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HACIA UNA NUTRICION DE PRECISION EN AVICULTURA: EVOLUCION DE
LAS PERDIDAS DE AMINOACIDOS EN EL CUERPO DE POLLOS DE ENGORDE
ALIMENTADOS CON UNA DIETA LIBRE DE NITROGENO

RESUMEN

En el camino hacia la intensificacion sostenible en ganaderia, la nutricidon de precision
debe asegurar una dieta lo mas ajustada a las necesidades de los animales. Todo alimento que
no sea aprovechado por el animal se elimina, produciendo pérdidas econdmicas y
medioambientales. La proteina es uno de los nutrientes con mayor coste de la dieta y de los que
causa mayores problemas en el medio ambiente.

El objetivo de este trabajo es conocer la evolucidn de las pérdidas de aminodcidos en el
cuerpo de pollos de engorde alimentados con una dieta libre de nitrégeno (N-free). Esta
informacidn es necesaria para determinar el momento adecuado para eutanasiar a los animales
para determinar de forma precisa las necesidades netas de aminoacidos para mantenimiento.
Definir con exactitud estas necesidades contribuird a ampliar la informacidn necesaria para
disefiar una proteina 100% digestible y aprovechable para pollos de engorde. Este estudio se
llevé acabo en el Centro de Investigacion de Ciencia y Tecnologia Animal (CITA) ubicado EN
Segorbe (Castelldn) y la Universitat Politécnica de Valéncia (UPV).

Se utilizaron 25 pollos alimentados desde el primer dia con un pienso comercial, durante
10 dias. Transcurrido ese tiempo se realizé el pesaje e inicio de |la dieta N-free ad libitum durante
7 dias. Los dias 0, 2, 4 y 7, se pesaron y sacrificaron 5 pollos cada dia. Se determiné la materia
seca, proteina bruta y aminodcidos en el cuerpo entero de cada animal, para el calculo de las
pérdidas de aminoacidos en el cuerpo cuando el animal recibe una dieta adecuada en energia.
Los andlisis determinaron que la dieta N-free provoca una disminucion de la ingestidon en
comparacion a la realizada por un pollo de esta estirpe de forma habitual. Adema3s, se confirma
que los aminoacidos limitantes en esta especie son la metionina, lisina, treonina, valina e
isoleucina. Se pudo definir un punto de partida para la determinacion de las necesidades netas
de aminoacidos en la fase de mantenimiento, tras dos dias de adaptacién, entre el dia 2 y 4
después de estar alimentados con una dieta N-free.
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TOWARDS PRECISION POULTRY FEEDING: AMINO ACID LOSSES IN THE
BODY OF BROILER CHICKEN FED A NITROGEN-FREE DIET

ABSTRACT

On the way to sustainable intensification in livestock farming, precision nutrition must
ensure a diet that best suits the needs of the animals. Nutrients not used by the animal are
eliminated, producing economic and environmental losses. Protein is one of the costliest
nutrients in diets and is responsible for environmental problems.

The objective of this work was to study the evolution of amino acid losses in the body of
broilers fed a nitrogen-free diet (N-free). This information is necessary to determine the
appropriate time to euthanize the animals to accurately determine the net amino acid
requirements for maintenance. Accurately defining these needs will help to expand the
information needed to design a 100% digestible and usable protein for broilers. This study was
carried out at the Animal Science and Technology Research Center (CITA) located in Segorbe
(Castelldn) and the Polytechnic University of Valencia (UPV).

For this experiment, a total of 25 chickens were used. These animals were fed a
commercial diet for the first ten days after hatching. On day 10 the animals were weighed and
then started the N-free ad libitum diet for 7 days. On days 0, 2, 4 and 7, 5 chickens were weighed
and slaughtered. The dry matter, crude protein and amino acids in the entire body of each
animal were determined to calculate the losses of amino acids in the body when the animal
receives a diet with an adequate energy level. The chemical analysis determined that the N-free
diet causes a decrease in ingestion compared to a chicken from the same breed fed with a
commercial diet. Furthermore, it was corroborated that the limiting amino acids in this species
are methionine, lysine, threonine, valine and isoleucine. Moreover, it was possible to define a
starting point for the determination of net needs of amino acids in the maintenance phase, after
two days of adaptation, between day 2 and 4 after being fed an N-free diet.
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Introduccidn

1. INTRODUCCION

En la actualidad, la producciéon de carne de pollo supone una de las industrias ganaderas
mas importantes con un total de 118 millones de toneladas (t) de carne en el afio 2019,
siguiendo en alza afo tras afno, debido al aumento de su consumo (FAOSTAT, 2021a). Europa
representa un 16,51 % de la produccidn detras de América y Asia que representan el 77 %. Como
principal productor se situa Estados unidos (EEUU), aunque Brasil lidera el mercado mundial,
debido a que destina la mayor parte de la produccidon a la exportacién (FAOSTAT, 20213;
MAPAMA, 2021). A nivel europeo, El Reino Unido encabeza la produccién de carne avicola con
1,72 millones de t, siendo Espaiia el segundo pais productor en Europa con 1,41 millones de t.
En la peninsula se concentra la mayoria de la produccidn en Galicia (13,1 %), Andalucia (15,8 %),
la Comunidad Valenciana (16,9 %) y Catalufia (28,7 %; FAOSTAT, 2021b; MAPAMA, 2021).

