Rev Mex Cienc Pecu 2017;8(2):121-128

http://dx.doi.org/10.22319/rmcp.v8i2.4414

Eficacia de dos fitasas bacterianas en la liberacidon de
fosforo en dietas para pollos de engorda en
crecimiento

Efficacy of two bacterial phytase in the release of phosphorus in
diets for growing chicken broilers

Maria Liliana Diosdado Espinoza?, Arturo Cortes Cuevas?, Ernesto Avila Gonzélez?

RESUMEN

La eficacia de dos fitasas (Citrobacter brakiiy E. Coli) utilizadas en diferentes dosis (500 y 1,000 FTU) se evaluaron en una
dieta deficiente en fésforo (0.15%b P disponible) formulada a base de sorgo-soya. Para la estimacion de la eficacia en la liberaciéon
de P de las fitasas evaluadas se utilizé como referencia fésforo inorganico suplementado a través de fosfato monodicéalcico (FMD),
para alcanzar una concentracion final de P disponible de 0.23, 0.31 y 0.39 %. Para lo anterior la dieta basal deficiente en P se
suplementé como sigue: 1) sin fitasas, sin FMD; 2) 0.08% FMD; 3) 0.16% FMD; 4) 0.24% PMD; 5) citrobacter-500 FTU; 6) coli-500
FTU; 7) citrobacter-1,000 FTU y 8) coli-1,000 FTU. Los tratamientos se aplicaron a 216 pollos de la estirpe Ross (27
pollos/tratamiento) de los 7 a 21 dias de edad. La ganancia de peso, eficiencia alimenticia y concentracién de ceniza y P en tibias
fue mayor en los pollos que recibieron 0.39% PMD y los 1,000 FTU de ambas fitasas, no existiendo diferencias en estos niveles entre
los tratamientos FMD vy fitasas. La cantidad de fosforo liberado no se afectd (P>0.05) por el tipo de fitasa (promedio 0.142 %96), pero
si por el nivel de fitasa utilizado (0.102 vs 0.182 % para 500 y 1,000 FTU respectivamente). Los resultados indican que la
suplementacién con 1,000 FTU/kg de ambas fitasas en dietas deficientes en P resulta en ganancias y eficiencias alimenticias
similares cuando las dietas se suplementan hasta 0.24 % de FMD. Ambas fitasas mejoraron en 78.4 % el aprovechamiento del
fosforo fitico en dietas sorgo-soya para pollos en crecimiento.
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ABSTRACT

The efficacy of two phytases (Citrobacter brakii and Escherichia coli) used in different doses (500 and 1,000 FTU) were
evaluated in a diet deficient in phosphorus (0.15% available P) formulated with sorghum-soybean meal. To estimate the efficacy of
the release of P evaluated phytases, inorganic phosphorus supplemented by mono-phosphate (MDP) to reach a final concentration
of available P of 0.23, 0.31 and 0.39 % was used as reference. The basal diet deficient in P was supplemented as follows: 1) Without
phytases, without MDP; 2) 0.08% MDP; 3) 0.16% MDP; 4) 0.24% MDP; 5) Citrobacter-500 FTU; 6) coli FTU-500; 7) citrobacter-
1,000 FTU and 8) FTU coli-1,000. The treatments were applied to Ross 216 chickens (27 birds/treatment) 7 to 21 d old. Weight gain,
feed efficiency and concentration of tibia ash and P was better in chickens receiving 0.39% PMD and 1,000 FTU of both phytase,
with no differences in these levels between MDP and phytase treatments. The amount of phosphorus released was not affected
(P>0.05) by type of phytase (average 0.142 %), with effect to level of phytase used (0.102 vs 0.182 % for 500 and 1,000 FTU
respectively). The results indicate that supplementation 1,000 FTU / kg in both phytase in diets deficient in P results in weight gain
and feed efficiency similar when the diets are supplemented with 0.24% MDP. Both phytases improved to 78.4 %o utilization of
phytate phosphorus in sorghum-soybean meal diets on growing chicks.
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INTRODUCCION

El fosforo es un elemento importante para
sostener la produccion de alimentos de origen
animal, las reservas mundiales de fosfatos son
limitadas y en un futuro serd un problema para
obtener las cantidades suficientes para proveer de
este compuesto a la industria de los alimentos
balanceados para animales, lo que resulta en un
desafio poder sostener dicha demanda®?.

