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INTRODUCCION




1. Introduccion

La avicultura juega un papel significativo en la conversién de granos y otros
productos en huevos y carne. Por este motivo constituye una fuente importante
para satisfacer, fundamentalmente, la demanda de proteinas de la poblacion
que, a nivel mundial, crece aceleradamente.

La industria pecuaria exige cada vez mejores rendimientos productivos y
eficiencia en la produccion. En la avicultura esto se conseguiria con aves mas
precoces y con niveles de produccion mas altos; por lo que mantener estos
estandares por un periodo prolongado del ciclo productivo es una tarea compleja
debido a la alta demanda metabdlica de las aves. La formulacion de los piensos
y el manejo de la alimentacion son factores claves para asegurar el éxito
productivo y la rentabilidad econdmica en este sector, ya que la alimentacion
representa entre el 50 y el 70% de los costos totales de la crianza (Ravindran,
2010).

La industria avicola cubana representa un sector importante para garantizar el
aporte de proteina animal a la poblacion. La produccion avicola fue una de las
de mayor crecimiento en la década de los 80 del siglo XX lo que enmarco a la
isla como uno de los 45 paises mas productores de huevos a nivel mundial y
entre los 25 mayores consumidores (Bejerano, 2011). Posteriormente la
avicultura cubana se afectd, entre otras razones, por la inestabilidad en la
compra de las materias primas para los piensos debido a los altos precios en el
mercado internacional, el recrudecimiento del bloqueo econémico de los Estados
Unidos contra Cuba el cual ha costado més de 59,6 millones de doélares en
pérdidas, las intensas sequias y la entrada frecuente de huracanes. (MINREX,
2003; Ramirez y Ruiz Santa Cruz, 2007). Aun asi, este sector se ha recuperado
paulatinamente de la crisis y alcanz6é en el 2016 un récord nacional en la
produccién de huevos de 2 069,9 millones de unidades (Bustamante Molina,
2019) lo que representd un incremento de 2,14 % con respecto al afio anterior.
(Gutiérrez, 2017). Sin embargo, los niveles productivos no satisfacen las
demandas de la poblacion por lo que se hace necesario buscar alternativas
econdémicamente viables que contribuyan a mejorar la calidad en la produccion
y los servicios de este sector.

En los ultimos afios se ha incrementado el precio de los alimentos que se

emplean en la avicultura, por lo que la basqueda de nuevas estrategias que
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mejoren la digestibilidad y el aprovechamiento de los nutrientes en esta especie
es una prioridad para la ciencia animal. Entre las vias mas promisorias para
lograr estos objetivos se encuentra la suplementacion con enzimas. Esta préactica
favorece la hidrélisis de los factores antinutricionales, incrementa la
disponibilidad de algunos nutrientes, mejora la digestibilidad general, reduce la
viscosidad intestinal, controla la proliferacion de la flora intestinal del ave
(Galarza, 2017) y reduce el impacto contaminante de excretas animales.









2. Problema
La presencia de polisacaridos no amilaceos en los componentes de la dieta de
pollitas de reemplazo de ponedoras dificulta la digestibilidad de los nutrientes y

afecta los indicadores productivos de estas aves.






3. Hipotesis
La aplicacion de un extracto enzimatico obtenido de Bacillus subtilis E44, en la
dieta de pollitas de remplazo de ponedoras, permitira incrementar la

digestibilidad de la fibra y mejorar los indicadores productivos de estos animales.



FUNDAMENTACION




4. Fundamentacion

4.1. La produccion avicola en Cuba.

En los afios de la década de los 50 del pasado siglo la produccion de huevos y
carne de aves en Cuba provenia fundamentalmente de los traspatios de las
familias que habitaban en zonas rurales y suburbanas y se consumian por los
ndcleos poblacionales urbanos. El auge de la avicultura nacional coincide con el
Triunfo de la Revolucion y la creacion del Combinado Avicola Nacional en 1964.
En sus inicios, la industria avicola cubana contaba con las dos cadenas que se
derivan de esta rama: carne de ave y produccion de huevos. Con el desarrollo
social y econdmico que comenz6 a producirse con el triunfo de la Revolucién en
1959 se alcanz6 un alto nivel de consumo de productos avicolas, lograndose en
la década de los 80 una produccion por persona al afio de 250 huevos y 9 kg de
carne de aves. (Pampin, 2001).

Luego de la caida del Campo Socialista y con la agudizacion del bloqueo
econdmico por parte del gobierno de los Estados Unidos, la produccién de carne
de ave a partir de reproductores pesados (pollos de ceba) se vio totalmente
deprimida. Por este motivo dejo de desarrollarse completamente en el afio 2002
y sigue sin recuperarse en la actualidad (Baez, 2015). El costo del bloqueo a la
avicultura en el periodo entre abril de 2008 y marzo de 2009 fue estimado en 24
millones de dolares (Baez y Oramas, 2018).

La insuficiente producciéon cubana de alimentos constituye un problema
sostenido en los ultimos cincuenta afios de la economia nacional. Al hacerse
mas vulnerable, se ha elevado su dependencia alimentaria externa y esto ha
motivado elevadas erogaciones de divisas para la importacion de alimentos, los
gue en muchos casos pudieran producirse nacionalmente bajo condiciones de
competitividad (Nova, 2012).