La alimentacion en las aves supone el 70 % del coste total de la produccién, y ademas se
trata de un area que interactla directamente con los principales retos a los que se enfrenta la
produccidn avicola del presente y del futuro (maximizar la eficiencia y rentabilidad, garantizar el
bienestar, produccién de calidad, seguridad alimentaria y respetar el medio ambiente). Las
exigencias actuales estan llevando a la ganaderia a una intensificacion con responsabilidad
ambiental e innovacién de la sostenibilidad dado que todo alimento que no sea aprovechado
por el animal se elimina, produciendo pérdidas econémicas y medioambientales (SELECCIONES
AVICOLAS, 2017). Una prueba de ello, es que las aves de corral para su mantenimiento
(digestidon, metabolismo y equilibrio corporal) y crecimiento (deposicién de proteina en el
musculo), usan el 35 % del nitrégeno (N) ingerido, el 15 y 50 % restante, lo excretan en las heces
y orina, respectivamente (Ferket et al., 2002).

La eficiencia alimentaria es clave para maximizar la eficiencia del sistema, asi como los
resultados productivos. Los rendimientos productivos dependen en gran medida de los
ingredientes de la racién, del valor nutritivo y de su correspondiente digestibilidad (Ravindran,
2013). Una alimentacién de alta calidad con conocimiento exacto de la formulacién de la dieta,
que se encargue de las funciones productivas y de mantenimiento, asegura la produccion (Kidd
y Tillman, 2016). En este contexto, el desarrollo de una nutricién de precision es fundamental
para el animal, a través del uso eficaz de los recursos alimenticios para maximizar su respuesta,
mediante una dieta diaria beneficiosa y especifica para la fase en la que se encuentre el pollo de
engorde (Paulino, 2017; Sleman et al., 2015).

La proteina es uno de los componentes principales de una dieta. Por ejemplo, en la fase
de iniciacidn de pollos de engorde, la proteina representa un 20 % de la dieta. Por lo tanto, uno
de los ingredientes mas costosos de ésta (ALLTECH, 2019; Santoma y Mateos, 2018). Los pollos
de engorde se benefician de las proteinas y los aminodacidos que la conforman. Un déficit de uno
0 mas aminodcidos en el pollito, provocara una depresion en el crecimiento dando lugar a una
mala conversidn del alimento (Sleman et al.,, 2015; Khan, 2015), y la perdida del resto de
aminodcidos. Por otra parte, la proteina no digerida puede contribuir a la aparicién de
problemas de salud digestiva, sobre todo si es potencialmente fermentable en el tracto
digestivo, aumentando las posibilidades de formacién de compuestos perjudiciales como es el
amoniaco, el escatol, los indoles o poliaminas (Apajalahti y Vienola, 2016), y al desarrollo de
microorganismos patdgenos.

Es por ello por lo que se emplea el concepto de proteina ideal, ya nombrado en 1997 por
Emmert y Baker, definido como el balance adecuado de aminodcidos en el alimento, cuyo
objetivo es satisfacer las necesidades de mantenimiento y proteina del animal, reduciendo al
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mismo tiempo la excrecion de nitrégeno al medio ambiente y el uso de proteina como fuente
de energia. La proteina ideal puede usarse en la formulacién, pero no siempre se contempla
paralelamente la cantidad de funciones en la que participan los aminodacidos, ya sea en relacion
con otros nutrientes de la racidn o en la propia fisiologia del animal. Segun el estado higiénico-
sanitario y fisioldgico entre otras variantes del animal, varia la fraccion de proteina ideal
(Santoma y Mateos, 2018). Frente a un problema, existe un balance entre la fase critica y los
aminodacidos que actuan en esta situacion. Al necesitarse en mayor cantidad por ese problema
adverso se debe degradar una cantidad considerable de proteina muscular para cubrir las
necesidades de aminodcidos de la fase en la que se encuentra el animal, ya sea por falta de
alimento o agua, cambios extremos de temperatura, entre otros (Belloir et al., 2015). La
formulacion de las materias primas en relaciéon con los aminoacidos que contiene, ligado al
conocimiento de la digestibilidad de éstos, son eslabones importantes para la fabricacién de
dietas mds precisas que consigan que se avance en el metabolismo y la nutriciéon de los pollos
de engorde (Baker, 2009; Kidd y Tillman, 2016).

Los ultimos estudios muestran que los aminodacidos actian en varias vias metabdlicas
como reguladores. Estos participan en las acciones de los tejidos esplacnicos, siendo estos
tejidos los primeros que se exponen a la absorcidon de un nuevo nutriente y se encargan de su
distribucién. También participan con los musculos esqueléticos, estimulando la sintesis proteica
e inhibiendo la protedlisis, para la induccion de la ganancia de proteina. Los niveles de
aminodacidos influyen en la grasa abdominal y el rendimiento de la pechuga. La disminucién del
almacenamiento de glucégeno se encuentra relacionada con la hipertrofia del musculo. Un
equilibrio o desequilibrio de estos nutrientes puede ejercer accidn sobre el almacenamiento de
éste y también sobre el pH final de la pechuga (Belloir et al., 2015). Al realizar el suministro
adecuado de aminodcidos en la racién no se limita la sintesis de proteinas y, por tanto, se
mejoran los rendimientos de indices de conversion (IC) y se reduce el coste en la alimentacion
(Zeitz, 2018).

