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Resumen
El presente  estudio  tuvo por objeto  evaluar  el efecto  de la suplementación de fitasa sobre  la digestibilidad del fósforo y la proteína  del gluten  de maíz  (GM), harina  de trigo duro (HTD) y soya integral cruda  (SI) en dietas   para  tilapia  roja, Oreochromis sp. Para calcular  los coeficientes se utilizó el método  indirecto  con  marcador de óxido de cromo  III, re- colectando las heces  por el sistema  Guelph  modificado. Se seleccionaron juveniles  de Tilapia roja, Oreochromis sp., con un peso promedio de 100 g. Las raciones  estaban  constituidas por dieta referencia  (DR) (69.5%), 0.5% de marcador inerte (óxido de cromo  III), el ingrediente a evaluar  (30%) y para cada  uno de ellos, fitasa en niveles de 0.0, 500 y 1000
Unidades de fitasa (UDF)/kg dieta. Los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de la proteína  obtenidos fueron: sin inclusión  de fitasa 94.7,  84.5 y 90.3%,  con 500 UDF 95.1,  84.1 y 89.3%  y con 1000  UDF 97.6,  90.8 y 92.9%  para GM, HTD y SI respectivamente; en cuanto  a CDA del fósforo los resultados  para GM variaron  entre 30.7%  y 69.8%,  para HTD entre 46.6%  y 51.1%  y entre 44.0%  y 54.7%  para SI. Los CDA de la proteína  y fósforo de la soya integral y del trigo duro no fueron afectados  significativamente por el nivel de adición  de la fitasa (P>0.05); sin embargo, los CDA de la proteína y el fósforo mostraron  tendencia a ser mayores cuando se adicionó 1000 UDF. Los CDA de la proteína  del gluten de maíz mostraron  diferencias  significativas entre la dieta de 0 UDF de fitasa y la que tenía 1000  UDF (p<0.05) y para el CDA del fósforo las diferencias  se presentaron entre 500 UDF y 1000UDF.
Palabras claves: Nutrición,  Coeficientes  de digestibilidad aparente, ácido  fítico, peces.
Abstract
The present  study was aimed at evaluating  the effect of phytase supplement on the digestibility of phosphorous and pro- tein in corn gluten (CG), hard wheat flour (HWF) and whole soya (WS) in red tilapia (Oreochromis sp.) diets. The chromium III oxide indirect labelling method  was used for calculating the coefficients; fish faeces were collected using the modified Guelph  system. Juvenile red tilapia weighing  100 g were selected. The rations consisted  of reference  diet (RD) (69.5%),
0.5% inert marker (chromium  III oxide), the ingredient  to be evaluated (30%) and phytase in 0.0, 500 and 1,000  units of phytase (PU)/kg diet for each  of them. The apparent digestibility coefficients (ADC) for the proteins obtained were 94.7%,
84.5% and 90.3% without including  phytase,  95.1%,  84.1% and 89.3% with 500 PU and 97.6%,  90.8% and 92.9% with
1,000  PU for CG, HWF and WS respectively. Regarding phosphorous ADC, the results for CG varied from 30.7%  to 69.8%,
46.6%  to 51.1%  for HWF and 44.0%  to 54.7%  for WS. WS and HWF protein and phosphorous ADC were not significantly affected by added  phytase  level (p>0.05); however,  protein  and phosphorous ADC tended  to be greater when  1,000  PU were added. CG protein  ADC had significant differences  between the diet including  0 PU of phytase  and that containing