La avicultura cubana actualmente esta estructurada en tres partes
fundamentales: la alternativa, que esta representada por las familias que crian
aves para su autoconsumo, ademas de los gobiernos provinciales y municipales
y los consejos populares; la intermedia, cuyos actores fundamentales son el
Ministerio de las Fuerzas Armadas Revolucionarias (MINFAR), el Ministerio del
Interior (MININT) el Ministerio de la Agricultura, (MINAG) y otros organismos

productores que aplican menos tecnologia; y la intensiva, representada por la



Union de Empresas del Combinado Avicola Nacional (UECAN) (Hernandez,
2013).

En la avicultura cubana se trabaja con lineas comerciales (L33 y L84) para la
produccion de huevos. Estas presentan un potencial de produccion de 280 a 300
huevos/afio con méas de un 85 % de viabilidad (Hidalgo, 2011). Sin embargo, los
resultados en la ultima década muestran bajos indices de producciones. El
mayor registro de huevos por ponedoras comerciales se obtuvo en el 2002, con
275,78 huevos/gallina. No obstante, estas producciones permitieron que se

obtuviera un crecimiento anual del 3,3 % (FAO, 2010).

4.2. Polisacaridos no amilaceos.

Los polisacaridos no amilaceos (PNA) son los principales componentes de las
paredes de las células vegetales. El término PNA representa una diversidad de
compuestos que poseen diferentes propiedades fisicoquimicas; su clasificacion
se basd en un inicio en la metodologia que se empleaba para su extraccion y
aislamiento. Se dividen en tres grandes grupos: celulosa, hemicelulosa
(arabinoxilanos, B-glucanos, mananos, galactanos y xiloglucanos) y los
polisacéaridos pécticos (Llanes, 2018).

La presencia de polisacaridos no amilaceos (PNA) resulta indeseable en las
dietas para monogastricos, debido a que estos animales no cuentan con enzimas
para degradar estos compuestos. Los PNA disminuyen la absorcion y
aprovechamiento de los nutrientes en la dieta, especialmente de las grasas y
proteinas (Galarza, 2017).

Los efectos negativos de estos polisacaridos son originados por un aumento de
la viscosidad de la digesta por los PNA solubles y por la accion encapsuladora
de los PNA insolubles, es decir actian como una barrera fisica para la accion de

las enzimas enddgenas (Chot, 2006.).

4.3. Las enzimas en la nutricion de aves.

Las enzimas son compuestos organicos de origen proteico cuya funcion es
catalizar las reacciones quimicas que ocurren en las células vivas como los
procesos digestivos y metabdlicos. Estos incluyen todas las reacciones de
sintesis, digestion y degradacion, donde estas proteinas controlan las funciones
de mantenimiento, crecimiento y reproducciéon de los animales (Ravindran,2010
y Garg, 2016).



Las enzimas se caracterizan por su alta especificidad, por ejemplo, al ejercer su
accion especifica sobre un sustrato para mejorar la digestibilidad de algun
nutriente (Bedford, 2000). Se clasifican por su origen en enddégenas y exdgenas.
Las endogenas son las producidas por los diferentes érganos propios de los
animales; mientras que las exdégenas son suplementadas en el alimento (Rojo et
al., 2007).

Una de las estrategias que se utilizan para incrementar la produccién avicola es
la aplicacion de enzimas a las dietas de los animales, las cuales segun Bedford
(2000) y Ravindran (2013) se emplean con la finalidad de:

a) Destruir factores antinutritivos en las raciones de animales monogastricos.

b) Mejorar la digestibilidad de algunos nutrientes de la dieta como los
carbohidratos, proteinas o minerales y los PNA.

c) Complementar la accion de las enzimas endogenas producidas por el animal
en algunas etapas del crecimiento.

d) Liberar algunos de los nutrientes atrapados, como azUcares simples, lisina 'y
minerales como el calcio (Ca), Zinc (Zn), Magnesio (Mg) y Hierro (Fe).

e) Reducir el impacto contaminante de las heces hacia el medio ambiente.

El uso de las enzimas como aditivos se ha hecho necesario debido a que el valor
nutritivo potencial de las materias primas no se aprovecha completamente por la
presencia de factores antinutricionales y la falta o insuficiencia de enzimas
endogenas, que permitan la liberacién de los nutrientes. EI empleo de enzimas
exdgenas persigue el incremento de la digestibilidad de los alimentos y la
eficiencia en su utilizacién. Su uso tiende a optimizar el rendimiento de los
animales a través de mejoras en el consumo de alimento, ganancia de peso y
eficiencia alimenticia (Ravindran, 2010).

La adicion de enzimas a las dietas, segun Guerra (2015) tiene algunos beneficios
entre los que se encuentra el aumento en la disponibilidad de nutrientes ya que
acelera las reacciones quimicas que tienen lugar durante la digestion. La ruptura
de las moléculas de los factores antinutricionales B-glucanos y arabinoxilanos
por parte de las enzimas reduce la viscosidad del bolo alimenticio, de esta forma
se incrementa el aprovechamiento de los alimentos en un 15-25 %.

Ademas, este autor considera que la inclusion de enzimas digestivas exdégenas
reduce la sintesis de enzimas digestivas endogenas, lo que incrementa la

disponibilidad de aminoacidos para la sintesis de otras proteinas. También



permite la incorporacion de ingredientes alternativos, lo que trae consigo la
variabilidad de los componentes de la dieta.