El suministro insuficiente de los aminoacidos provoca una reduccion de la sintesis de
proteina. Para un uso correcto de los mismos, es necesario el conocimiento de las diferentes
funciones que realiza en el animal (Campos et al.,2008). Por ejemplo, la metionina es necesaria
para todas las reacciones de metilacion como la de las histonas implicadas en la regulacién
epigenética o metilacion del ADN, ya que se trata de una fuente de grupos metilo (Belloir et al.,
2015). Ademas, participa en la sintesis de proteinas, y se encuentra en musculos, érganos y
plumas en conjunto con la cisteina. Una deficiencia de metionina aumenta las proporciones de
grasa abdominal y reduce el funcionamiento inmunitario y el rendimiento del crecimiento (Elahi
et al., 2020). La lisina es esencial en el pollo de engorde, su déficit es responsable de una
reduccion del musculo de la pechuga. También se demostrd que un aumento de su proporcién
en laracion aumenta el pH final en el almacenamiento y reduce la pérdida por goteo del musculo
de la pechuga. Este aminoacido suele utilizarse de forma frecuente de referencia y el resto de
los aminoacidos son representados a partir del mismo. Se sabe también que las necesidades de
lisina dependen del sexo, siendo éstas un 10 % mas para el macho (Baker, 2009). La mucina, que
se encarga de proteger la mucosa digestiva, es una capa muy rica en treonina, (Chen et al., 2017).
La glicina es el cuarto aminodacido limitante, tras la metionina, lisina y treonina. Esta es
importante para la sintesis de acido Urico, para la excrecidn de residuos nitrogenados, formacion
de hematies y en conjunto con la serina se encuentran en casi todas las proteinas del cuerpo
como el colageno, la elastina o la queratina (Elahi et al., 2020). La glutationa y la taurina, que
son necesarias en la defensa frente a un estrés oxidativo, requieren de la cisteina para su sintesis
(Chenetal., 2017).
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En relacion con todas las funciones en las que participan los aminoacidos, el concepto
de digestibilidad de este nutriente en el pollo de engorde va a ser determinante. La formulacién
de los piensos seria mds correcta si se basard en contemplar los aminodcidos digestibles o utiles
para el mantenimiento y la produccion, en lugar de los aminoacidos disponibles (Ravindran et
al., 2017). A esto se le debe sumar el conocimiento de las caracteristicas nutricionales de las
materias primas, haciendo especial atencién a los aportes de aminodcidos esenciales digeribles
(lisina, metionina, cisteina, treonina, valina, isoleucina, leucina, triptdfano, arginina, fenilalanina,
tirosina e histidina; Belloir et al., 2015). Sin embargo, el conocimiento de la digestibilidad de los
aminoacidos se realiza mediante un analisis de la digestibilidad ileal (aparente o estandarizada),
y este protocolo no esta actualmente estandarizado, dando lugar variaciones en los resultados
de diferentes investigaciones por diferencias en la estirpe, el sexo, el caracter de seleccién de la
linea, entre otros (Ravindran et al., 2017).

Con las pérdidas de nitrogeno se puede tener conocimiento de los requerimientos de
aminodcidos para la etapa de mantenimiento (descritos como la cantidad necesaria de
aminoacidos para el equilibrio del peso corporal) ya que, estas pérdidas se van produciendo
siempre que el animal se esté alimentando (Mc Donald, 2011). Es posible conseguir de manera
general las necesidades para cada aminoacido digerible, calculandolo a partir de las retenciones
netas de aminodcidos, la utilizacion de los aminodacidos absorbidos y las necesidades en
mantenimiento (Lemme et al., 2003). Con todo esto aumentaria la eficacia de la utilizacién de
los aminoacidos en las raciones de pienso (Sakomura et al., 2015). Asi, muchos autores (Edwards
et al., 1997; Lemme et al., 2004; Liu y Selle, 2017), utilizando el concepto de proteina ideal, han
estudiado el ajuste de cada uno de los aminodcidos suministrados y cdmo son absorbidos a nivel
ileal para maximizar el crecimiento y reducir la excrecién de nitrégeno al medio ambiente.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO

A lo largo de la introduccién se ha visto la importancia y los esfuerzos que se han hecho
en definir el concepto de proteina ideal para maximizar el crecimiento de los pollos y reducir la
excrecion de N al medio ambiente. La mayoria de estos esfuerzos se ha dirigido a ir definiendo
las necesidades de cada aminodcido, uno a uno, a nivel de aminodcido digestible ileal (aparente
o estandarizado). Sin embargo, esta determinacidn es incompleta y debido a las interacciones
entre el metabolismo y utilizacién de los diferentes aminoacidos hacen complicada esta labor.

Es por ello, que seria importante disponer de las necesidades netas de cada uno de estos
aminodacidos a la hora de formular dichas dietas ideales. Se han realizado ya algunos avances en
la definicién de las necesidades de crecimiento, a partir de las retenciones de estos en los
animales. Sin embargo, la informacién sobre las necesidades de mantenimiento para cada uno
de los aminoacidos en pollos es limitada, debido a la dificultad en su determinacion.

El objetivo principal de este trabajo es conocer la evolucién de las pérdidas de
aminoacidos en el cuerpo de pollitos de engorde de primera fase (0-14 dias) alimentados con
una dieta libre de nitrégeno (N-free).

Esta informacidn es necesaria para determinar el momento adecuado de eutanasia de
los animales, que nos permita determinar las necesidades netas de aminodcidos para
mantenimiento. Definir con exactitud estas necesidades contribuird a ampliar la informacién
necesaria y disefiar dietas mucho mas eficaces para pollos de engorde, a la vez que se
minimizaria la excrecidn de nitrégeno al medio ambiente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL ESTUDIO

El experimento fue llevado a cabo en la sala 4 de la unidad de cebo aviar del Centro de
Investigacion y Tecnologia Animal (CITA) del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias
(IVIA), situado en el Poligono Industrial La Esperanza, 100, 12400 Segorbe, Castellon (Espaia).

