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gramo/s
Gas chromatography (cromatografia de gases)
High density lipoprotein/s (Lipoproteina/s de alta densidad)

High performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta

indice de conversion
Intermediate density lipoprotein/s (Lipoproteina/s de densidad intermedia)
Insulin-like growth factor (factor de crecimiento similar a la insulina)
Kilo/s
Litro/s
Lecitin-colesterol-aciltransferasa
Low density lipoprotein/s (Lipoproteina/s de baja densidad)
Lipasa hepatica
Lipoproteinlipasa o lipasa de la lipoproteina
Miligramo/s
Mililitro/s



MUFA
NAD"*
NADH
NADP*
NADPH
NEFA
NRC
°C

PM
PUFA
QM
SFA
SFD
T3

Ta

TA

TG
VLDL

Monounsaturated fatty acid/s (acido/s graso/s monoinsaturado/s)
Dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado
Dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido
Fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado
Fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido
Nonesterified fatty acids (4cidos grasos no esterificados)
National research council
Grados centigrados
Portomicron/es
Polyunsaturated fatty acid/s (acido/s graso/s poliinsaturado/s)
Quilomicrén/s

Saturated fatty acid/s (acido/s graso/s saturado/s)
Separable fat depots
Triiodotironina
Tetraiodotironina
Tejido adiposo
Triglicérido/s

Very low density lipoprotein (Lipoproteina de muy baja densidad)
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En las Ultimas décadas se ha producido un importante cambio en la produccion avicola. La utilizacion
de deitas cada vez mas eficientes junto con los avances en la seleccidbn genética, sanidad,
instalaciones y manejo han permitido una mayor eficiencia de produccién del pollo. Asi, mientras que
en los afios 50 eran necesarios unos 85 dias para que un pollo de carne alcanzara un peso de 1.800
gramos, actualmente este periodo se reduce a 36 dias, mejorandose ademas el indice de conversién
(IC) en més de un 50%. Actualmente es necesario 1,8kg de pienso por cada kg de pollo producido, en
comparacién de los 3,8 kg necesarios en los afios 50. Por tanto, es obvio que el coste de produccién
se ha visto reducido considerablemente, lo cual ha permitido a este tipo de carne situarse entre las

mas (si no la que mas) competitivas del mercado, en cuanto a precio se refiere.

La seleccién genética se vio dirigida principalmente hacia un mayor peso vivo, mayor consumo de
alimento o mayor velocidad de crecimiento. De esta forma se ha obtenido un pollo con mayor peso
vivo a una determinada edad, respecto a las lineas no seleccionadas. Sin embargo, paralelamente a
esta mayor velocidad de crecimiento se ha producido un mayor engrasamiento, consecuencia, segun
algunos autores, de un mayor apetito y por tanto, un consumo de energia excesivo (Lin, 1981; Soller
y Eitan, 1984). Otros autores (Fisher, 1984) sugieren que este mayor engrasamiento se produce
simplemente por el mayor crecimiento, y que la deposicién de grasa en ambas estirpes podria ser la

misma a un determinado peso o en un determinado estado de madurez.

Havenstein y col., (1994b) realizan un estudio en el cual comparan estirpes del afio 1957 frente a
estirpes del afio 1991 alimentadas con dietas tipicas de ambos periodos hasta la edad de 43, 57, 71y
85 dias. Para una misma edad, se observa un mayor porcentaje de deposicion de grasa abdominal y
de grasa en la carcasa, en las estirpes mas modernas, independientemente de la dieta utilizada
(Tabla 11). Aunque no se llegan a comparar ambas estirpes a un mismo peso vivo, la elevada
correlacion positiva encontrada entre la velocidad de crecimiento y el porcentaje de grasa en el pollo
(Leclercq y col., 1980), indicaria que un pollo que alcanza un mayor peso vivo en un tiempo inferior

presentaria una mayor deposicién de grasa en términos relativos.