La aplicacion de estos aditivos refuerza el sistema enzimético inmaduro de los
animales jovenes y facilitan el ataque de las enzimas enddgenas a los nutrientes
presentes en la dieta. Con su empleo se aprovecha mejor el valor energético de
los cereales, lo que supone un ahorro econdémico. Su empleo también facilita el
cumplimiento de la restriccion internacional de no usar antimicrobianos en la

crianza animal.

4.4. Fuentes de obtencion de enzimas.

Las enzimas pueden ser de origen vegetal, animal y microbiano. (Hamann et al.,
2015). Las enzimas microbianas se obtienen a partir de bacterias, arqueas y
hongos. Los microorganismos pueden producir algunas de estas proteinas en
concentraciones muy altas y excretarlas al medio. Muchas se obtienen a partir
de hongos como Aspergillus, Trichoderma, Penicillium o bien, mediante
bacterias como Streptomyces, Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis (Brufau,
2014).

Bacillus subtilis es una bacteria ubicua que es capaz de producir enzimas
extracelulares las cuales secreta en grandes cantidades al medio de cultivo
(Meima et al., 2004). Ademas, esta especie se reconoce como segura (GRAS,
por sus siglas en inglés generally recognized as safe) por lo que debido a esto y
a su capacidad para producir enzimas extracelulares de interés biotecnoldgico
se emplea para la produccion de aditivos nutricionales (Cheng et al., 2016;
Elshaghabee et al., 2017 y Milian et al., 2017).

Hamann et al. (2015) refiere que la produccién de enzimas de origen microbiano
resulta mas econdmica y ofrece numerosas ventajas; entre las que puede
mencionarse que los microorganismos poseen altas velocidades de crecimiento,
son faciles de manipular genéticamente, crecen en un amplio rango de
condiciones ambientales y tienen una gran variedad de vias metabdlicas para su

sintesis.

4.5. Procesos fermentativos para la produccién de enzimas.

Existen dos procesos fermentativos que se utilizan para la produccion de
enzimas: la fermentacion sumergida (FSm) y la fermentacion en estado sélido
(FES) (Brandao, 2003).



La fermentacion sumergida es ampliamente conocida, estudiada y aplicada.
Entre los tipos de fermentacion de este tipo se distinguen los procesos
discontinuos, discontinuos alimentados, continuos y semicontinuos. La gran
mayoria de las enzimas utilizadas industrialmente son producidas a través de la
fermentacion sumergida, para lo cual generalmente se utilizan microorganismos
modificados genéticamente. No obstante, el costo de produccién de estas
enzimas es muy elevado y el proceso muchas veces se torna no viable
econémicamente (Brandao, 2003).

La fermentacion en estado sélido segun Rigo et al. (2010), representa una
alternativa atractiva para la produccién de enzimas a partir de microorganismos,
debido a que la misma ofrece la posibilidad de utilizar residuos agroindustriales
o subproductos como fuentes de nutrientes. En décadas pasadas se
consideraba este proceso como tecnolégicamente simple, sin embargo, hoy en
dia es una alternativa muy prometedora, no solo para la produccion de alimento
animal sino también con otros usos: farmacéuticos, biorremediacion y
biodegradacion de compuestos peligrosos (Singhania et al., 2009). La FES
posee numerosas ventajas sobre la FSm entre las que se puede mencionar la
obtencién de un crudo enzimético mas concentrado, lo que es de especial interés
cuando sus productos pueden utilizarse directamente sin etapas previas de
purificacion. Como ejemplos de esto, se puede citar la elaboracion de aditivos en
la alimentacion mediante la hidrélisis de materias lignoceluldsicas y el procesado
natural de fibras (Diaz, 2009). Ramirez et al. (2017) recomiendan el uso de los
residuos agricolas e industriales, como una fuente importante de biomasa para
utilizarse en la alimentacién animal. La FES permite el enriquecimiento de estos

residuos y mejora su digestibilidad.

4.6. Principales enzimas utilizadas en la avicultura.

Entre las enzimas exdgenas que mas se han utilizado en la alimentacion animal
se encuentran las carbohidrasas, las fitasas y las proteasas. La inclusién de
estas enzimas en las dietas de las especies monogastricas generod gran interés
en los ultimos afios y tuvo una repercusidn positiva en los indicadores
productivos de estas especies (Asmare, 2014).

Las fitasas catalizan la hidrdlisis del acido fitico de una forma gradual. Se han

utilizado en la alimentacién animal para mejorar la disponibilidad de fosforo y



disminuir la contaminacion con este mineral en los desechos de los animales
(Borgi et al., 2015).

Las enzimas B-mananasas hidrolizan los mananos en oligosacaridos (Zuluaga
et al, 2017). Tienen efectos como promotores de la salud y el crecimiento de los
animales (Seo et al., 2016).

Las xilanasas son enzimas implicadas en la degradacion del xilano, hidrolizan
los enlaces internos 3 (1—4) entre moléculas de xilosa y dan lugar a una mezcla
de xilooligosacaridos de diferente tamafio. Su aplicacion en la industria
alimentaria permite la bioconversion de materiales celulésicos en alimentos para
aves de corral, con mejores tasas de digestion y absorcion de nutrientes (Matos
et al., 2018).