3.2. ANIMALES

Se utilizaron 20 pollos macho de la estirpe Ross 308 de 1 dia de vida. Caracterizado por
ser un pollo de rapido crecimiento, indice de conversién (IC) eficiente y buen rendimiento de la
canal (AVIAGEN, 2017).

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

A su llegada, las aves se dividieron en 4 corrales (5 animales/corral), provistos de
bebederos de tetina con recogida de pérdidas, tolvas circulares para el suministro del alimento
con una relacién de iluminacion de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

La prueba tuvo una duracién de 17 dias. Primeramente, se les suministré a los animales
una dieta comercial durante los 10 primeros dias. La dieta comercial usada fue acorde a la etapa
de los pollitos (Pienso Camperbroiler Iniciacidon, Nanta), segin las recomendaciones descritas
por Santomd y Mateos (2018) en las normas FEDNA. A partir del dia 10, se administré una dieta
libre de nitrégeno (N-free), hasta el dia 17.

Con el objetivo de determinar, cdmo afectaba la incorporacion de la dieta N-free sobre
la movilizacién de los aminoacidos corporales, y definir el protocolo para la determinacién de
sus necesidades de mantenimiento, se realizd un sacrificio comparativo por tandas a los 0 (10
dias) utilizado como referencia, 2 (12 dias), 4 (14 dias) y 7 (17 dias) dias después la
administracién de la dieta N-free. Cada dia de sacrificio se muestrearon 5 animales.

Los animales se pesaron a su llegada y antes del sacrificio en los diferentes dias en el que
se valor¢ el efecto de la dieta N-free.

El suministro de la dieta N-free se realizdé ad libitum. Previo al sacrificio, se realizé un
ayuno de 16 horas para la limpieza del tracto digestivo y un pesaje de control minutos antes. El
sacrificio de cada pollo se realizé con una sobredosis de Tiopental sédico intracardiaco (75 mg/kg
de peso vivo), provocando la muerte instantanea del animal. Después de la muerte, los animales
se congelaron a -20 °C hasta su procesado (Tabla 1).

Los animales congelados se cortaron en secciones con una sierra vertical, se trituraron
con un cutter, y tras su homogenizacion, se guardaron muestras en placas Petri. Estas placas se
liofilizaron previamente a la molienda fina y seca de la muestra, lista para su uso en los anélisis
de laboratorio.
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Tabla 1. Calendario de la prueba experimental

Fecha Dia Tareas
21/06/19 1 e Recepcion, peso de los pollitos en grupo,
ubicacion en el corral, suministro de
dieta comercial y control consumo de
pienso.
30/06/19 9 e Ayuno16h
01/07/19 10 e Cambio a la dieta N-free ad libitum
e Pesaje individual
e Identificacion ala
e Sacrificio del grupo dia 0
02/07/19 11 e Ayuno16h
03/07/19 12 e Suministro de N-free ad libitum
e Control del consumo de pienso
o Identificacion del ala
e Pesaje y sacrificio en el dia 2
04/07/19 13 e Ayuno16h
05/07/19 14 e Suministro de N-free ad libitum
e Control del consumo de pienso
o |dentificacion del ala
e Pesaje y sacrificio en el dia 4
07/07/19 16 e Ayuno16h
08/07/19 17 e Pesaje y sacrificio en el dia 7

3.4. DIETA N-FREE

La dieta N-free se disefié en relacion con la descrita por Adedokun et al. (2011),
fabricando la cantidad necesaria para 20 animales durante 7 dias de consumo. Los ingredientes
y la composicidn de nutrientes de la dieta se muestran en la Tabla 2. La dieta se disefi¢ para
cubrir las necesidades de energia y del resto de nutrientes para pollitos de esa edad, excepto las
de proteina. La dieta se fabricd en la Planta Piloto de Fabricacion de Piensos de la UPV en harina.

La composicién quimica tedrica en fresco de esta dieta fue: 20 % de almiddn, 64 % de
azucares, 5 % de fibra total dietaria, 5,5 % de extracto etéreo y un 5,5 % de cenizas. Estos
componentes analiticos no se analizaron ya que, al tratarse de una dieta sintética a partir de
nutrientes puros (Tabla 2), tiene estos componentes con ausencia absoluta de proteina y

nitrégeno.
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Tabla 2. Composicion de la dieta experimental libre de nitrégeno*

Ingredientes %
Almiddn purificado 20,05
Dextrosa 64
Arbocel 5,0
Aceite de soja 5,5
Fosfato monocdlcico 1,9
Carbonato calcico 1,3
Bicarbonato de sodio 0,75
Cloruro de sodio 0,29
Carbonato de potasio 0,26
Oxido de magnesio 0,20
Cloruro de colina 0,25
Corrector vitaminico-mineral* 0,50