Tabla 1.1: Peso y grasa de la carcasa de estirpes del afio 1957 y 1991

43 dias 57 dias 71 dias 85 dias
Estirp Dieta Peso Grasa Peso Grasa Peso Grasa Peso Grasa

(@) (%) )] (%) )] (%) (@) (%)

MACHOS
1991 1991 1515 14,3 2.367 14,5 2.965 12,5 3.424 17,5
1957 1957 343 8,2 539 8,6 740 6,8 1.016 8,9




1991 1957 1119 12,5 1998 13,0 2600 13,1 3179 13,4

1957 1991 413 9,1 731 10,6 962 12,6 1226 11,7
HEMBRAS

1991 1991 1.264 14,0 .- - 2.286 18,2 2.978 17,6
1957 1957 286 8,7 451 10,3 609 9,4 789 12,2
1991 1957 1.040 134 1.730 14,5 2.085 17,4 2.586 19,7
1957 1991 342 7,7 579 11,6 749 15,8 954 11,2
EStIrp *k * *% *% *% * *k *

e b N.S. bl * 3 N.S. hid N.S
Dieta

(Havenstein y col., 1994b)

Este mayor engrasamiento del pollo de carne implica un mayor porcentaje de material de desecho en
el procesado industrial del pollo. Si en el mercado espafiol nos encontramos con un pollo que llega a
matadero con un peso de entre 2 y 2,5 Kg., de éstos, de un 15 a un 20% es grasa corporal y un 2-3%
constituye la grasa abdominal. Teniendo en cuenta que el pollo se cotiza por kg de peso vivo, la grasa
abdominal, que es desechada en el procesado industrial, constituiria una pérdida econdmica
importante, y aunque fuese vendida, su valor no superaria el 50% del precio por kg pagado por el
pollo en vivo. Si sumamos el resto de depésitos lipidicos que también pueden constituir material de
desecho o subproductos en el despiece del pollo, se alcanza hasta un 4% de total de peso vivo.
Tanto las mermas econdmicas, como la mayor aceptacion de los productos con bajo contenido en
grasa, por parte de los consumidores, hacen de interés la posibilidad de conseguir una reduccién en

la deposicién de grasa corporal en el pollo de carne.

La cantidad de grasa corporal presenta una elevada heredabilidad en los pollos de carne (Cahaner,
1988). Por tanto, la seleccion genética en base a determinados parametros indicativos del nivel de
engrasamiento del animal, como puede ser el contenido en grasa abdominal o los niveles plasmaticos
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL: Very Low Density Lipoprotein) (Hood, 1984;
Whitehead, 1990), pueden derivar hacia animales con un menor grado de engrasamiento. Por otro
lado, desde el punto de vista nutricional, es bien conocida la influencia que el tipo de alimentacion
puede ejercer sobre el metabolismo lipidico y el patron de deposicion de la grasa corporal. Hasta
hace poco tiempo, los estudios realizados en pollos se han centrado en el nivel energético de la dieta,
en el cociente energia:proteina (E:P) de la dieta (March y col., 1984; Donaldson, 1985; Moran, 1986;
Sizemore y Siegel, 1993) y en el porcentaje de inclusién de grasa en la dieta (Deaton y col., 1981;
Alao y Balnave, 1985; Deaton y Lott, 1985; Latour y col., 1994). Sin embargo, pocos estudios se
centran en las caracteristicas cualitativas de la grasa dietética y en el efecto que los diferentes tipos
de grasa pueden ejercer sobre el engrasamiento del pollo (Sanz y col., 1999). Este sera el objetivo

principal de la presente tesis doctoral.






SECCION A: REVISION BIBLIOGRAFICA







1. INTRODUCCION

La siguiente revision bibliografica se centrara principalmente en 3 aspectos del metabolismo lipidico
en el pollo de carne. Se revisaran las caracteristicas de deposicion lipidica en el pollo, se trataran los
aspectos mas relevantes del metabolismo lipidico del pollo de carne y en su regulacién y por dltimo,
se discutiran diferentes factores que modifican la deposicién de grasa en el broiler, tanto fisiolégicos,
genéticos y nutricionales, y los posibles mecanismos fisioldgicos implicados en la modificacion de

dicha deposicion.