1,000  PU (p<0.05); there were phosphorous ADC differences between 500 PU and 1,000  PU.
Key words: Nutrition,  apparent digestibility coefficient,  phytic acid, fish.
Resumo
O presente  estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementação da fitasa na digestibilidade do fósfo- ro y da proteína  dos ingredientes glúten de milho (GM), farinha de trigo duro (HTD) e soja integral crua (SI) em dietas para tilápia vermelha, Oreochromis sp. Para calcular  os coeficientes foi utilizado  o método  indireto  com marcador de óxido de cromo  (III), coletando as fezes pelo sistema Guelp  modificado. Foram selecionados juvenis de tilápia vermelha  com
100 gramas de peso médio.  As dietas estavam  constituídas de 65.5%  da dieta referência  (DR), 0.5% de marcador inerte (óxido de cromo  III), 30% do ingrediente a avaliar e, em cada  uma delas, fitasa em níveis de 0.0, 500 e 1000  unidades de fitasa (UDF)/kg de ração.  Os Coeficientes  de Digestibilidade Aparente  (CDA) da proteína  obtidos foram: sem inclusão de fitasa, 94.7,  85.5 e 90.3%,  com 500 UDF 95.1,  84.1 e 89.3%  e com 1000  UDF, 97.6,  90.8 e 92.9 para GM, HTD e SI respectivamente. Quanto ao CDA do fósforo, os resultados  para GM variaram entre 30.7 e 69.8%,  para HTD entre 46.6 e
51.1%  e para SI, entre 44.0 e 54.7%.  Os CDA da proteína  e do fósforo da SI e da HTD não foram afetados  pelo nível de adição  da fitasa (p>0.05); porém,  os CDA da proteína  e do fósforo mostraram  tendência a ter maior valor quando foram adicionadas 1000  UDF. Os CDA da proteína  do glúten  de milho  mostraram  diferenças  significativas  entre  a dieta  sem fitasa e aquela  que tinha 1000  UDF (p<0.05); para o fósforo, as diferenças  nos CDA foram obsevadas entre os níveis de
500 e 1000 UDF.
Palavras chave: nutrição, coeficientes de digestibilidade aparente, acido  fítico, peixe
Introducción
La acuicultura mundial  continua creciendo más rápi- damente que cualquier otro sector de producción de alimentos  de origen animal,  siendo  del 6.6% prome- dio anual  desde  la década del 70 (FAO, 2009). Como parte de ella, la piscicultura intensiva y semiintensiva ha tenido  rápida  expansión en los recientes  años de- mandando permanentes avances  en  aspectos  diver- sos, entre otros, formulación y elaboración de dietas balanceadas de bajo impacto  ambiental.
Inherente a la práctica de la acuicultura intensiva la ge- neración de residuos que causan  impacto  negativo so- bre el ambiente acuático es un hecho  común  (Bureau et al., 1999). Se ha demostrado que la baja digestibili- dad de las dietas suministradas a los peces incrementa la carga de los efluentes en los sistemas como resultado de mayores  contenidos de nutrientes  en la heces  (Ro- dehutscord et al., 2000 ; Bock et al., 2006).
Una condición que debe  regir el desarrollo  de dietas con baja carga contaminante es el uso de ingredien- tes de alta digestibilidad (Cho y Bureau,  2001).  Estos aspectos  permitirán  la obtención de mejores  resulta- dos de conversión alimenticia, aumento de las tasas de crecimiento, mayor  desempeño de los peces  y lo