1Premix vita-oligo sin fitasa (Super V-520 Trouw Nutrition) por kg de premix: Calcio: g/kg 162,47; E5 Manganeso (6xido manganoso):
mg/kg 16000,00; E6 Zinc (oxido de zinc): mg/kg 10360,00; E4 Cobre (sulfato cuprico pentahidratado): mg/kg 1250,00; E2 Yodo
(yoduro de potasio): mg/kg 300,00; E8 Selenio (selenito de sodio): mg/kg 25,00; E1 Hierro (carbonato ferroso): mg/kg 4000,00; E672
Vitamina A: Ul/kg 1200000,00; E671 Vitamina D3 : Ul/kg 240000,00; 3a700 Vitamina E/acetato de todo-rac-alfa-tocoferilo: Ul/kg
1200,00; Vitamina K: mg/kg 320,00; Vitamina B2: mg/kg 880,00; 3a831 Vitamina B6/clorhidrato de piridoxina: mg/kg 300,00;
Vitamina B12: mcg/kg 2000,00; 3a315 Niacinamida: mg/kg 4000,00; Pantotenato calcico: mg/kg 1345,00; Acido pantoténico: mg/kg
1237,40; 30316 Acido Félico: mg/kg 80,00; 3a890 Cloruro de colina: mg/kg 47500,00; Betaina: mg/kg 10830,00; E562 Sepiolita: g/kg
319,15; E320 Butilhidroxianisol (BHA): mg/kg 100,00; E321 Butilhidroxitolueno (BHT): mg/kg 1100,00; E324 Etoxiquina: mg/kg
160,00; Materia seca: g/kg 960,55.

Como suplemento para los pollos, se les suministrd disuelto en el agua vitamina AD3E
liguida, a una relacion de 1 mL por cada 15 L, manteniéndolo durante los 17 dias del
experimento. El pH del agua se mantuvo entre 6,5 — 7, y por tanto se utilizé acido clorhidrico
para ajustar este parametro.

3.5. ANALISIS QUIMICOS

Se realizaron los siguientes analisis con las muestras de carne liofilizada y
homogeneizada de cada animal.

3.5.1. Determinacion de materia seca (MS)

En este andlisis se tomd 2 g de muestra, siguiendo el método 934.01 de la Association of
Official Chemists (AOAC, 2000).

3.5.2. Determinacion de proteina bruta (PB)

Se tomd en este analisis 0,5 g de muestra por cada animal, utilizando el método 976.05
de la la Association of Official Chemists (AOAC, 2000).

3.5.3. Determinacion de aminodcidos totales y azufrados

Se utilizd para este analisis el método “Aminoacids of food analisis by HPLC “descrito por
Kivi (2000).

Se comenzd preparando las muestras para su evaluacién con una hidrdlisis acida con HCl
6N durante 23 h a una temperatura de 110 °C siguiendo el protocolo que realizd Bosch et al.
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(2006). Los aminodacidos son derivatizados con AQC (6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato) y separados con una columna C-18 de fase inversa (modelo AcQ Tag de Waters, 150
mm x 3.9 mm). Se empled un cromatégrafo liquido de alta resolucién (Waters, USA) para realizar
la separacidon de los distintos aminoacidos y se usa como patrdn interno tras la hidrélisis el acido
alfa-amino-butirico, para la cuantificacién de los aminodcidos tras dicha separacion. La
identificacion se realizd por comparacion de los tiempos de retencién con los de un patréon H de
aminodcidos de Pierce (Thermo Fisher Scientific Inc. IL, USA).

La metionina y la cisteina se clasifican como aminoacidos azufrados y deben
determinarse por separado del resto como metinonina sulfona y acido cistéico respectivamente.
Para ello se realizd una oxidacidn con acido perfédrmico y posterior hidrdlisis con HCI 6N.

Para ambos anadlisis de aminodcidos se pesa la cantidad de muestra correspondiente a
25 mg de PB, lo que supone un total de 45 mg por muestra. Los resultados del analisis fueron
corregidos con los valores de materia seca determinados en un inicio.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de peso vivo de los pollitos a lo largo del experimento fueron analizados segun
un modelo de medidas repetidas a través de un procedimiento mixed en SAS (SAS version 9.1.,
SAS institut Inc., cary, North Carolina, USA). El modelo incluyé como efecto fijo el dia de
introduccion de la dieta N-free (0, 2, 4 y 7) y como efecto aleatorio el individuo, considerando la
falta de homocedasticidad de los datos. Se realizd un test de comparacién de medias mediante
el ajuste de Bonferroni.

Los requerimientos de proteina y aminodcidos se calcularon como la diferencia entre el
contenido en proteina del cuerpo vacio de un determinado dia (2, 4 6 7), respecto al contenido
de este nutriente del dia de referencia (0, 2 6 4) por el nimero de dias. De esta forma se obtuvo
los requerimientos diarios para los dias 2, 4 y 7 respecto al dia 0, para los dias 4 y 7, respecto al
dia 2 y para el dia 7, respecto al dia 4. Para analizar estos datos de requerimientos diarios de
proteina y aminodcidos se utilizé un modelo GML de SAS, incluyendo el momento de calculo (0-
2,0-4,0-7, 2-4, 2-7 y 4-7) como el Unico efecto fijo. También se hizo un test de comparacion de
medias utilizando el test de Bonferroni.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. COMPORTAMIENTO DE LOS POLLOS DE ENGORDE DURANTE EL
SUMINISTRO DE LA DIETA N-FREE

El comportamiento de los pollos de engorde a lo largo de la prueba se puede observar
en la Figura 1, representando tanto el consumo de alimento medio como los pesos vivos de los
animales los dias 0, 2, 4 y 7 después de la administracién de la dieta N-free. En la Figura 1 se
observa como los animales aumentaron la ingesta de la dieta N-free gradualmente de 3 a 16
g/d. Se conoce que los pollos de raza Ross 308 con esta edad tienen una ingestion de 59, 71y
89 g/d, respectivamente (AVIAGEN, 2017).