2. DEPOSICION DE GRASA EN POLLO DE CARNE

2.1. EL TEJIDO ADIPOSO

El principal sitio de deposicién de grasa en los animales es el tejido adiposo. Este esta constituido por
adipocitos, los cuales presentan una gran vacuola central, donde se depositan los triglicéridos (TG)
de reserva y que desplaza al resto de érganulos celulares hacia la periferia. En el caso de las aves, la
morfologia de los adipocitos muestra una mayor especializacion de este tejido para el
almacenamiento de grasa, en comparacién con los mamiferos. De hecho, el tejido adiposo de las
aves, a diferencia que en mamiferos, tiene una capacidad de sintesis de &cidos grasos (AG) muy
limitada, y la mayoria de grasa acumulada proviene directamente de la dieta o de la sintetizada en el
higado (Griffin y Hermier, 1988).

El crecimiento del tejido adiposo es el resultado, tanto de la hiperplasia como de la hipertrofia de los
adipocitos. Desde el periodo embrionario hasta las 6 semanas de vida el crecimiento es debido
principalmente a un incremento en el nimero de células (hiperplasia). La hipertrofia también esta
presente desde edad temprana y se mantiene hasta las 12-15 semanas de edad (Butterwith, 1988;
Nir y col. 1988). Tanto el nimero de adipocitos como su tamafio pueden verse influenciados tanto por

factores nutricionales como genéticos.

2.2. DISTRIBUCION DEL TEJIDO ADIPOSO EN AVES

Como se ha comentado anteriormente, la grasa corporal total del pollo constituye entre el 15-20% del

total del peso vivo. Esta se distribuye en el organismo formando depdsitos lipidicos  bien



diferenciados (como el abdominal, el de la molleja, el sartorial, el del cuello o el mesentérico) o bien,
formando parte de otros tejidos (higado, esqueleto, piel, plumas y resto de la carcasa). La
contribucién de cada uno de estos tejidos al contenido total de grasa corporal fue determinado por
Cahaner y col. (1986) y se muestra en la Tabla 1.2. La grasa de la carcasa constituye aquella
contenida en los musculos, intestinos, riflones, pulmones, tejido conjuntivo y otros depdésitos lipidicos.
Como se puede observar, esta fraccién constituye el 40% de la grasa total, seguida de la grasa
contenida en los 5 depoésitos lipidicos diseccionados (abdominal, molleja, sartorial, cuello y
mesenterio) y la piel. Cuantificando el porcentaje de grasa sobre el total que constituyen los depdsitos
lipidicos diferenciados que, en este estudio, forman parte de la fraccion lipidica contenida en la
carcasa (tejido adiposo del muslo, pechuga, pericardio, proventriculo, buche, Bolsa de Fabricio,
perirrenal y espalda), se observa que pueden constituir hasta un 8% (Nir y col., 1988). Por tanto, el
total de depdsitos lipidicos diferenciados constituyen un 28% del total de la grasa corporal y un 6%

del total del peso vivo.

Tabla 1.2: Contribucién de los diferentes sitios de deposicién de grasa al peso vivo y ala grasa corporal total del pollo
Broiler.

Contribucion al  Contribucién ala grasa

Tejido* peso vivo (%) corporal total (%)
TA abdominal 1.67
TA de la molleja 0.52
TA sartorial 0.32 20
TA del cuello 0.70
TA mesentérico 0.25
Higado 25
Plumas 45 23
Piel 6.5 18
Esqueleto 20 15
Resto de carcasa 50 40

(Cahanery col., 1986)
*TA: Tejido adiposo

2.3. CRECIMIENTO DE LOS DEPOSITOS LIPIDICOS EN POLLO DE CARNE

El crecimiento de los depésitos lipidicos es consecuencia del crecimiento corporal global o de un
exceso en la ingestion de energia. Una vez satisfechas las necesidades de mantenimiento,
crecimiento y actividad fisica, el exceso de energia sera almacenado en forma de grasa en los

depésitos lipidicos, con una gran eficiencia.



El crecimiento corporal siempre va acompafiado del crecimiento de los depésitos lipidicos. Sin
embargo, aunque el tamafio de éstos, asi como el contenido en grasa corporal total presentan una
correlacion positiva con el peso vivo (Lin, 1981; Cahaner y col., 1986), los coeficientes de correlacion
son bastante bajos. De esto se deduce que el crecimiento relativo de los depdsitos lipidicos esti
influenciado de forma importante por otros factores, ademas de por el crecimiento corporal global.
Aunque en el primer periodo de crecimiento (hasta los 30 dias de vida) la grasa abdominal crece a un
ritmo similar al del resto del organismo, cuando el crecimiento corporal se enlentece, los depdsitos
lipidicos mantienen su velocidad de crecimiento, presentando un coeficiente de alometria global

mayor que 1.