Xylan I \:’:_ a-D-Glucuronidases Acetyl xylan esterases
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Figura 1. Enzimas xilanoliticas implicadas en la hidrélisis del xilano. (Tomado de
Pastor et al., 2007).

Las proteasas, también denominadas peptidasas, son enzimas que rompen los
enlaces peptidicos de las proteinas. La suplementacion con estas enzimas en
las dietas de pollos aumenta el valor nutricional de una gran variedad de
proteinas, asi como su digestibilidad, y complementan la actividad de las
enzimas digestivas endégenas como la pepsina, la tripsina y otras proteasas
pancreaticas (Martinez-Alesén et al., 2010).

La tabla 1 muestra un resumen de las enzimas mas empleadas con el proposito

de incrementar los rendimientos productivos en las aves.
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Tabla 1. Principales enzimas exdgenas utilizadas en la alimentacién de las aves,
sustrato sobre el que actuan y sus efectos (Bedford, 2000).

Enzimas Sustrato Efecto
Xilanasas Arabinoxilanos
Glucanasas B -Glucanos Reduccion de la viscosidad de la digesta.
Pectinasas Pectina
Celulasas Celulosa Mejora la digestibilidad de la celulosa.
Proteasas Proteinas Mejora la degradacion de las proteinas
. s Mejora la degradacién de los
Amilasas Almidon ) g .
componentes amilaceos

. e Mejora el aprovechamiento del fésforo

Fitasas Acido fitico ) P

vegetal
Galactosidasas | a -galactdsidos | Eliminacion de los galactésidos

4.7. Actualidad en el uso de las enzimas en nutricion de aves.

El concepto de usar enzimas en los alimentos no es nuevo, su aplicacion de
forma comercial en la industria avicola, como una nueva clase de aditivos se
inicio a finales de los afios 80. Los paises pioneros en su aplicacion fueron los
escandinavos, Gran Bretafia, Canada y Espafia. Su uso exitoso se informa
después de 1992 (Brufau, 2014).

A inicio de los afios 1990, la aplicacién de enzimas microbianas se extendi6 al
uso de las fitasas. En principio se usaron para dar respuesta a una alta
preocupacion medioambiental por la presencia de fésforo en las excretas de los
animales y luego para demostrar la eficacia de varias fitasas para liberar, en
diferentes proporciones, el fosforo presente en el fitato de los ingredientes
vegetales. (Chot, 2006; Ravindran, 2010).

La primera aplicacién de las enzimas xilanasas y P—glucanasas tuvo como
propésito degradar los compuestos viscosos que afectaban el valor nutricional
de los granos de los cereales (avena, cebada, centeno, trigo, y triticale) como
son los polisacéaridos no amilaceos de la pared celular del endospermo (Bedford
y Partridge, 2010).

En las ultimas décadas se ha extendido el uso de las enzimas en la alimentacion
animal de forma tal que su mercado en el 2016 en Estados Unidos fue de 1 100
millones de doélares y se prevé que superara los 2 millones de dolares para el
afno 2024 (Global Marketinsights, Inc, 2017).



En la alimentacion de las especies monogastricas actualmente se emplean
varios ingredientes con diferentes estructuras quimicas, por lo que se
recomienda emplear una combinacion de enzimas. Estos cocteles enzimaticos
mostraron efectos superiores en el desarrollo de los animales al compararlos con
los que contienen solo una enzima (Dudley-Cash, 2014; Amerah et al., 2016).
La combinacion de enzimas que hidrolizan los PNA como xilanasas, B-D-
glucanasas, celulasas, mananasas y pectinasas aumenté el rendimiento de los
pollos. Estos resultados estan asociados a una mayor ingestion de alimentos y
conversion alimenticia que conllevé al incremento en la ganancia de peso (Nikan,
2017).

Por otra parte, el empleo de los aditivos enziméticos en la alimentacion animal
representa una opcion prometedora desde el punto de vista econdmico,
ambiental y de sostenibilidad (Asmare, 2014). Su uso ofrece nuevas
oportunidades en el mercado para cultivos como la canola, el girasol y el
algododn, al favorecer el aprovechamiento de las propiedades nutricionales de

estas fuentes alternativas (Souza et al., 2014).

4.8. Efecto de las enzimas en la salud animal.

Los aditivos enzimaticos inducen cambios en la microbiota intestinal que
repercuten beneficiosamente en la salud de los animales que los consumen.
Entre los principales efectos que provocan se encuentran; el incremento de los
nutrientes liberados del hospedero, la formacion de oligosacaridos fermentables
como resultado de la despolimerizacion de la fibra insoluble y la aceleracion de
la digestion que produce un rapido movimiento de los carbohidratos fermentables
y las proteinas (Bedford and Cowieson, 2012).

Upadhaya et al. (2016) comprobé que la adicion de enzimas a dietas basadas
en maiz y harina de soya para la alimentacion de cerdos en crecimiento, tuvo
efectos positivos. Se aprecio una reduccion del nimero de coliformes fecales y
una tendencia a disminuir la emision de NHs de las heces después de 24 h de
fermentacion.

Varios son los ejemplos que demuestran los efectos positivos de la
suplementaciéon de enzimas sobre los indicadores de la salud de los animales,

algunos de los cuales se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Efectos de la suplementacion de enzimas en la salud de los animales.