Por lo tanto, los consumos con la dieta N-free fueron bajos y la introduccién de esta dieta
precisé de un periodo de adaptacién intentando alcanzar unos consumos estables. Esta
situacién es habitual cuando se utilizan dietas sintéticas, y el objetivo principal es que dicha
ingestion permita al menos un funcionamiento minimo del tracto digestivo (a diferencia de
métodos basados en el ayuno), para tener en cuenta en la determinacion de las necesidades de
mantenimiento las pérdidas enddgenas por digestion. Seria recomendable testar otras formulas
en un futuro que mejoren esta situacién, por ejemplo, utilizando otra fuente de fibra,
aumentando la proporcién de almiddn vy, a pesar de su dificultad, tratando de granular dicho
pienso (al menos hasta obtener migajas).
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Figura 1. Efecto de la dieta N-free durante los dias 0, 2, 4 'y 7 en ingesta de alimento
(g/dia) y peso corporal (g), en pollos de engorde de 10 dias de vida. (Las columnas
muestran la ingesta de alimento por dia y los puntos muestran la media de peso del
cuerpo entero en los dias de pesaje/sacrificio. Diferentes letras muestran diferencias
significativas (P<0.05; Peso, n=5)
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Ademas, la Figura 1 muestra la evolucidn del peso medio de los pollos a lo largo de los 7
dias de la prueba, viendo que existieron diferencias significativas entre el dia 7 (196,56 g) con el
resto. Resultd que conforme iban pasando los dias, la ingesta de pienso era superior, pero el
peso del pollo disminuia. Como hipétesis, esto podria estar indicando la existencia de un periodo
de adaptacién en el intervalo de dias entre 0y 2 de la introduccidn de la dieta N-free, donde los
pollitos aun tendrian acceso a restos del pienso previo en suelo, y que el efecto sobre la bajada
de peso se observe a partir de dicho momento, pudiendo coincidir con una movilizacién de
proteina en los dias 5, 6 y 7. Con esto se podria definir el intervalo de 2 a 4-5 dias tras el
suministro de la dieta N-free, el momento para la medicidn de los requerimientos de
mantenimiento de los pollos, ya que en principio estos aminoacidos no estarian directamente
relacionados con el peso corporal, sino con funciones mas basicas. Lo ideal seria determinar las
necesidades de mantenimiento en un periodo donde no se esté produciendo grandes
movilizaciones de proteina corporal como fuente de aminoacidos, e incluso de energia (debido
al escaso consumo). Una modificacidon de la energia y proteina de la dieta puede afectar a la
composicion corporal, modificando su contenido en los tejidos (Wecke et al., 2018), y
probablemente ocurriria lo mismo con los aminoacidos.

3.2. PERDIDAS DE PROTEINA Y AMINOACIDOS EN EL CUERPO ENTERO

Una vez analizada la ingesta del alimento y la evolucién del peso vivo pollo con la dieta
N-free, se calcularon las pérdidas de proteina y aminodcidos en el cuerpo entero de los pollos,
equivalente a los requerimientos diarios de proteina y aminodcidos en tres periodos distintos:
desde el dia 0 al 7 (periodo 1), desde el dia 2 al 7 (periodo 2) y desde el dia 4 al 7 (periodo 3).
Cada periodo tuvo uno o varios intervalos de dias y un dia de referencia distinto. Se definié para
el periodo 1, los intervalos del dia0a2,0a4y0a7 (tomando como referencia el dia 0), para el
periodo 2 los intervalos del dia2 a 4 y 2 a 7 (tomando como referencia el dia 2) y por ultimo el
periodo 3 comprendié el intervalo del dia 4 a 7 (tomando como referencia el dia 4).

En este estudio se considerd la siguiente hipdtesis para decidir el periodo de eleccién
para la determinacidn de las necesidades netas de mantenimiento de proteina y de los
aminodcidos. Cuando se suministra una dieta N-free, los aminoacidos del cuerpo son utilizados
durante los primeros dias para mantener dichas necesidades de mantenimiento inalteradas. Sin
embargo, si esta situacion se mantiene en el tiempo, el animal podria desarrollar cambios
adaptativos reduciendo ciertas actividades vitales ante esta situacion. Por ello, se considerd
como potenciales candidatos aquellos periodos en los que los que se maximice la movilizacion
de proteina y aminoacidos en el corto periodo de tiempo de esta prueba.

Los resultados obtenidos para las necesidades netas diarias de proteina (calculada como
la diferencia del contenido en proteina dividida por los dias del intervalo) fueron variables en
funcién del intervalo y dia de referencia utilizado (Figura 2). Cuando tomamos como referencia
el dia O (periodo 1), del dia 0 al 2 se observd el pico de mayores necesidades netas de proteina
del periodo 1 (0,85 g/dia) comparado con los otros dos intervalos (0-4 y 0-7). Sin embargo,
cuando tomamos de referencia el dia 2 o el dia 4 (periodos 2 y 3), las necesidades netas de
proteina fueron similares, con el valor mas alto de 1,37 g/dia para el intervalo (2-4), sin encontrar
diferencias significativas entre el resto de dias. Estos resultados nos indican que una vez
superado el periodo de adaptacion a la dieta N-free, los resultados de pérdidas de proteina son
mas homogéneos, pudiendo ser candidatos para el control de las necesidades de
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mantenimiento de proteina, la variacidn de la proteina retenida durante un periodo de 2-3 dias
tras dos dias de adaptacion a la dieta N-free.