Como se ha comentado anteriormente, el crecimiento del tejido adiposo es debido tanto a la
hiperplasia como a la hipertrofia. Cartwright (1991) observé que el aumento en el ndmero de
adipocitos esta relacionado con el crecimiento corporal, mientras que la hipertrofia determina el
estado de engrasamiento. Esto explicaria por qué durante el primer mes de vida el tejido adiposo
abdominal crece al mismo ritmo que el resto del organismo. A partir de este periodo se reduce el ritmo
de crecimiento corporal, lo cual ira acompafiado de una disminucién de la hiperplasia del tejido
adiposo. Pero el exceso de energia consumido a partir de este momento, sera depositado en los
adipocitos, produciéndose una progresiva hipertrofia que se relacionara con la mayor velocidad de
crecimiento de los depdsitos lipidicos respecto al crecimiento corporal global y, por tanto, con el

mayor engrasamiento.

En la Tabla 1.3, se presentan los coeficientes alométricos calculados por Cahaner y col. (1986), para
diferentes depdsitos lipidicos en diferentes lineas de pollos. Como se observa, el valor global de
todos los depositos lipidicos es siempre superior a 1, lo cual confirma la mayor velocidad de
crecimiento de éstos respecto al crecimiento corporal. En todos los casos, el mayor coeficiente
alométrico lo presentan la grasa mesentérica y la abdominal, lo cual indica un mayor crecimiento de
estos depodsitos al aumentar el peso corporal, y sugiere una tendencia de deposicion de la grasa en
estos depositos abdominales. Por tanto, el depésito lipidico mas indeseable es a su vez el que mas
se desarrolla, lo cual explicaria por qué se presenta como objetivo especifico al intentar reducir el
engrasamiento del pollo. Por otro lado, en el caso del depésito lipidico situado sobre el muisculo
sartorio, el coeficiente alométrico es inferior a 1, lo cual sugiere que, en este caso, un incremento en

el peso vivo supondria una reduccion relativa de este depésito lipidico.
Es por tanto evidente, que los depésitos lipidicos presentan diferentes patrones de crecimiento, y

parece ser que pueden también ser afectados desigualmente por la seleccién genética, tal y como se

comenta a continuacion.
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Teniendo en cuenta las 2 lineas estudiadas (grasas y magras) por Cahaner y col., (1986), se observa
que existen diferencias importantes en la velocidad de deposicion de los diferentes depésitos entre
ambas lineas, de forma que en los pollos de lineas magras el crecimiento de los depdsitos lipidicos
es mas lento que en las lineas grasas (Tabla 1.3). Esto podria ser debido tanto a una mayor eficiencia
de deposicion de tejidos magros, como a una peor eficiencia de deposicidon de grasa en las lineas
magras. En estos mismos datos se observa como la reduccion de la velocidad de crecimiento al
pasar de una linea grasa a una magra es diferente segun el depdsito lipidico y segun el sexo (Tabla
1.4). Mientras que el coeficiente alométrico de la grasa abdominal y mesentérica se reduce mas de un
20 y 30%, respectivamente, en el caso de los machos, el de la grasa del misculo sartorio sélo se ve

reducido en un 11%.

Por otro lado, se observa que el efecto de la linea genética es menos acusado en el caso de las
hembras. Mientras que en machos se obtiene una reduccion de casi un 30%, en las hembras es sélo
de un 9%, e incluso, la grasa mesentérica llega a aumentar su coeficiente alométrico en la linea

magra respecto a la linea grasa.
Respecto al efecto de la nutricién sobre el crecimiento de los depésitos lipidicos, es bastante clara la

correlacion positiva entre la ingestion de energia y el crecimiento de los depdsitos lipidicos,

principalmente el abdominal (Deaton y col., 1981; Jones y Wiseman, 1985; Pinchasov y Nir, 1992).