. Especie
Enzimas p Efecto Fuente
animal
Combinacién de productos Mejoré el bienestar
multienzimaticos con animal y redujo las (Dersjant, et
. . Pollos .
preparados microbianos lesiones en las al., 2015).
gue contienen Bacillus patas.
Mejora la digestion y | (Bedford,
- mananasa Aves . :
B la salud intestinal 2000).
Produccién de
Pollos de | oligosacaridos de (Yamabhai et
Mananasas
ceba manano con efecto | al., 2016)
prebidtico

4.9. Efecto de las enzimas en indicadores productivos de los animales.

La suplementacion con la enzima -mananasa en dietas de pollos provoco6 una
disminucién en la ingestidén de alimentos, lo cual debe estar asociada a la mejora
de la absorcion de nutrientes, el decrecimiento de la viscosidad de la digesta y
el incremento de la altura de las vellosidades en el duodeno. Este ultimo factor
indica que la absorcion de nutrientes se incrementé. También se comprob6 que
la adicion de esta enzima mejoré la ganancia de peso y la conversion alimentaria
(Imran et al., 2014).

Sun et al. (2015) empled un aditivo enzimatico con actividad xilanasa, glucanasa
y mananasa en la dieta de pollos y observé mejoras en la salud de pollos
desafiados con Clostridium perfringens. Adicionalmente se logré atenuar los
retardos en el crecimiento de los animales enfermos.

Algunos de los efectos positivos en los indicadores productivos de los animales

se pueden apreciar en la tabla 3.



Tabla 3. Efectos de la suplementacion de enzimas en los indicadores productivos
de los animales.

: Especie
Enzimas p Efecto Fuente
animal
Cerdos en | Mejora la digestion y el Kim et al.
B-mananasa . .
crecimiento | crecimiento (2017)
Incremento del crecimiento
B-mananasa . L Seo et al.
Novillas y de la eficiencia de la
. . (2016)
alimentacion.
Mezcla de enzimas . -
. . . Mejora el coeficiente de
fitasa, xilanasa, Gallinas iy Weng et
retencion del tracto del
celulasas, proteasas | ponedoras , al. (2012)
. extracto etéreo
y amilasas

4.10. Digestibilidad

La digestibilidad se define como la fraccién del alimento que se consume y no
aparece en las heces de los animales; por la tanto se absorbe en el tracto
gastrointestinal. Sirve como una medida para determinar la calidad de la dieta y
de las materias primas utilizadas en ella, la disponibilidad de los nutrientes que
las constituyen y la importancia que tienen estos en la salud de los animales.
Existen técnicas in vitro e in vivo que permiten determinar la digestibilidad de
carbohidratos, fibra y proteinas. Los ensayos in vivo en pollos son caros y
consumen mucho tiempo para realizarse (Osorio-Carmona et al., 2012;
Karunaratne et al., 2018).

En un estudio donde se emplearon distintos niveles de cascara de arroz en dietas
para pollos y se aplicaron diferentes productos comerciales que contenian
enzimas, se comprobd que al incrementar los niveles de este subproducto en la
dieta y en ausencia de la suplementacion enzimética produjo una disminucion de
la digestibilidad de los nutrientes, especialmente de la proteina y la fibra. En este
caso se emplearon modelos para determinar este parametro in vitro e in vivo
(Alabi et al., 2015).

La aplicacion de dosis entre 0-0,05 % de la enzima B-mananasa en dietas
preparadas a base de soya y maiz en pollos provocd una disminucion de la
proteina bruta en el contenido ileal a medida que se incremento la dosis de la

enzima empleada. Un comportamiento semejante se encontr0 en la energia
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bruta, lo cual refleja una utilizacion mas eficiente de la misma (Musini et al.,
2011).

La adicion de enzimas a dietas en las cuales los ingredientes se sometieron a
procesamiento térmico disminuyo en tres veces de la viscosidad de las mismas
al compararla con dietas sin procesar. El efecto de la adicion de enzimas sobre
la digestibilidad de la fibra fue de 1,5-6 veces mayor cuando se aplicé calor a la

dieta comparado con dietas sin procesar (Vriesa et al., 2011).






5. Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de un crudo enzimatico obtenido de Bacillus subtilis E44, sobre
la digestibilidad de la fibra de la dieta para pollitas de remplazo de ponedoras y

en sus indicadores productivos.

Objetivos especificos
v Evaluar in vitro e in vivo la digestibilidad de la fibra de la dieta para pollitas
de reemplazo de ponedoras tratada con el crudo enzimatico.
v' Determinar el efecto de la aplicacion del crudo enzimatico en los

indicadores productivos y de salud de pollitas de remplazo de ponedoras.



RESULTADOS ESPERADOS




6. Resultados esperados

v

ASIRNERNERN

Incremento de la digestibilidad de la fibra de la dieta de pollitas de remplazo
de ponedoras.

Incremento de los indicadores productivos de pollitas de remplazo de
ponedoras en un 5%.

Publicacion de un articulo cientifico en una revista de alto impacto.
Participacion en un evento cientifico nacional y uno internacional.

Formacion de dos estudiantes de pregrado y uno de posgrado.

Capacitacion de los trabajadores que laboran en las unidades productivas

donde se realizara la evaluacion del crudo enzimatico.
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METODOS ¥ PROCEDIMIENTOS.
CRONOGRAMA DE TRABAJO.