La lisina como se ha comentado anteriormente es el aminoacido de referencia en la
mayoria de las raciones, por eso se traté de forma individualizada, asi como, con la relacién de
la misma con los otros aminoacidos. Ya se observd que una buena biodisponibilidad de lisina en
dietas para pollos de engorde de 1 a 21 dias de edad, esta directamente relacionado con la
ganancia de peso (Cortes, et al., 2011). Se observé (Figura 3) el pico de maximas necesidades en
el intervalo del dia 2 a 4 con 139 mg de lisina/dia. Por el valor alcanzado (139 mg/d) y en
comparaciéon con los valores del resto de aminoacidos que se obtienen mas adelante, la lisina
parece ser un aminodcido importante para el mantenimiento en estas fases iniciales del
crecimiento del pollito. Por otra parte, de nuevo se observa que las pérdidas de lisina cuando se
toma como referencia el dia 0 fueron significativamente mas bajas (P<0.05). Estos resultados
reforzarian la idea de que el control de las necesidades netas de mantenimiento deberia hacerse
tras dos dias de adaptacién a la dieta N-free, y probablemente en el periodo que se produce
durante los siguientes 2-3 dias, antes de que los valores se vuelvan a reducir.
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Figura 2. Requerimientos diarios de proteina bruta en g por dia, segun el dia de inicio
de la valoracién. (Diferentes letras muestran diferencias significativas (P<0.05). Los datos
se representan como medias * ES (PB, n=5)
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Figura 3. Requerimientos de lisina en mg por dia, segtn el dia de la valoracion.
(Diferentes letras muestran diferencias significativas (P<0.05). Los datos se representan
como medias *+ ES (Lisina, n=5)

Del mismo modo, los valores maximos de movilizacion de arginina y treonina se
observaron para el periodo 2-4 dias después de la introduccion de la dieta N-free (Figura 4),
suponiendo un 46 y 19% de las necesidades de lisina.

Sin embargo, los aminoacidos azufrados parecen comportarse de forma diferente. Sélo
se observé una movilizacién de estos aminoacidos en el periodo que va de 4 a 7 dias después de
la introduccién de la dieta N-free. De hecho, en el periodo donde hemos observado como
adecuado para el resto de los aminoacidos (de 2 a 4 dias), el valor de necesidades para estos dos
aminodcidos azufrados seria incluso negativo. Estos resultados pueden ser debido a varias
razones. La primera de ellas seria la dificultad de movilizacién de estos aminoacidos,
especialmente presentes en las plumas. De hecho, Muramatsu y Okumura (1979) encontraron
que, si se alimentaban con una dieta sin proteinas o con una dieta suplementada con metionina
mas arginina durante 10 dias, el contenido de nitrégeno de las plumas en los pollitos aumenté
en comparacion con los valores iniciales, mientras que en otros tejidos, especialmente en los
musculos, el contenido de nitrégeno disminuyd. Muramatsu y Okumura (1980) indican asi que,
cuando suplementan una dieta N-free con metionina mas arginina, parece disminuir la cantidad
de estos aminoacidos que se producen enddgenamente por descomposicién de proteinas de
otros tejidos para el crecimiento de las plumas, lo que resulta en una mayor reutilizacién de
aminodcidos y una menor degradacion de proteinas corporales. Por otra parte, una segunda
opcidon podria ser la dificultad de la determinacion de los propios aminoacidos azufrados. De
hecho, se esta afinando la técnica en el grupo para mejorar su recuperacion.
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Figura 4. Requerimientos de arginina, treonina, cisteina y metionina en mg por dia y
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La histidina (Anejo I) no reflejé diferencias en ningiin momento del estudio, aunque su
intervalo de mdaximas necesidades parecia ser del dia 2 al 4. Para la leucina, la isoleucina y la
valina se comportaron de forma semejante, siendo nuevamente el periodo de mdximas
necesidades con existencia de diferencias significativas del dia 2 al 4, y en el caso de la isoleucina
se le anadio el intervalo de 4 a 7. Para los 4 aminodcidos que se representaron en el Anejo |l,
existieron diferencias significativas en los intervalos seleccionados, destacando el intervalo de 2
a 4 dias con el momento de maximas necesidades. La alanina, la fenilalanina y la serina, no
presentaron diferencias significativas en ninguno de los periodos (Anejo lll). Sin embargo,
nuevamente presentaron mas necesidades que la lisina en el intervalo del dia 4 al 7
respectivamente a excepcion de la serina que se observé del dia 2 al 4. La glicina si que presentd
diferencias significativas en los intervalos de dias, destacando en el periodo 2 del dia 2 al 4. Por
todo ello, en lo que se refiere a las necesidades relativas en relacidn al nivel de lisina, los valores
obtenidos para el periodo de 2 a 4 dias después de la introduccién de la dieta N-free, fueron los
mas frecuentes.

3.3. NECESIDADES NETAS DE MANTENIMIENTO

A partir de lo observado, podriamos resumir la mayoria de los aminoacidos, con la
excepcion de los azufrados, su nivel maximo de movilizacién en el intervalo de 2 a 4 dias de
introduccién de la dieta N-free. Este periodo es un momento donde no se ven comprometidas
de manera sustancial los pardmetros de consumo y peso. Por ello, se decidié éste periodo como
valido para la determinacidn de las necesidades netas de mantenimiento para los aminodcidos
y su comparacién con los valores aportados por otros autores bajo el concepto de proteina ideal
para las necesidades totales de los animales (Tabla 3), ya que en la actualidad no disponemos
informacidn de necesidades netas de ninglin aminoacido (Wu, 2013; Wu et al., 2014; Santoma
y Mateos, 2018).