Tabla 1.3: Coeficientes de alometria de diferentes depésitos lipidicos en diferentes lineas de pollos

. ; Lineagrasa Lineamagra
Tejido adiposo Machos Hembras Machos Hembras
Abdominal 1.38 1.35 1.05 1.09

Molleja 121 1.14 0.80 0.97
Sartorial 0.69 0.9 0.61 0.88
Cuello 1.06 0.88 0.79 0.62
Mesentérico 3.06 2.39 2.05 2.48
TOTAL 1.48 1.33 1.06 1.21

(Cahaner y col., 1986)

Tabla 1.4: Porcentaje de reduccidn del coeficiente alométrico entre lineas grasas y magras.

Tejido adiposo Machos Hembras
Abdominal 23,9 19,3
Molleja 33,9 14,9
Sartorial 11,6 2,2
Cuello 25,5 29,6
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Mesentérico 33,0 -3,8
TOTAL 28,4 9,0
(Calculado a partir de los datos de Cahaner y col., 1986)

2.2. ¢ POR QUE LA SELECCION GENETICA HA PRODUCIDO UN MAYOR ENGRASAMIENTO?

Uno de los factores mas importantes que ha modificado la deposicion de grasa en el pollo es la
seleccion genética. EIl gran interés de las Ultimas décadas en aumentar la capacidad productiva y
reducir los costes de produccién, despertd el interés hacia una seleccién a favor de una mayor
velocidad de crecimiento, mayor peso vivo 0 mayor consumo de alimento. Los resultados productivos
fueron positivos, pasando de aproximadamente 500 g de peso vivo a unos 2.100 g a los 42 dias de
edad (Havenstein y col., 1994a). Sin embargo, como consecuencia directa, las lineas seleccionadas

presentaron un incremento en la grasa corporal (Havenstein y col., 1994b).

El hecho de que el tejido adiposo sea el Unico con capacidad para almacenar energia, explicaria, en
parte, por qué la seleccion hacia un mayor consumo de alimento ha producido un mayor
engrasamiento. Y también lo explicaria en el resto de modelos de seleccion, ya que parece ser que la
seleccién hacia un mayor peso vivo o mayor velocidad de crecimiento va acompafiada de un aumento
en el consumo de alimento. La ingestion excesiva de energia permitiria que una mayor proporcion,
respecto a la energia de mantenimiento, sea utilizada para el crecimiento tanto de los tejidos magros
como los lipidicos. Tanto la deposicion de proteina como la de glucégeno presentan un limite
maximo, por tanto, una vez alcanzado éste, el exceso de energia sera depositado en forma de grasa

en el tejido adiposo, produciendo una hipertrofia de éste.

En el estudio de Cartwright y col. (1986) se observa como tanto la grasa abdominal como el peso vivo
presentan un coeficiente de correlacién positivo con el tamafio de los adipocitos, por lo que se deduce
gue el mayor engrasamiento de las estirpes de pollos seleccionados respecto a los no seleccionados

se debe a una mayor hipertrofia de los adipocitos y no a un incremento en su nimero.

Sin embargo, la ingestion excesiva de alimento no es la Unica causa del mayor engrasamiento de las
lineas seleccionadas. Existen diferentes factores metabdlicos que se han visto modificados con la
seleccién genética colaborando también en este incremento en la deposicion de grasa. La grasa
depositada en el tejido adiposo del pollo proviene de la dieta o de la sintesis enddégena en el higado y
es transportada mediante lipoproteinas ricas en triglicéridos. La mayor secrecién hepatica de VLDL
que presentan las lineas grasas (Leclercq y col., 1990) podria estar relacionada con la mayor
deposicién de grasa ya que ambos factores se correlacionan de forma importante (Griffin y col., 1982;
Whitehead y Griffin, 1982).
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Por otro lado, diferencias en la actividad del enzima lipoproteinlipasa (LPL), en la capacidad de
movilizacion de grasa (Griffin y col., 1991) o en la sensibilidad o secrecion de determinadas hormonas
como la insulina, hormona del crecimiento u hormonas tiroideas (Dupont y col., 1999; Gabarrou y
col., 2000; Leenstra y col., 1991) podrian también conducir a un mayor engrasamiento, como se vera

mas adelante.
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3. METABOLISMO LIPIDICO EN EL POLLO DE CARNE

3.1. DEFINICION DE LiPIDOS Y SU USO EN ALIMENTACION ANIMAL

Dentro del término lipidos se incluye un grupo heterogéneo de sustancias cuya caracteristica comuan
es su solubilidad en disolventes organicos. Dentro de este grupo los acidos grasos, triglicéridos,

fosfolipidos, esteroles y vitaminas liposolubles son los méas importantes, nutricionalmente hablando.