7. Métodos y procedimientos. Cronograma de trabajo.

El proyecto se desarrollara en cinco etapas:

Primera etapa: Familiarizacién con el tema del proyecto.

En esta etapa se identificaran los recursos humanos que formaran parte del
equipo que trabajara en la ejecucion del proyecto. En el mismo participaran
profesores del Centro de Estudios Biotecnoldgicos e investigadores del Instituto
de Ciencia Animal y estudiantes del grupo cientifico estudiantil de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias. Se estudiara la informacion disponible acerca de las
técnicas y procedimientos a emplear en el proyecto. Se realizara una revision
bibliogréfica sobre el empleo de las enzimas en la alimentacion avicola que

comprendera los siguientes aspectos:

. La produccion avicola en Cuba.

. Polisacaridos no amilaceos.

. Las enzimas en la nutricion de aves.

. Fuentes de obtencién de enzimas.

. Procesos fermentativos para la produccion de enzimas.

. Principales enzimas utilizadas en la avicultura.

. Actualidad en el uso de las enzimas en nutricién de aves.

. Efecto de las enzimas en la salud animal.

. Efecto de las enzimas en indicadores productivos de los animales.

. Digestibilidad.
Fecha de Ejecucion: enero del 2020 junio 2020.

Segunda etapa: Produccién del crudo enzimatico.

Esta etapa se realizara en el Laboratorio de Microbiologia y en el de Tecnologia
Enzimatica de la Universidad de Matanzas. Primeramente, se refrescara la cepa
de Bacillus subtilis E44 y se preparara el preindculo, el cual se incubara durante
toda la noche a 37 °C.

Preparacion del in6culo.

El preinéculo se inoculard en caldo nutriente y se incubara hasta obtener una
densidad Optica de 0,8 a 600 nm de longitud de onda. Posteriormente se
procedera a realizar la fermentacion en estado solido, con el empleo del bagazo

de cafla de azucar como sustrato; la humedad serda del 80 % con una



concentracion de inoculo del 20 %. Se empleara una solucion mineral con un pH
de 7,5.

La extraccion del crudo enzimético se realizara con agua destilada. Para
desarrollar este proceso los erlenmeyers con el contenido de la FES se colocaran
en una zaranda a 110 rpm durante 60 minutos. La solucion resultante se filtrara
a través de una gaza doble y se centrifugara a 10 000 rpm, durante 15 minutos
a4 °C.

Se cuantificaran las actividades enzimaticas de mananasas, xilanasas y
celulasas, segun el método descrito por Bailey et al. (1992). Se empleardn como
sustratos el galactomanano, el xilano de haya y la carboximetilcelulosa
respectivamente.

Fecha de Ejecucion: septiembre del 2020-febrero del 2021.

Tercera etapa: Evaluacion del efecto del crudo enzimatico en la
digestibilidad in vitro e in vivo de la dieta para pollitas de remplazo de
ponedora.

Digestibilidad fecal in vitro aparente de la fraccion fibrosa.

En esta etapa se empleara la metodologia descrita en el “Manual de técnicas
para los estudios de digestibilidad in vitro en aves, conejos y cerdos” elaborado
por el Instituto de Ciencia Animal. La dieta se debe moler hasta obtener un
tamafo de particula de 1 mm. Se pesaran 2 g de cada tratamiento en las bolsas
de muselina.

Los tratamientos experimentales consistiran en: Grupo control: dieta sin
adicionar el extracto enzimatico y Tratamiento: dieta tratada con 50 Ul.mL-1 de
actividad mananasa por gramo de dieta.

Para los estudios del uso del contenido fecal de cerdo se debe preparar una
disolucién tampdn con la que se elaboraran los in6culos. Esta debe tener un pH
entre 6,7 y 6,9, una temperatura de 38 a 39 °C y mantenerse bajo condiciones
de anaerobiosis con el uso de corrientes continuas de COs..

La disolucién tampoén estd compuesta por (NaHCOs, 42,50 g.L1; K2HPO4 17,65
g.L1; (NHa)2HPO4, 02,46 g.L%; NaCl, 04,99 g.L1; MgSO4 7H20, 02.46 g.L1).

Se pesaran 500 g de heces por cada dos litros de inéculo a preparar, se diluiran
con suficiente disoluciéon tampon y se filtraran en una muselina con una

porosidad entre 48 a 100 pym. Posteriormente se centrifugaran a 4 000 rpm
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durante 10 min. Se tomara el sobrenadante y se mantendra en anaerobiosis, se
completara con disolucion tampon segun el volumen calculado y se sometera a
una corriente de CO2 en bafo termostatado a 39 °C hasta lograr un pH de 6,9.
Para iniciar la fase fecal se adicionaran 100 mL a cada tubo de incubacion y se
colocaran de forma aleatoria en la incubadora a 39 °C durante 48 h. Transcurrido
el tiempo de incubacién se retiraran todas las bolsas de muselina y se lavaran
con agua destilada tres veces y posteriormente con etanol a 96°. Las bolsas se
colocaran en la estufa a 60 °C por 48 h. Posteriormente se determinara la MS
(materia seca) a partir de la metodologia descrita por la AOAC (1995) y la FDN
(fibra detergente neutra) segun (Goering y Van Soest, 1970).

Para determinar la digestibilidad se tendra en cuenta el célculo de la materia
seca del alimento y la materia residual.