En esta comparativa, se observd que hay algunos aminodacidos cuyas necesidades
relativas de mantenimiento son similares a las que se recomiendan para las necesidades totales,
como son la histidina, valina, fenilalanina, isoleucina, metionina y cisteina (estas dos ultimas
utilizando los valores del periodo 4-7 dias posteriores a la introduccién de la dieta N-free). Esto
indicaria que estos aminoacidos se utilizan a un nivel similar relativo tanto en crecimiento como
en mantenimiento, siendo sus recomendaciones similares independientemente del
componente de necesidades considerado. Sin embargo, hay otros aminodacidos cuyas
necesidades relativas de mantenimiento obtenidas fueron inferiores a las que se recomiendan
para las necesidades totales, como son la arginina, leucina, treonina, alanina, acido aspartico,
acido glutdmico, prolina, glicina y serina. Esto podria estar indicando que sus necesidades serian
mas elevadas relativamente en la componente de crecimiento. Por el contrario, la tirosina
mostroé niveles relativos mas altos en sus necesidades netas de mantenimiento, por lo que seria
mas utilizado en dicha componente, aunque los niveles de fenilalanina+tirosina (la fenilalanina
se puede convertir en tirosina) fueron similares a los observados en la bibliografia, por lo que
podrian explicar estos resultados.
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Tabla 3. Comparacién de las necesidades netas (relativas a lisina) de mantenimiento
obtenidas en este estudio para los principales aminodcidos con las necesidades totales
digestibles a nivel ileal por diferentes autores.

(Edad de los pollos de engorde)
Aminodcido Necesidades Necesidades Necesidades Necesidades
netas relativas totales totales totales
de digestibles digestibles digestibles
mantenimiento ileales ileales ileales
(estudio actual) Wu etal. 2014 Wu 2013 Santomay
(d 12-14)! (d 0-21) (d 0-10) Mateos 2018
(d 0-21)
Lisina 100 100 100 100
Arginina 46 105 111 105
Leucina 76 109 113 110
Histidina 34 35 34
Valina 69 77 68 79
Metionina® 46 40 31 40
Cysting* 23 32 57 34
Treonina 19 67 59 65
Tirosina 68 45 43
Fenilalanina 46 60 57
Alanina 33 102 108
Ac. aspdrtico 69 122 129
Ac. 146 306 217
Glutamico
Prolina 61 184 196
Glicina 79 176 187
Serina 37 69 73
Isoleucina 67 67 58 67
Triptofano - 16 19 17

1 Se ha utilizado los valores del periodo 4-7 dias posteriores a la introduccién de la dieta N-free.
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4. CONCLUSION

El conocimiento de las necesidades netas de aminoacidos en los pollos de engorde en
cada etapa de su crecimiento contribuye a una notable mejora en costes de alimentacion, una
reduccion considerable de la excrecidn de nitrégeno al medio ambiente, asi como a la obtencién
de una alimentacidon de mejor calidad, en direccién a nuevos avances en una nutricién de
precision.

Tras el andlisis de los resultados y discusidon de estos, se concluye:

e La dieta N-free provoca una disminucién de la ingestion en comparacién a la realizada
por un pollo de esta estirpe de forma habitual.

e Se ha podido ajustar el punto de partida para la determinacién de las necesidades netas
de mantenimiento para los aminodcidos entre el dia 2 y 4 después de estar alimentados
con una dieta N-free.

e Para el caso de los aminoacidos azufrados se podria ampliar el periodo de ensayo de la
prueba.

Ante estos resultados se ha decidido introducir en el protocolo para la determinacidn
de las necesidades netas para los aminodcidos en pollitos de 0 a 14 dias las siguiente
modificaciones:

1. Mejora de ladieta N-free: aumentar el nivel de almidén a costa del azicar y cambiar
la fuente de fibra por cascarilla o paja de cereal, y tratar de hacer una férmula
granulable, todo ello dirigido a mejorar la ingestion.

2. Evaluar la movilizacion de los aminoacidos durante 3 dias tras 2 dias de adaptacion
a la dieta N-free, esperando que esto sirva para evaluar todos los aminoacidos de
interés.
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6. ANEJOS

Dias de introducciona la dieta N-free
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Anejo I. Requerimientos de histidina, isoleucina, leucina y valina en mg por dia
y por lisina, segun el dia de la valoracion. (Lys: Lisina; Diferentes letras muestran
diferencias significativas (P<0.05). Los datos se representan como medias + ES

(aminodcido, n=5).
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Dias de introduccién a la dieta N-free

Anejo Il. Requerimientos de dcido aspdrtico, dcido glutamico, prolina y tirosina
en mg por dia y por lisina, segtn el dia de la valoracion. (Lys: Lisina; Diferentes
letras muestran diferencias significativas (P<0.05). Los datos se representan

como medias * ES (aminodcido, n=5).
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Dias de introduccion a la dieta N-free

Anejo lll. Requerimientos de alanina, fenilalanina, glicina y serina en mg por
dia y por lisina, segun el dia de la valoracion. (Lys: Lisina; Diferentes letras
muestran diferencias significativas (P<0.05). Los datos se representan como

medias * ES (aminodcido, n=5).