Los triglicéridos son ésteres de &acidos grasos con el glicerol y son la principal forma de
almacenamiento de energia tanto en plantas como en animales, constituyendo el 90% de las grasas y

aceites. Por tanto, son también un importante ingrediente energético para alimentacién animal.

Las oleinas son subproductos obtenidos de los procesos de refinado de los aceites y grasas. Estan
constituidos por un 40-60% de acidos grasos libres, con el mismo perfil que el aceite de origen.
Constituyen también una importante fuente de energia para la formulacion de piensos para
alimentacién animal.

3.2. DIGESTION DE LOS LiPIDOS

3.2.1. Emulsién y formacién de micelas

La grasa ingerida debe ser emulsionada en el estbmago para permitir la accién de los enzimas
pancredticos y la formacién de micelas en el contenido acuoso del intestino. Entre las sustancias
emulsionantes que favorecen este proceso se encuentran los monoglicéridos obtenidos de la
hidrélisis gastrica de las grasas, mediada por la lipasa géastrica, que hidroliza hasta un 30% de los

lipidos de la dieta en mamiferos.

Un fallo en el proceso de emulsion de la grasa en el compartimento gastrico empeoraria de forma
considerable la absorcién de lipidos a nivel intestinal. Al contrario que en mamiferos, las aves
presentan muy baja actividad lipolitica en el estdmago por lo que la 6ptima emulsion de la grasa para
la posterior formacién de micelas y absorcién de lipidos a nivel intestinal parece ser debida a la
existencia del reflejo entero-gastrico. Mediante este mecanismo, parte de los triglicéridos hidrolizados
en el duodeno vuelven nuevamente a la molleja, acompafiados por parte de las sales biliares, donde

intervendran en la correcta emulsion de la grasa (Place, 1996).
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La grasa emulsionada esta formada por pequefios agregados esféricos de 200 a 5.000 nm de
diametro, constituidos por lipidos polares (fosfolipidos, glicolipidos y monoglicéridos). Gracias a la
caracteristica anfotérica de estos lipidos se pueden situar formando una monocapa en la interfase
6leo-acuosa, dirigiendo su extremo polar hacia el agua y su extremo apolar hacia el resto de
sustancias lipidicas. Dentro de estos agregados se engloban los lipidos menos polares (triglicéridos,
esteroles, vitaminas liposolubles) y los totalmente apolares (como las ceras, ésteres de vitaminas o de
esteroles). Las sales biliares entran en contacto con la grasa emulsionada disolviendo algunos de sus
constituyentes y proporcionandole carga negativa. Es de vital importancia que las sales biliares se
mantengan en solucion a los niveles de pH que se dan en la molleja. Para ello se forman conjugados

de las sales biliares con la taurina que permiten su disolucién incluso a niveles de pH inferiores a 1.

Ya en el duodeno, la carga negativa proporcionada por las sales biliares atrae a la colipasa cuya
funcién es la de mantener la lipasa pancreatica cerca del glébulo de grasa para permitir su accion. La
lipasa pancreatica hidroliza preferentemente los AG situados en los carbonos 1 y 3 del TG, dando
lugar a 2-monoacilgliceroles y acidos grasos libres, con caracter mas polar (Figura 1.1). Se forman asi

particulas mas pequefias denominadas micelas cuyo didmetro aproximado es de 3-10 nm.

Figura 1.1: Accion de lalipasa pancreética:

Lipasa pancreatica

H
HY % ] &
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--------------------------- Lipasa pancreéatica

Otros enzimas pancreéticos involucrados en la digestion de lipidos son las fosfolipasas A1y A; y la
carboxil-ester-hidrolasa. Dichos enzimas catalizan la hidrdlisis de los fosfolipidos (dando AG libres y

lisofosfolipidos) y diferentes esteres de AG, como los de colesterol.