Fecha de Ejecucion: de marzo 2021 - diciembre del 2021.

Digestibilidad fecal in vivo aparente de la fraccion fibrosa.

Se utilizaran 32 pollitas de remplazo de ponedoras. Se alojardn de manera
aleatoria en jaulas individuales para metabolismo de alambre galvanizado cuyas
dimensiones son de 40 x 40 x 40 cm.

Los tratamientos experimentales consistiran en: Grupo control: dieta sin la
adicion del extracto enzimatico y tratamiento: dieta con la adicion del crudo
enzimatico a una dosis de 50 Ul.mL-1 por gramo de dieta.

Durante 7 dias las aves se adaptaran a las jaulas y al consumo de las dietas. En
este periodo dispondran de alimento y agua a voluntad. Posteriormente, durante
cinco dias, se ofertard el alimento en dos raciones: mafiana y tarde. Se controlara
el rechazo para calcular el consumo de alimentos. Se recolectaran, ademas, las
heces de los animales. Una vez terminado el muestreo de los materiales
biolégicos se conformard una mezcla de las excretas que se conservara en
congelacion a -20°C hasta el momento en que se analizaran.

Las excretas se secaran en una estufa a 60°C y se moleran en un molino a
tamafio de particula de 1 mm, para determinar MS materia seca, FDN, Fibra
acida detergente (FDA), hemicelulosa y celulosa. La FDN y FDA se determinaran
segun (Goering y Van Soest, 1970) y la MS a partir de la metodologia descrita
por la AOAC (1995).

Para calcular la digestibilidad fecal aparente se tendra en cuanta el consumo de

alimentos y las excretas.



Fecha de Ejecucion: de enero 2022 - julio del 2022

Cuarta etapa: Evaluacion del efecto de la aplicacion del crudo enzimatico
en los indicadores productivos de pollitas de remplazo de ponedoras.

El experimento se desarrollara en una granja avicola de la provincia de
Matanzas. Se utilizaran pollitas de remplazo de ponedoras. Se empleara un
disefio completamente aleatorizado en el cual se usaran dos grupos: Dieta basal,
sin suplementacion enzimatica (grupo control) y dieta basal con la adicion del
extracto enzimatico. La composicion de la dieta sera la siguiente:

Tabla 4: Composicion de la dieta para pollitas de reemplazo de ponedoras.

Componentes de la dieta (%)
Maiz 56.00
Soya 14.15
Salvado de Trigo 26.00
Fosfato monocalcico 1.25
Carbonato de calcio 1.60
Sal comun 0.30
DL Metionina 0.17
Lisina 0.10
Colina 0.13

Premezcla vitaminas @ —minerales @ | 0.30
Aporte de nutrientes calculado

Proteina Bruta 14.55
Energia metabolizable (MJ-kg?) 2760
Fibra bruta 4.07
Fosforo disponible 0.41
Calcio 0.91

Se evaluara el efecto del crudo enzimatico en los indicadores productivos:
consumo de alimentos, peso vivo y ganancia media diaria, a las 6, 12 y 18
semanas de edad (Piad, 2001). También se evaluaran los indicadores de salud
mortalidad y viabilidad durante el desarrollo del experimento. La seleccion de las
aves se realizara basandose en el peso promedio de cada grupo de aves.

Para la determinacién del peso vivo y la ganancia media diaria, se pesaran
individualmente todas las aves en cada etapa.

Fecha de Ejecucion: de septiembre del 2022- julio del 2023.
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Quinta etapa: Analisis de los resultados de los experimentos.
Los resultados de los experimentos realizados se analizaran en la etapa de
septiembre del 2023-diciembre del 2023.



RECURSOS NECESARJOS




8. Recursos necesarios

Para la realizacién de este proyecto se llevé a cabo un levantamiento de todos
los recursos necesarios para producir el extracto enzimético de los que se
dispone en la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

El Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Matanzas posee la cepa de Bacillus subtilis E44 que se emplea
para obtener el crudo, la cual esta conservada a -30 °C en glicerol. El laboratorio
de Tecnologia Enzimatica dispone del equipamiento necesario para las
determinaciones bioquimicas que se realizan en la evaluacion de la actividad del
producto. (Tabla 5).

Tabla .5 Recursos disponibles para la preparacion del crudo enzimatico en el
Laboratorio.

Recursos disponibles UM Cantidad
Mechero U 1
Guantes U 50
Gabinete de flujo laminar U 1
Molino de martillos tipo Fritsch | U 1
Modelo GMbH

Estufa U 1
Zaranda U 1
Incubadora U 1
Autoclave U 1
Centrifuga U 1
Refrigerador U 1
Erlenmeyerde 2 L U 15
Volumétricos de 500 mL. U 15
Gasa m 10

En la tabla 6, se presentan los recursos humanos necesarios para llevar a cabo

el proyecto.



Tabla 6. Recursos humanos necesarios para la investigacion.

Nombres y apellidos Grado cientifico | Categoria docente
Aymara Valdivia Avila Dr.C PT

Madyu Matos Truijillo M.Sc. PT

Yasmary Rubio Fontanills - Pl

Yunel Pérez Herndndez M.Sc. PT

Loretta Brito Pérez Esp

Zoraya Rodriguez Dr.C -

LianetCarbot Solis - Est

PT: profesora titular, PA: profesora auxiliar, Pl: Profesor instructor, Esp:
especialista de apoyo a la docencia y la investigacién, Est: estudiante.