más importante, reducción del impacto  ambiental ne- gativo  generado por  el uso  de  alimentos  artificiales (Vásquez-Torres et al., 2010).
El fósforo (P) es un mineral  esencial  para  los anima- les porque  es vital en estructuras  óseas, hace  parte de moléculas como  el ATP y GTP, ARN y ADN, de fosfo- lípidos y de enzimas  diversas (Vásquez-Torres,  2004). El P contenido en las materias primas se encuentra en la forma orgánica  e inorgánica, principalmente como ortofosfatos (PO43-). La hidrólisis del P orgánico  en el tracto  gastrointestinal libera  PO 3-,  que  es  la  única forma en que  el animal  puede  absorberlo y utilizar- lo (Lall, 2002).  En los ingredientes de origen vegetal, especialmente en cereales  y sus subproductos, entre un 60-80%  del P se encuentra como  ácido  fítico (AF) y su biodisponibilidad para peces  es muy baja (NRC,
1993). En su estado  nativo el AF se presenta  en la for- ma de fitatos que son complejos con el P y con otros cationes  (Ca2+,  Fe2+,  Zn2+).  En situaciones normales, la mayor  parte  del  P fítico contenido en  la dieta  es eliminado con  las  heces   generando problemas de contaminación ambiental y estimulando el  proceso de eutrofización en los sistemas de cultivo  (Nwanna y Schwarz,  2008). La acción  adversa  del AF también puede  afectar la actividad  de algunas enzimas  digesti-
vas reduciendo la digestibilidad de las proteínas  de la dieta (Guillaume  et al., 2004); en animales  monogás- tricos se ha demostrado que a pH bajo,  el AF se une con los residuos básicos (grupo amino) de la lisina, ar- ginina e histidina formando  complejos insolubles  que cambian la estructura  de las proteínas  y por tal razón reducen su solubilidad y su digestibilidad (Adeola  y Sands, 2003) en salmónidos (Guillaume  et al., 2004) se refieren a un efecto depresivo  del ácido fítico en la utilización de las proteínas.
La hidrólisis del AF solamente es posible  mediante la acción  de  las fitasas (mioinositol  hexafosfato  fosfohi- droxilasas),  enzimas  que son producidas por microor- ganismos  (hongos y bacterias)  que degradan el AF en sus sales (fitatos) liberando inositol, inositol monofosfa- to y fosfato orgánico  (Kumar et al., 2011). En aves Ra- vindran et al. (1999) demostraron que la fitasa también destruye  los complejos con aminoácidos liberando las proteínas  y mejorando con esto su digestibilidad. Esto implica que la problemática de la contaminación am- biental por minerales puede reducirse  hasta en un 50% cuando se utilizan alimentos ricos en fitasas naturales o se adicionan fitasas exógenas.
Las fitasas de origen fúngico son producidas por nu- merosas  especies. La mayoría  de  ellas  dan  lugar  a enzimas  extracelulares, siendo el género  Aspergillus el principal  microorganismo utilizado  como  fuente en  la  actualidad (Rebolla  y Mateos,  1999).  La ca- pacidad de la fitasa de origen  fúngico  para  hidroli- zar  el P fítico ha  sido  ampliamente demostrada en especies, carnívoras   como  trucha  arcoíris,  Oncor- hynchus mykiss, (Dalsgaard et al., 2009) y hasta omnívoras  como  jundiá,  Rhamdia  quelen, (Rocha et al., 2007),  entre  otras. Se ha demostrado que  la in- corporación de fitasa en las dietas puede  mejorar  la utilización del fósforo (Gonçalves  et al., 2007) y po- dría aumentar la disponibilidad de la proteína  de in- gredientes  de origen  vegetal (Liebert y Portz, 2005). Considerando los posibles beneficios  del uso de este compuesto en dietas  para  peces,  se realizó  esta in- vestigación  con  el objetivo  de determinar el efecto de  la suplementación con  fitasa de  origen  fúngico sobre la digestibilidad del fósforo y de la proteína  de tres materias  primas  utilizadas  en la fabricación de raciones  para tilapia roja hibrida,  Oreochromis sp.
Materiales y métodos
Localización
Esta investigación se desarrolló  en el Laboratorio Experimental  de Alimentación y Nutrición  de Peces (LEANP) de la Estación Piscícola del  Instituto de Acui-