Los derivados lipidicos mas polares pasan a la fase acuosa del intestino y entran a formar parte de
las micelas, junto con las sales biliares, englobando a otros lipidos no polares. El caracter hidrofilico
de las micelas les permite atravesar la capa acuosa adyacente a la membrana celular y entrar en

contacto con la membrana del enterocito para la absorcion de los lipidos.
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3.2.2. Absorcién de lipidos:

El proceso de transporte de lipidos a través de la membrana de la célula intestinal se realiza mediante
un proceso de difusién pasiva, principalmente a nivel del yeyuno. Existen diferentes factores que

determinan el grado de absorciéon de las grasas:

- Acidos grasos libres o monoglicéridos: Tras la hidrolisis de los TG se liberan AG libres (AGL) y
monoglicéridos. Gracias a los 2 grupos hidroxilo de los monoglicéridos su grado de polaridad es
mayor que el de los AG libres, lo cual favorece su absorcion. Esto explica la menor digestibilidad

de las oleinas respecto a las grasas o aceites.

- Grado de insaturacion: Las proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP: Fatty Acid Binding
Protein) tienen mayor afinidad por los AG poliinsaturados (AGPI) y éstos, ademas, tienen mas
capacidad para formar las micelas por lo que su grado de absorcién es mayor respecto a los AG
saturados (AGS).

- Longitud de cadena: a menor longitud de cadena del &cido graso mayor polaridad con relacion al
tamafio de la molécula, y por tanto, mayor capacidad de interacciéon con el medio acuoso. De
hecho, los &cidos grasos de cadena media y corta no necesitan estar incorporados en las micelas
para ser absorbidos, ni necesitan proteinas transportadoras citosélicas (FABP) ni las lipoproteinas

plasmaticas, ya que son transportados unidos a la albumina.

- Interacciones: La combinacion de AGPIl y AGS mejora la absorcion de los ultimos de forma que a
partir de un 2% de aceite de soja sobre el total de grasa de la dieta, mejora la energia
metabolizable del sebo, haciéndose maxima esta mejoria a partir de un 3% de inclusion de grasa
en la dieta (Sibbald, 1978). La mayor facilidad de los AGPI para formar micelas mejora también la
incorporacion de los AGS a éstas, facilitando su absorcion. Tal es dicho sinergismo que varios
autores han establecido ecuaciones exponenciales que relacionan el grado de insaturacion con la
digestibilidad y el contenido en energia metabolizable de la dieta (Ketels y Groote, 1989;
Wiseman y col., 1991). El mismo mecanismo se produce al combinar monoglicéridos con AGL
(Sklan, 1979).

Dentro de la célula intestinal se vuelven a formar los triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol
gue seran integrados en los portomicrones (PM) para su paso a la circulacion portal. En la figura 1.2
se esquematizan estas vias de sintesis. Se ha de mencionar, que en el caso de las aves, la re-
esterificacion de los acidos grasos absorbidos no es total y hasta un 50% pueden pasar directamente

a la sangre y ser transportados por la albimina (Griffin y Hermier, 1988).
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Figural.2: Sintesis de lipidos en el enterocito y formacion de portomicrones.
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3.3. METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas son complejos proteo-lipidicos que permiten el transporte de los lipidos a través de

la sangre (Figura 1.3). Estan compuestos por un nucleo hidrofébico (lipidos no polares) y una capa

externa de lipidos polares y apoproteinas. Segun su contenido en triglicéridos y su densidad se

diferencian 5 tipos de lipoproteinas en el pollo (Tabla 1.5).

Las apoproteinas, aparte de aportar caracter hidrofilico a las lipoproteinas, juegan un papel muy

importante en el metabolismo y reconocimiento de estas macromoléculas por los tejidos corporales.

Existen al menos 13 apoproteinas en mamiferos con diferentes funciones y aunque en pollos no

estan tan bien identificadas ejercen funciones similares (Tabla 1.6).

