims habituals de la dieta (carbohidrases), per tal de comprovar I'Us beneficiés d ambdds tipus
d’enzims sense produir efectes negatius en els pollastres. S ha observat que aguestes dues classes
d enzims es poden continuar sent utilitzats, ja que quan s han trobat interaccions la majoria sbn positives.
S haredlitzat un estudi metodoldgic, com és la determinacié dels fosfats d’inositol, és adir, les molécules
formades per la hidrolisi de I'acid fitic. Aquesta determinacio s ha redlitzat per la tecnica de RMN
(ressonancia magnética ruclear) de fosfor (*'P). Gracies a aguesta técnica, també s ha intentat avaluar
trencament de I’ acid fitic dins el tracte digestiu de I’animal, observant-se que sembla ser que I’ acci6 de la

fitasa exdgena es produeix en el pedrer del pollastre.