cultura  de la Universidad de los Llanos (IALL), ubica- do en el kilómetro  4 vía Puerto  López, en la vereda Barcelona del Municipio de Villavicencio, Departa- mento  del Meta, Colombia  (Latitud 4° 4’25.06”  Lon- gitud N 73°34’56.63”O) a 386 m.s.n.m.
Material biológico y unidades experimentales
Se adquirieron en una granja comercial de la región
800 alevinos de tilapia roja, Oreochromis sp., fueron alimentados en estanques hasta  cuando alcanzaron un peso promedio de 100 g. Se conformaron cuatro grupos  de  180  animales  cada  uno  y se trasladaron a  piletas  circulares  de  3500L  de  capacidad donde permanecieron por dos semanas  en período  de acli- matación a las condiciones experimentales, alimen- tados  con  una  dieta  de  referencia   semipurificada (Tabla 1). Para la colecta  de heces se usó una batería de nueve tanques  de fibra de vidrio de 200L con fon- do cónico  (Sistema Guelph  modificado)  cada tanque estaba  abastecido con  agua  a una  tasa  de  1 L/min reciclándola a través de un sistema  de biofiltros en serie con  el fin de mantener constante los paráme- tros fisicoquímicos  de  calidad  (temperatura 26±1,2
°C, pH 7,1 ± 0,2,  dureza  >40 ppm y concentración de  nitritos,  nitratos  y amonio  <0,02).  Cada  tanque estaba  provisto de un dispositivo  para airear el agua en forma permanente y mantener el nivel de oxígeno superior  a 60%  de  saturación. La calidad  del  agua fue controlada una vez por semana  utilizando sonda Orión  5 StarThermo (USA).
Dietas experimentales
Como  base  para  la formulación de las dietas  experi- mentales  (Tabla 1) se empleó  la dieta  de  referencia semipurificada (DR) propuesta por Vásquez-Torres  et al. (2002).
Las materias  primas (MP) evaluadas fueron: gluten de maíz (GM), trigo duro (HTD) y soya integral cruda (SI). Para cada  MP fue elaborada una  dieta  experimental compuesta por una mezcla  de 69.5%  de DR, 30% de la MP, 0.5% de óxido de cromo III (Cr2O3) como mar- cador  inerte y fitasa de origen fúngico (RONOZYME® P5000 – Aspergillus oryzae) en cantidades equivalen- tes a 0.0 (dieta 1 o control), 500 y 1000 UDF/kg dieta (Tabla 2).
Las MP fueron pulverizadas, mezcladas con  la DR y el marcador inerte  y sometidas  al proceso  de extru- sión a 123 °C (micro-extrusora Exteec®, Riberão Pre- to -Brasil). Posteriormente se adicionó la fitasa diluida en agua por proceso  de aspersión  manual  para evitar alteraciones en  su estructura  por  efecto  del  aumen-
to de la temperatura durante  el proceso  de extrusión (temperaturas >70 °C puede  causar  inactivación  par- cial o total); las dietas se secaron  en horno  a tempe- ratura  de 45°C y se almacenaron en bolsas plásticas con cierre hermético. La composición proximal de las materias primas evaluadas y de las dietas experimen- tales se muestra en la tabla 3.
Tabla 1. Composición de ingredientes de la dieta referencia semipurificada utilizada como base para la elaboración de las dietas experimentales.
	Ingredientes
	g/100g dieta