Para el sector avicola esto implica que la
utilizacion de fésforo por los animales deberd ser
explorada para un méaximo aprovechamiento de este
mineral en las dietas. Esto incluye mas estudios
sobre el uso de aditivos, especialmente las fitasas
como una herramienta en la eficiencia para extraer
mas fosforo en las dietas vegetales, ya que del 50 al
85 % del fésforo almacenado en los granos esta
ligado al &cido fitico y sus sales®?,

La utilizacién de las fitasas en la industria de
alimentos balanceados se ha visto favorecida por lo
atractivo de sus precios, la mejora en la utilizacién
del fésforo fitico, en el aumento del rendimiento
animal (carne y hueso) y la disminucion del grado de
dafio ambiental (menor eliminacion de fésforo al
ambiente a través de las excretas)®.

Las fitasas liberan fosforo a partir de foésforo
fitico, y como resultado de la destruccion de este
factor anti-nutricional, permiten reducir el uso de
fuentes de fosforo inorganico en la dieta®. Como
resultado, el uso de fitasas mejora la digestibilidad
no soélo del fésforo y cationes divalentes como Ca,
Mg y Zn, sino también de energia y proteina®.

En la actualidad, las fitasas recientes de origen
bacteriano brindan una mayor estabilidad en pH
bajos, y soportan temperaturas elevadas a los que
son sometidos los alimentos balanceados para aves
sin perder sus propiedades. Dentro de las bacterias
utilizadas para la obtencién de fitasas, destacan
aquéllas provenientes de Escherichia coli 'y
Citrobacter braakif®®. Cada fitasa ofrece beneficios
en su uso e incluso existen diferentes presentaciones
del producto comercial.

Una dosis equivalente a 500 FTU/kg de E. coli
libera de 20 a 30 % mas nutrientes que la misma
dosis de una fitasa de Aspergillus spp, y su efecto es
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mas consistente debido a su pH y una mayor
estabilidad durante la digestion por pepsina en el
tracto intestinal®®.

Utilizar una alta concentracion de fitasa
(megadosis) en las dietas, en busca de una rapida
reduccion de la concentracion de fitato en el
estdmago o proventriculo, reduce asi el efecto anti-
nutricional del fitato, e incrementa adn mas la
liberacion de fosforo®V. De esta manera se logra la
méaxima destruccion del fitato, de tal forma que el
tipo de fitasas, niveles de dosificacidn y el contenido
de fitato de la dieta van a tener un papel importante
en la respuesta productiva?. Estudios recientes
indican que niveles elevados de fitasa (megadosis)
en la dieta de los pollos (1,000 y 2,000 FTU/Kkg)
mejoran la liberacion de fésforo (0.15 %) y calcio
(0.18 %) e incrementan los parametros
productivos®.

Con estos antecedentes, se planteo el presente
estudio para conocer la liberacion de fésforo en
relacion a fosfato monodicélcico en dietas
sorgo+soya para pollos en crecimiento deficientes
en fosforo disponible, mediante la suplementacién
de dos fuentes de fitasas (Citrobacter braakii y
Escherichia coli) a diferentes dosis (500 y megadosis
de 1,000 FTU/KkQ).

MATERIAL Y METODOS

El experimento se realiz6 en una caseta de
ambiente natural, localizada en el Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion
Avicola de la Universidad Nacional Auténoma de
México. Se utilizaron 216 pollos machos de la estirpe
Ross 308 de siete dias de edad, distribuidos en ocho
tratamientos con tres repeticiones de nueve aves
cada uno (27 animales por tratamiento). Los pollos
se alojaron en pisos de jaulas en baterias tipo
Petersime, con calefaccion eléctrica y temperatura
regulada con termostato. El alimento y el agua de
bebida se ofrecieron a libre acceso. Los pollos de 1
a 6 dias de edad, se alimentaron con dietas sorgo-
soya, formulada para cubrir todas las
recomendaciones nutricionales de la estirpe. A los
siete dias de edad se distribuyeron en forma
completamente al azar en ocho tratamientos:



FITASAS BACTERIANAS EN LA LIBERACION DE FOSFORO EN DIETAS PARA POLLOS DE ENGORDA EN CRECIMIENTO

1) Dieta basal sorgo-soya, deficiente en fosforo
disponible (0.15%).