Los reactivos a emplear en la preparacion del crudo enzimatico son importados,
por tanto para la adquisicion de los mismos se incurre en un gasto en délares
(USD) de $ 817,00 (Tabla 7) segun el precio unitario que se informa en los sitios

Web: https://spanish.alibaba.com, https://mercadolibre.com.mx/ y

https://sigmaaldrich.com/.

Tabla 7. Costos totales de los reactivos a emplear en la preparacion del crudo
enzimatico.

Reactivos Unidades a | Costo unitario | Costo total
emplear (USD) (USD)
NaCl 1 frasco 1,72 1,72
KH2PO4 1 frasco 2,53 2,53
KoHPO4 1 frasco 1,07 1,07
MgSO4 1 frasco 1,80 1,8
Urea 1 frasco 74,24 74,24
Caldo nutriente 1 frasco (500q) | 98,69 98,69
Peptona 1 frasco 3,37 3,37
Extracto de levadura 1 frasco (100g) | 6,00 6,00
Galactomanano 1 frasco 354 354
Xilano de haya 1 frasco (100g) | 118,40 118,40
Carboximetilcelulosa 1frasco (1kg) 2,50 2,50
NaHCOs3 1 frasco, (1kg) | 80,50 80,50
(NH4)2HPO4 1 frasco(lkg) | 2,50 2,50
MgS04.7H.0 1 frasco (1kg) | 69 69
Totales 816,32 816,32



https://spanish.alibaba.com/
https://mercadolibre.com.mx/
https://sigmaaldrich.com/




9. Presupuesto

En el proyecto se estiman otros gastos en moneda nacional (MN) a partir de

informaciones referidas por la Direccion de Economia de la Universidad de

Matanzas que se muestran en la tabla 8.

Tabla 8: Gastos en moneda nacional estimados en el proyecto.

Partidas Afio 2019 | Afio 2020 | Ailo 2021 | Total
11- Materias  primas Y| 45000 | 40000 | 400,00 | 1200,00
materiales
30-  Combustibles y 200,00 | 400,00 | 600,00
lubricantes
Combustibles 200,00 400,00 600,00
80- Otros gastos 1 000,00 | 5 400,00 9 500,00 | 15 900,00
Viaticos 1 000,00 | 4 000,00 8 000,00 | 13 000,00
Otros servicios contratados 500,00 500,00 1 000,00
Otros gastos 900,00 1000,00 1 900,00
Total 1 400,00 | 6 000,00 | 10300,00 | 17 700,00

A partir de la aplicacion del crudo enzimético se lograra mejorar la digestibilidad

de la fibra de la dieta para las pollitas de reemplazo de ponedoras. El incremento

de este parametro dara lugar a un aumento paulatino de la ganancia media diaria

del peso y permitira que se alcance en un menor tiempo el peso vivo necesario

para pasar a la categoria de gallinas ponedoras. En este caso se estimé un

incremento de un 5 % en los indicadores a evaluar en el proyecto (Tabla 9).

Tabla 9. Estimacioén del incremento de los indicadores productivos de las pollitas
de remplazo después de la aplicacion del crudo enzimatico.

Indicadores Sin enzima Con enzima
Ganancia media diaria (g/ave/dia) 8,6 9,0
Peso vivo (g) 1180 1239




VALORACION DEL IMPACTO
ECONOMICO- MEDIOAMBIENTAL
DEL PROYECTO.




10. Valoracién del impacto econdmico- medioambiental del proyecto.

La ejecucién de este proyecto de investigacion permitira que el pais disponga de
un nuevo aditivo nutricional para emplearse en la avicultura. La aplicacion de
este producto mejorara la digestibilidad de las dietas utilizadas en pollitas de
remplazo, lo cual repercutira en el incremento de los indicadores productivos de
esta categoria y en la obtencién de mayores producciones de huevos en las
ponedoras.

Con la utilizacion de este aditivo también se podran emplear subproductos de la
agroindustria y otras materias primas los cuales tienen un costo menor que las
que tradicionalmente se utilizan en la alimentacién avicola. Ademas se
contribuird al aprovechamiento de productos de desecho que en muchas
ocasiones se convierten en contaminantes del medio ambiente.

Las metodologias de obtencion y aplicacion del crudo enzimatico que se deriven
de este trabajo de investigacion podran utilizarse en la instruccién y capacitacion
de los trabajadores que laboran en el sector avicola, lo que tributard a
incrementar su preparacion en esta tematica. Las publicaciones y participaciones
en eventos cientificos que realicen los investigadores del proyecto permitiran

difundir los resultados cientificos obtenidos en la provincia y la Universidad.
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Anexos



Anexo 1. Registros para calcular los indicadores productivos

Registro de Consumo de Alimento Diario
Tratamiento:

Fecha:

No ANIMALES | OFRECIDO (g.) | RESIDUO (g.) | CONSUMO
REAL (g.)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
TOTAL
PROMEDIO

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 2. Registro de Incremento de peso semanal

Tratamiento:



Fecha:

No ANIMALES PESO INICIAL
9.

PESO FINAL
9.)

INCREMENTO
PESO (g.)

O O N| O g &l W N|

10

TOTAL

PROMEDIO

Fuente: Elaboracion propia.
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