	Caseina1
Gelatina2
Dextrina
Alfa-Celulosa Aceite de pescado Aceite  vegetal Premezcla Vitaminas3
Premezcla microminerales4
Premezcla macrominerales5
Vitamina C6
	33.3
3.4
40.0
14.1
2.4
2.4
0.2
0.1
4.0
0.1


1        Composición analizada: MS 93 %; PB 86,42 %; lípidos 2,29%, ce- nizas 3,66%.
2        Composición analizada: MS 91%; PB 94,02%.
3        Rovimix Vitaminas®   Lab. Roche S.A: Vit A 8.0*106   UI, Vit D3,
1.8*106 UI, Vit E 66.66 g, Vit B1 6.66 g, Vit B2 13.33 g, Vit B6 6.66 g, Pantotenato de Ca 33.33 g, Biotina 533.3 mg, Ac. Fólico 2.66 g, Ac. Ascórbico 400.0 g, Ac. Nicotínico 100.0 g, Vit B12 20.0 mg, Vit K3 6.66 g, vehículo csp 1.0 kg.

4        Premix microminerales®  Lab. Roche S.A.: Composición por 100 g: Magnesio 1.0, Zinc 16.0, Hierro 4.0, Cobre 1.0, Yodo 0.5, Selenio
0.05. Cobalto 0.01.
5        Composición por 100 g de mezcla: Ca(H2PO4) 13,6 g; Lactato de Ca 34,85  g; 2MgSO4.7 H2O, 13,2 g; KH2PO4   24.g; NaCl 4.5 g; AlCl3 0.015 g, CMC 9.835 g.
6        Rovimix Stay-C35® DSM.
Colecta de heces
Después  del período  de aclimatación en las piletas cir- culares  de 3500  litros cada  grupo de animales  fue ali- mentado con las dietas experimentales durante  5 días; el último día, pasadas 10 horas después de suministrar la ración de la mañana (tiempo medio de tránsito gastroin- testinal en esta especie),  los peces  fueron transferidos a los tanques  del  sistema  Guelph  modificado ubicando aleatoriamente 20 animales  por tanque  de 200 L para la recolección de heces  a intervalos  de una hora durante
14 horas; cada tres tanques conformaron una repetición de tres planeadas para cada set experimental. Los peces fueron devueltos  a las piletas en donde  permanecieron en descanso durante  cinco  días alimentados con la DR y luego se procedió con la siguiente dieta experimental. Este procedimiento se utilizó para las nueve  dietas ex- perimentales (tres ingredientes cada una con tres niveles de inclusión de fitasa).
Inmediatamente retiradas las heces  del tanque  colec- tor se eliminó  el agua en exceso  y luego se deshidra- taron en un horno  a una temperatura de 60°C por 24 horas. Seguidamente se pulverizaron en micromolino (Science  ware) y se almacenaron a -17°C para  reali- zar los análisis de contenido proteico, energía, fósforo y concentración de óxido de cromo  III.
Tabla 2. Composición de las dietas experimentales.
	Ingredientes (%)
	Dieta

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	DR* Cr2O3
GM HTD SI
Fitasa (UDF /kg dieta)*
	69.5
0.5
30
0
	69.5
0.5
30
0
	69.5
0.5
30
0
	69.5
0.5
30
500
	69.5
0.5
30
500
	69.5
0.5
30
500
	69.5
0.5
30
1000
	69.5
0.5
30
1000
	69.5
0.5
30
1000


*   DR: Dieta de Referencia; Cr2O3: óxido de cromo III (marcador  inerte); GM: glúten de maíz; HTD: harina de trigo duro; SI: Soya integral; UDF:
unidades de fitasa (RONOZYME® P5000)
Tabla 3. Composición química analizada de las materias primas (MP) y de las dietas experimentales.
	MP
	Dietas
	MS (%)
	% MS*
	EB

	
	
	
	PB
	EE
	P
	CZ
	(kcal/kg)

	GM HTD SI
	DR
DR + GM DR + HTD DR +SI
	91.7
88.8
86.3
90.6
88.0
87.2
94.5
	57.7
12.1
34.3
24.5
34.8
20.7
27.3
	2.1
1.9
19.8
1.6
2.6
1.6
3.6
	0.49
0.33
0.61
0.55
0.55
0.47
0.70
	1.8
1.8
5.8
3.8
2.8
3.1
5.4
	5546
4214
5745
4482
4782
4469
4959


*   MS: Materia seca, PB: Proteína bruta, EE: Extracto etéreo, P: Fósforo total, Cz: Cenizas y EB: Energía bruta (determinada en bomba calorimétrica, PARR 121EA)
Análisis de laboratorio
Los análisis  de  composición proximal  de  las  ma- terias  primas,   dietas   y  heces,   se  realizaron  con base  en  materia  seca  y por  triplicado,  conforme  a


La digestibilidad total de cada  materia  prima se esta- bleció  teniendo en cuenta  la   ecuación descrita  por Bureau et al. (1999):
las metodologías estándar  descritas  por  la (AOAC,
1995).  La energía  bruta  fue medida  en  bomba  ca- lorimétrica  PARR (121EA, USA). Para la determina- ción  de  la concentración de  fósforo se empleó  el

CDAM    CDANutde    (CDANutde   CDANutds) 
p
Donde:

X   Dds  
Y   Ding  
método  colorimétrico del ácido  vanadomolibdoyo- dofosfórico  (AOAC, 1995);  las muestras  se leyeron en  espectrofotómetro  (Spectronic®   20  Genesys)  a
420 nm de absorbancia. La concentración de óxido de  cromo  (Cr2O3) en  la dieta  referencia,  las dietas experimentales y en  las heces,  se determinó por el método  de digestión  ácida  propuesto por (Furukawa y Tsukahara,  1966). Para estimar los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de fósforo y proteína de las diferentes  materias  primas se recurrió  al mé- todo indirecto, propuesto por (Cho et al., 1985).  El coeficiente de digestibilidad aparente del fósforo y de la proteína, tanto de la dieta referencia  como  de las experimentales, se calculó  utilizando la ecua- ción de Nose (1960):
CDANut(%)  100    100     %Cr 203d    %Nuth    