2) Como 1 + 0.08% de fésforo inorgénico a
partir de fosforo monodicalcico (FMD).

3) Como 1 + 0.16% de fésforo inorganico a
partir de FMD.

4) Como 1 + 0.24 % de fosforo inorgénico a
partir de FMD.

5) Como 1 + 500 FTU* de fitasa microbiana de
Citrobacter braakil.

6) Como 1 + 500 FTU de fitasa microbiana de
Escherichia coli.

7) Como 1 + 1,000 FTU de fitasa microbiana de
Citrobacter braakii.

8) Como 1 + 1,000 FTU de fitasa microbiana de
Escherichia coll.

*FTU= cantidad de enzima necesaria para
liberar 1 pmol de fosforo inorganico por minuto en
un pH de 5.5 a 37 °C.

Para la estimacion de la eficacia en la liberacion
de P se utiliz6 como referencia fosforo inorgénico
(Pi) suplementado a través de fosfato monodicélcico
(FMD) para alcanzar una concentracion final de Pi
disponible de 0.23, 0.31 y 0.39 % (tratamientos 2,3
y 4). La dieta basal cubre todos los requerimientos
con excepcién de Pi (Cuadro 1); las adiciones de
FMD vy fitasas fueron sustituyendo a la celulosa en la
dieta basal para no alterar el balance nutricional de
las diferentes dietas experimentales.

El consumo de alimento se registro por réplica
(por cada nueve pollos) y la ganancia diaria de peso
se registr6 individualmente en wuna béscula
electronica Marca Torrey Mod. L-EQ 5/10. A los 21
dias de edad, se sacrifico el 60 % de los pollos con
el método que indica la norma NOM-033-Z00-1995,
por medio de la sujecién segura del animal y de
inmediato la dislocacion cervical en un solo
movimiento para evitar dolor innecesario; se les
extrajo la tibia izquierda para determinar el
contenido porcentual de cenizas y fésforo (de
acuerdo al AOAC, 2006)® respectivamente.

Los datos de crecimiento, consumo y de
eficiencia alimenticia se analizaron utilizando el
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rodete como unidad experimental. El contenido de
fésforo y porcentaje de cenizas en tibias, se
analizaron como un disefio completamente al azar
(SPSS para Windows version 17.0). La
biodisponibilidad del fosforo se estimé con curvas
estandar a través de regresiones lineales simples de
primer grado (Y=Bo+B1x), utilizando un paquete
computacional SSPS version 17.04%, a partir del
contenido porcentual de fosforo y cenizas en tibias.
Para la curva estandar se utilizaron los tratamientos
1, 2, 3y 4. Para la curva de Citrobacter braakii los
tratamientos 1, 5 y 7. Finalmente para la de
Escherichia coli fueron los tratamientos 1, 6 y 8.

Cuadro 1. Composicion de la dieta basal experimental
para pollos de 7 a 21 dias de edad

Ingrediente Kg
Sorgo 627.06
Pasta de soya 327.13
Carbonato de calcio 22.91
Aceite de soya 6.65
L-Lisina HCI 4.80
Sal 3.80
DL-Metionina 3.30
Celulosa 1.40
Cloruro de colina 60% 1.00
Premezcla de vitaminas* 1.00
Premezcla de minerales** 0.50
Bacitracina de zinc 10% 0.30
Antioxidante*** 0.15
TOTAL 1000.00
Analisis calculado
Energia metabolizable, Kcallkg 2950
Proteina cruda, % 22.00
Fosforo disponible no fitico determinado, % 0.15
Calcio total, % 1.02
Metionina + cistina digestible, % 0.92
Lisina digestible, % 1.39
Treonina digestible, % 0.82
Sodio, % 0.18

*Premezcla de vitaminas por kg: Vitamina A 12'000,000 UI; vitamina D3
2'500,000 UI; vitamina E 15,000 UI; vitamina K3 2,000 mg/kg; vitamina B1 2,250
mg/kg; vitamina B2 7,500 mg/kg; vitamina B3 45,000 mg/kg; vitamina BS 12,500
mg/kg; vitamina B6 3,500 mg/kg; vitamina B12 20 mg/kg; acido félico 1,500
mg/kg; biotina 125 mg/kg.

**Premezcla de minerales por 0.5 kg: yodo 300 mg/kg; selenio 200 mg/kg;
cobalto 200 mg/kg; hierro 50,000 mg/kg; cobre 12,000 mg/kg; zinc 50,000
mg/kg; manganeso 110,000 mg/kg;

#+BHT (1.2 %), BHA (9.0 %), Etoxiquin (4.8 %).
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Ganancia de peso

Eficiencia alimenticia

Cenizas en tibias

Fésforo en tibias

Tratamientos @ (kgrk) (%) (%)

1 586 + 11.02 0.69 + 0.001a 42,78 +0.522 7.07 £0.102
2 649 + 10.120 0.71 £ 0.001ab 46.45 + 0.46° 7.29+0.110
3 713+ 9.9 0.73+0.0010 48.62 + 0.49¢ 7.95+0.09¢
4 737 £10.7¢ 0.76 £ 0.001¢ 48.87 +0.51d 8.00 + 0.09¢
5 673 £ 10.8% 0.72 £ 0.0012ab 46.60 + 0.48° 7.51+£0.07°
6 668 + 10.920 0.72 +0.001a 46.50 + 0.490 7.43 +£0.08°
7 705 £ 10.6° 0.75+0.001¢ 48.71 £ 0.47c 7.82 +0.09¢
8 684 £ 11.5 0.74 + 0.001bc 48.15 + 0.45¢ 7.91+0.09¢
EEM +10.68 +0.001 +0.48 +0.09

abed Diferentes letras representan diferencia significativa (P<0.05), excepto cenizas y fésforo en tibias (P<0.01).

Para conocer el porcentaje de fosforo
inorganico liberado por las enzimas empleadas, se
utilizaron las curvas estdndar de porcentaje de
cenizas y fésforo en tibias y se traspuso a la ecuacién
los valores obtenidos con las fitasas del siguiente
modelo (X=(Bo-Y)/B1). Donde: X= porcentaje de Pi
liberado por la enzima, Po=ordenada al origen,
Y=ganancia de peso, eficiencia alimenticia,
porcentaje de cenizas en tibias y porcentaje de
fésforo en tibias y Bi1= coeficiente de regresion.
También se realiz6 la comparacion de medias con la
prueba de Tukey considerando diferencia
significativa cuando A<0.05.

RESULTADOS

Los resultados promedio de ganancia de peso,
eficiencia alimenticia y porcentajes de cenizas y P en
tibias en 14 dias de experimentacion, se observan el
Cuadro 2. Se aprecia que la suplementacién de
fosforo a partir de FMD o la suplementacién de las
fitasas mejoraron (P<0.05) las variables productivas
al incrementarse el contenido de fésforo en las
dietas y al incluir las fitasas. También se aprecia que
los porcentajes de cenizas y fosforo en tibias con las
dos fitasas bacterianas, liberaron cantidades
similares (P>0.05) de Pi tanto en la dosis 500 FTU
como en la de 1,000 FTU. El contenido porcentual
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de cenizas y fosforo en tibias, se utiliz6 para calcular
la liberacion de fésforo obtenida con las fitasas en
relacion al fosfato monodicalcico.

Los resultados del porcentaje de cenizas en
tibias mostraron una respuesta lineal a los diferentes
niveles de fosforo a partir de FMD adicionados en la
dieta (P<0.05). El porcentaje de cenizas aumenté
linealmente (cenizas, % = 43.993 + 24.429 x %pPi
adicionado, R?=0.34) conforme el porcentaje de
fosforo en la dieta se incrementé (Figura 1). Al
trasponer en la ecuacion el porcentaje de cenizas en
tibias, la dosis de 500 FTU de las fitasas de
Citrobacter braakii y Escherichia coli se obtuvo en
promedio una liberacién de 0.105 %. Sin embargo,
para la inclusion de 1,000 FTU de ambas fuentes de
fitasa, se encontrd que la liberacién de fésforo fue
de 0.180 %.