CDAMp(%)   =  Coeficiente  de digestibilidad aparente del
nutriente  de la Materia Prima.
CDANutde           =  Coeficiente  de digestibilidad aparente del
Nutriente  en la dieta experimental. CDANutds             =  Coeficiente  de digestibilidad aparente del
Nutriente  en la dieta semipurificada.
Dds                             =  % del nutriente  en la dieta semipurificada
Ding                            =  % del nutriente  de la materia  prima evaluada.
X                  =  Proporción de la dieta semipurificada
(69.5%).
Y                  =  Proporción de la materia prima (30%).
Diseño experimental y análisis estadístico
El diseño  experimental se basó  en un modelo  com- pletamente al azar, tres tratamientos con tres réplicas
Donde:

 
  %Cr 203h

   
%Nutd    

para cada  una de las materias primas seleccionadas. Los resultados  de  las  variables  fueron  sometidos  a análisis  de  varianza  (ANOVA) a un  nivel  de  signifi-
Resultados
Los datos  de  composición proximal  de  las materias primas  evaluadas, presentados en la tabla  3, son si- milares a los reportados por otros investigadores (Kö- prücü  y Özdemir, 2005;  Silva et  al.,  2005).  El uso de estos ingredientes de origen  vegetal  es común  en la industria  de  las raciones  comerciales para  peces como alternativa  para reducir el uso de harina de pes- cado  (Riche y Brown, 1996;  Biswas et al., 2007;  Lim y Lee, 2009) que es un insumo  cada  día más costoso y escaso  en el mundo  (FAO, 2009).
En la tabla  4 se presentan los valores  de  los Coefi- cientes  de Digestibilidad Aparente  (CDA) de proteína y fósforo de las materias primas seleccionadas, con y sin adición  de fitasa. El nivel de fitasa no influyó signi- ficativamente en los CDA de la proteína  y fósforo de la SI y de la HTD (p>0.05). Para el GM el nivel de fitasa aumentó la digestibilidad de la proteína  significativa- mente cuando se emplearon 1000 UDF (p<0.05).
Discusión
Uno de los limitantes  del empleo  de materias  primas de origen vegetal en la alimentación de animales  es la presencia de factores anti nutricionales como el ácido fítico; este compuesto atrapa  el fósforo y restringe su biodisponibilidad para  los monogástricos en general (incluidos los peces), debido  a que ellos no producen la enzima  fitasa que  es la encargada de  romper  los

enlaces  de esta molécula para hacer  que los minera- les queden disponibles (Liebert y Portz, 2007; Dalsga- ard et al., 2009).  Generalmente entre   60 y 70%  del fósforo presente  en materias primas de origen vegetal se encuentra en  la forma de  fósforo fítico (Liebert y Portz, 2007); en el presente experimento los CDA de P de los tres ingredientes investigados  arrojaron  valores de 46.6,  47.9  y 53.7%  para  HTD, GM y SI respetiva- mente,  en las dietas sin adición  de fitasa; esto indicó que  apenas  un poco  más de la mitad  del P presente era biodisponible como  nutriente  para la tilapia roja; esos valores  fueron mayores  que  los reportados para tilapia nilótica por Köprücü y Özdemir (2005) quienes solo obtuvieron un 30.1%  para  la soya integral y de
28.2%  para  el gluten  de maíz;  en una  investigación realizada con tilapia, Liebert y Portz (2007) evaluaron la digestibilidad del P contenido en  una  dieta  com- puesta por una mezcla  de estos tres ingredientes, más harina de maíz  y obtuvieron un CDA de 43.1%,  valor que fue menor  que el promedio de 49.5%  observado en  el presente  experimento; comparando con  otros trabajos,  los resultados  obtenidos en  esta  investiga- ción fueron concordantes con los coeficientes obser- vados en dietas que contenían estos tres ingredientes en  dietas  para  carpa   común   (Nwanna   y  Schwarz,
2007),  para  el pez  loro (Oplegnathus fasciatus) (Lim y Lee, 2009)  y para  róbalo  rayado  (Moronesaxatilis) (Hughes y Soares Jr., 1998), entre otros.
Tabla 4. Coeficientes de digestibilidad de la proteína y del fósforo de las materias primas evaluadas por efecto de la suplementación  con fitasa (Tratamientos  = 9, n = 3).
	Materia Prima
	UDF
/(kg dieta)
	CDA