Al analizar la cantidad de fésforo depositado en
las tibias, se determiné que la dieta basal (sin Pi
adicionado), obtuvo el porcentaje de fésforo mas
bajo (7.07 %), el cual gradualmente se incremento
al aumentar la cantidad de Pi en la dieta (P en
tibia, % = 7.062 + 4.28 x %Pi adicionado), y el
tratamiento 4 obtuvo 8.0 % de fosforo en tibia
(Cuadro 2). De igual manera la adicion de fitasa a la
dieta basal incrementd el porcentaje de P en las
tibias.
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Figura 1. Porcentajes de fosforo liberado en base al contenido de cenizas en tibias con 500 y 1,000 FTU/kg de
fitasas de Citrobacter braakii o Escherichia coli
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Al trasponer en la ecuacion el porcentaje de Pi
en tibias, se observé que al adicionar 500 FTU/kg de
las dos fitasas (Escherichia coliy Citrobacter braakii)
se tuvo una liberacion de fésforo en promedio de
0.097 %. Por otro lado, al incrementar la dosis a
1,000 FTU/kg de ambas fuentes de fitasas, se
aument6 la cantidad de fosforo liberado en un
promedio de 0.185 % (Figura 2).

Al promediar los valores de liberacion de P en el
contenido porcentual de cenizas y P en las tibias, con
las dos fitasas, la cantidad liberada fue de 0. 102 %
con 500 FTU/kg y de 0.182 % para 1,000 FTU/kg de
alimento en dietas sorgo-soya.

DISCUSION

El proposito principal de suplementar fitasas en
dietas para aves, es mejorar el aprovechamiento del
fosforo fitico y reducir la cantidad de fosfato en la
dieta, ya que la fitasa hidroliza al fitato y libera el
fésforo inorgénico, que es utilizado por el ave para
cubrir el requerimiento de este mineral.

0.105

1000 FTU/Kg

500 FTU/Kg

0.16 0.180 0.24

% de Pi
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En este estudio la ganancia de peso se mejoro
conforme se incrementé la cantidad de Pi en la dieta
deficiente en este mineral; este efecto fue similar a
lo encontrado por otros autores®®, quienes al
evaluar este parametro con diferentes niveles de
fésforo en la dieta (menores a 0.45 % de Pi), las
aves tuvieron un mayor consumo de alimento y por
lo tanto de fosforo, lo que resultdé en una mayor
ganancia de peso al acercarse al requerimiento de
este mineral. Driver et af'® realizaron un estudio,
utilizando dietas deficientes de fésforo (menores de
0.42 %) en pollos de 14 y 28 dias de edad, y los
pardmetros productivos mejoraron cuando las aves
tuvieron mayor consumo de fosforo en la dieta.

El nivel éptimo biolégico de fosforo disponible
en la dieta para méxima ganancia de peso en el
periodo de 1 a 21 dias de edad sugerido por Julian
y Summers®” y Perney et af*®, es de 0.46 %. Este
resultado es similar al 0.45 % sugerido por el
NRC®®, pero un 13.3 % mayor del P utilizado como
maximo nivel en este experimento. Otros autores®”
recomiendan 0.5 % como el 6ptimo, sin embargo
emplearon roca fosférica que quiza tuvo una menor
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Figura 2. Porcentajes de fosforo liberado en base al contenido de fosforo en tibias con 500 y 1,000 FTU/kg de

fitasas de Citrobacter braakii o0 Escherichia coli
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disponibilidad de fésforo. Los resultados de ganancia
y eficiencia para los niveles maximos de P
suplementado en nuestro experimento son acordes
a los esperados para el tipo de pollo utilizado cuando
es alimentado sin restriccion en P en la dieta.

Olukosi y Fru-Nji® evaluaron tres niveles de
fitasa de Citrobacter braakii (0, 1,000 y 2,000 FTU)
en pollos durante 14 dias en dietas maiz-trigo-soya
con la matriz de la fitasa en la dieta y otra dieta sin
la matriz de la fitasa, con dos proporciones de Ca:P
(2:1y 2.5:1). Los resultados indicaron que solo hubo
efecto significativo en la utilizacion de fosforo, calcio
y energia, al adicionar ambas dosis de fitasas en la
dietas sin la matriz de la fitasa, y también con efecto
benéfico en las dietas que contenian una relacién de
calcio:fésforo de 2:1. En un estudio similar®
reportan mejores resultados para ganancia de peso,
eficiencia alimenticia; asi como cenizas, fosforo,
calcio, magnesio, potasio y zinc en tibias, al
suplementar 1,000 y 2,000 FTU/kg de fitasa en la
dieta, sin existir diferencia entre las dosis
empleadas.
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En un trabajo de meta-analisis con articulos
publicados hasta el afio 2013, donde se recopilo
informacién de 286 articulos sobre la retencion de
fésforo en pollos de engorda, resumieron que la
suplementacion de fitasa (1,039 FTU/kg de dieta)
para pollos de engorda, incrementé la retencién de
fosforo en 0.086 %Y.

Al reducir los niveles de fosforo inorgénicos en
la dieta disminuye el porcentaje de cenizas en tibias,
esto debido a que el 80 % del fésforo total del
organismo es depositado en tejido 6se0®?.

Los resultados mostraron que la adicién de las
fitasas microbianas procedentes de Citrobacter
braakii o Escherichia coli mejoraron de manera
similar la biodisponibilidad del fésforo proveniente
del fésforo fitico de la pasta de soya y el sorgo;
resultados similares reportan que el empleo de 500
FTU/kg fue eficaz en mejorar el crecimiento, cenizas
en tibias y retencién de fosforo en pollos de engorda,
con la liberacién de 0.08 % de fésforo disponible®®.
Augspurger et ai*® al evaluar 500 FTU/kg de fitasa
de E. coli en dietas para pollos mencionan
liberaciones de 0.125 % de fosforo.
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En el presente estudio se encontr6 que ambas
fitasas liberaron cantidades similares de fésforo, y se
ha demostrado que la fitasa cuando se utiliza en
dosis elevadas mejora el rendimiento productivo®®.
Sin embargo, Cortes et af? encontraron mayor
ganancia de peso, conversidén alimenticia y energia
metabolizable aparente en pollos de 1 a 19 dias de
edad con el empleo de fitasa proveniente de
Peniophora licii, ademas de permitir reducir en la
dieta (sorgo-soya) 0.1 % de fosforo sin afectar el
rendimiento productivo.

También se menciona® que al evaluar una
dosis de 500 FTU de una fitasa microbiana en dietas
con 0.22 % de Pi, obtuvieron un incremento en la
ganancia de peso, y la mineralizacién en tibias; al
aumentar la dosis a 1,000 FTU la cantidad de fésforo
que liber6 la enzima aument6 en 0.07,%,
obteniéndose resultados muy similares a los
encontrados en el presente estudio. Los mismos
autores utilizaron una tercera dosis de fitasa
microbiana de 2,000 FTU con la misma cantidad de
fosforo en la dieta (0.22 %) sin obtener diferencias
significativas entre esta dosis y la utilizacion de
1,000 FTU.

En este estudio se incrementd 78.4 % mas la
liberacién de fosforo a partir del fitato, al aumentar
la dosis de 500 FTU a 1,000 FTU para ambas fitasas
provenientes de Citrobacter braakii y Escherichia
coll. Para lograr una maxima hidrdlisis del fosforo
fitico, los niveles de dosificacion y el contenido de
fitato de la dieta, van a tener un papel importante
en la respuesta productiva®®.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Con los resultados obtenidos en el presente
estudio, se puede concluir que el empleo de ambas
fitasas de Citrobacter braakii o Escherichia coli a la
dosis de 500 FTU/kg liberaron 0.102 % de fosforo y
con la inclusion de 1,000 FTU/kg (megadosis)
liberaron 0.182 %, lo equivalente a 78.4 % més de
aprovechamiento del fésforo fitico en dietas sorgo-
soya para pollos en crecimiento.
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