	
	
	Proteína
	Fósforo

	GM
HTD
SI
	0
500
1000
0
500
1000
0
500
1000
	94.7±0.7a
95.1±1.2ab
97.6±1.2 b
84.5±5.4
84.1±3.7
90.8±7.7
90.3±0.8
89.3±1.7
92.9±2.1
	47.9±15.0 ab
30.7±17.7 b
69.8±4.80 a
51.1±21.1
46.6±8.80
50.4±6.30
53.7±14.3
44.0±20.4
54.7±7.20


Medias seguidas por letras diferentes en las columnas para cada materia prima indican diferencias significativas (p< 0.05) por test de Tukey.
La eficacia  de  la  incorporación de  fitasa  en  dietas para liberar minerales  atrapados en los complejos del ácido  fítico de materias  primas  de origen  vegetal  ha sido  investigada  en  diferentes  peces  con  resultados que  indican  que  el nivel óptimo  de suplementación difiere entre  estudios  y entre  especies  (Cheng y Har- dy, 2003);  en  esta  investigación la adición  de  fitasa de  origen  microbiano mostró  tendencia a  mejorar los CDA de fósforo contenidos en los tres ingredien- tes evaluados, sin embargo  las diferencias  entre  tra- tamientos  solamente fueron significativas para el GM con la incorporación de 1000 UDF.
Estudios  diversos  han  demostrado que  el  fitato  en su estado  nativo  en  granos  y subproductos tiene  la propiedad de  formar  complejos fitato-proteína que son insolubles  y resistentes  a la digestión  proteolítica en el intestino  de los organismos  que  los consumen (Adeola  y Sands,  2003).  El ácido  fítico se une  a al- gunos aminoácidos formando  compuestos que hacen que una parte de la proteína  ingerida  tenga reducida disponibilidad para los peces (Cao et al., 2007); igual- mente  se han  reportado algunos  casos  de complejos insolubles  entre ácido fítico y almidones que también reducen su biodisponibilidad para  el organismo  que los consume (Ravindran et al., 1999).
En esta  investigación los CDA de  la proteína  de  los ingredientes evaluados en los tratamientos sin adición de fitasa arrojaron  valores  similares  a los reportados en la literatura para tilapias (Furuya et al., 2001; Sklan et al., 2004;  Köprücü  y Özdemir, 2005;  Guimaraes et al., 2008;  Vásquez-Torres  et al., 2010).  Los resul- tados de digestibilidad de fósforo y proteína  observa- dos sugieren  que  un promedio de 50%  del fósforo y
10%  de nitrógeno  contenido en las materias  primas evaluadas no pudieron ser absorbidos en el intestino de la tilapia,  es decir,  que  fueron eliminados con  las heces;  normalmente los productos de  desecho y de excreción causan  un impacto  negativo en el agua que consiste  en propiciar  y favorecer  procesos  de eutrofi- zación, agotamiento de oxígeno  en las noches  y es- trés en los animales  cultivados. Tales efectos han sido documentados en diversas investigaciones (Sugiura et al., 2001;  Ribeiro et al., 2006).
En este estudio  se evidenció una mejora  en los coefi- cientes de digestibilidad de la proteína  con la adición de 500 y 1000 UDF por efecto de la adición  de fitasa; sin embargo, a pesar de la tendencia de aumento, las diferencias  entre  tratamientos solo alcanzaron signi- ficancia  estadística  en GM (p<0.05) donde  la digesti- bilidad  pasó de 94.7%  en la dieta sin fitasa, a 97.6% con 1000  UDF (Tabla 4); para HTD y SI los efectos no fueron estadísticamente significativos (p>0.05); resul-

tados similares fueron descritos  en trucha  (Dalsgaard et al., 2009),  en  tilapia  (Liebert y Portz,  2005)  y en jundiá  (Rocha et al., 2007).  Aunque  Ravindran  et al. (1999) reconocen los efectos benéficos  de la adición de fitasa microbiana en dietas para pollos de engorde sobre la digestibilidad aparente de proteína  y aminoá- cidos,  Cao et al. (2007) discuten  los resultados  sobre el efecto de la fitasa en la destrucción de los comple- jos fitato-proteína en peces  indicando que  estos son controversiales como  lo ilustran los siguientes  repor- tes: Vielma et al. (2004) trabajaron con trucha arcoíris suplementando la dieta  con  niveles  entre  500-4000
UDF y observaron un aumento en la digestibilidad de la proteína  proporcional al contenido de  fitasa has- ta 2000  UDF, nivel a partir del cual  los incrementos dejaron  de  ser significativos;  Cheng  y Hardy  (2003) suplementaron con niveles entre 200 y 1000  UDF/kg y reportaron efectos positivos a partir de 400 UDF. En Pangasius pangasius,  Debnath et al. (2005) observa- ron una mejora significativa con suplementación entre
500 – 2000 UDF; en besugo (Pagrus major) 2000 UDF fueron necesarios para mejorar  la digestibilidad de la proteína  de soya integral cruda  (Biswas et al., 2007); en  contraste, en  carpa  común   Nwanna y Schwarz (2008) no obtuvieron mejoras significativas utilizando dietas con 500,  750 y 1000  UDF; Bock et al. (2006), quienes  experimentaron siete  niveles  de  fitasa entre
500 y 4000 UDF en dietas para tilapia del Nilo, no ob- servaron  efecto  sobre  la digestibilidad de la proteína con  ningún  tratamiento; los resultados  obtenidos en la presente  investigación podrían  indicar que el máxi- mo nivel de fitasa utilizado  en el actual  experimento probablemente no fue suficiente  para mejorar  signifi- cativamente los coeficientes de digestibilidad de la SI y de la HTD. Las diferencias  entre resultados  reporta- dos en la literatura con respecto  al adecuado nivel de suplementación con esta enzima  son frecuentes  y de acuerdo con Liebert y Portz (2005) y Cao et al. (2007) se deben  a factores diversos, entre otros, solubilidad y origen del fitato, tipo y nivel de actividad  de la fitasa utilizada  y condiciones fisiológicas en el intestino  de los peces.  Por lo general  la fitasa alcanza una óptima actividad  a pH  de  2.5-5.5  y las discrepancias entre especies  también  pueden ser debidas  a diferencias  en la estructura  y funcionamiento del sistema digestivo; otro factor que  puede  influir en la actividad  de la fi- tasa es la sensibilidad que esta tiene a la temperatura; según Cao et al. (2007), condiciones fuera del rango óptimo de pH y de temperatura pueden reducir la ac- ción  enzimática de la fitasa. Los peces  sin estómago presentan un pH entre 6.8 y 7.3 en el sistema diges- tivo y comparado con peces  gástricos que funcionan en pH ácidos (2.0-2-5), la actividad  de la fitasa tiende a ser menor.
Conclusiones
Los resultados muestran que un mínimo de 1000 UDF en la dieta fueron necesarios para aumentar la biodis- ponibilidad de fósforo y de proteína en GM en dietas para tilapia; para HTD y SI, los resultados no fueron concluyentes y será necesario investigar el efecto de niveles de suplementación superiores. En conjunto los resultados de esta investigación y los descritos con otras especies de peces, dejan claro que la suple- mentación con fitasa en niveles variables dependien- do de la especie y de las materias primas investigadas, puede ser eficaz para reducir los efectos negativos del fitato sobre el aprovechamiento del fósforo y de la proteína contenidas en los ingredientes de origen vegetal comúnmente utilizados en la elaboración de raciones para peces.
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