Tabla 1.5: Principales caracteristicas de las lipoproteinas de pollos

PM VLDL IDL LDL HDL
Densidad <1.013 <1.013 1.013-1.023 1.023-1.046 1.052-1.130
Composicién (%)
Triglicéridos 88.8 59.3 16.3 7.9 25
Fosfolipidos 6.2 14.2 20.2 22.9 28.6

17



Colesterol 3.6 5.2 7.7 9.7 3.2
Esteres de colesterol 111 30.9 325 225
Proteinas 1.4 11.3 254 26.8 43.2

PM: Portomicrones; VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia; LDL:
Lipoproteinas de baja densidad; HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

(Griffin y Hermier, 1988)

Tabla 1.6: Apoproteinas en humanos y aves

Funcién Humanos Aves
Componente de lipoproteinas

QM/PM A-l, A-ll, A-lV, C-II, E, Bas B, C-ll
VLDL A-l, A-ll, Bioo, C-II, D, E A-l, B, C-lI
LDL B,C A-l, B
HDL A-l, A-ll, C, D, E A-l, C-lI
IDL E A-l, B
Secrecion de lipoproteinas Bas, B1oo

Activacién de enzimas

LPL C-ll C-ll
LCAT A-l, C-l, A-lV A-l
LH A-ll

Reconocimiento por receptores

Receptor de LDL, IDL Bioo, E A-l
Receptor de QM/PM remanentes E B
Receptor de HDL A-l A-l
Inhibicién del reconocimiento por receptores C-l, C-ll, C-lIl, (A-lN)

Transferencia de lipidos D

Transporte inverso de colesterol A-l, A-IV, E

PM: Portomicrones; QM: Quilomicrones; VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: Lipoproteinas de densidad
intermedia; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; HDL: Lipoproteinas de alta densidad;LPL: Lipoproteinlipasa; LCAT:
Lecitin colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa hepética

(Griffin y Hermier, 1988; Welch y Borlakoglu, 1992)

3.3.1. Metabolismo de los portomicrones

A diferencia de los quilomicrones (QM) de mamiferos, los portomicrones pasan a la circulacién portal,
por lo que son dirigidos directamente al higado. Sin embargo, al igual que en mamiferos, la captacion
por parte del higado no sucede hasta después de ser parcialmente metabolizados en los tejidos

extrahepaticos, con un tiempo medio de circulacién de 3-4 minutos (Griffin y Hermier, 1988).

Los portomicrones circulantes son substrato del enzima LPL (activada por la Apo C-IlI). En este
proceso se produce la hidrélisis de los triglicéridos y parte de los fosfolipidos, liberandose acidos
grasos que seran captados por los tejidos o transportados por el plasma unidos a la albumina. El
resto de fosfolipidos de los portomicrones junto con las Apo C, seran transferidos a las lipoproteinas
de alta densidad (HDL: High Density Lipoprotein), quedando un portomicréon remanente rico en

ésteres de colesterol que sera captado por el tejido hepatico (con receptores para la Apo B).

Como se verd méas adelante, la LPL esta regulada por diferentes hormonas y puede presentar

variaciones en su actividad y en su afinidad por ciertos acidos grasos.

3.3.2. Metabolismo de las VLDL
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Las VLDL son sintetizadas en el higado y liberadas a la circulacién conteniendo triglicéridos,
colesterol, fosfolipidos y las correspondientes apoproteinas (Tabla 1.6). Como es bien sabido, en el
pollo, el higado es el principal sitio de sintesis de acidos grasos (Fisher, 1984), por lo que la
deposicion corporal de grasa dependera en gran medida de la secrecion y los niveles plasmaticos de
VLDL. De hecho, existe una clara correlacién entre los niveles plasmaticos de VLDL y el
engrasamiento corporal en el pollo siendo este parametro bioquimico un factor de seleccién para las

lineas grasas y magras de pollos, como se revisara mas adelante.

En cuanto a la secrecién de VLDL son menos conocidos los factores que regulan este proceso, sin
embargo, parece ser que el enzima D-9 desaturasa juega un papel importante, tal y como demuestran
los diferentes trabajos de Legrand (Legrand y col., 1987a; Legrand y Hermier, 1992; Legrand y
Lemarchal, 1988, 1992; Legrand y col., 1997). El mecanismo por el cual este enzima favorece la
secrecion de VLDL no esta muy claro, aunque se han considerado algunas hipotesis. El enzima D-9
desaturasa incorpora un doble enlace en el carbono 9 de los acidos grasos, formando acido oleico y
palmitoleico a partir del estearico y palmitico, respectivamente. La introduccion de este doble enlace
produce una disminucion en el punto de fusién del acido graso, lo cual favoreceria su incorporacion a
las lipoproteinas. Por otro lado, también existe la posibilidad de que el acido oleico impida la
degradacion intracelular de Apo B, apoproteina necesaria para la sintesis de VLDL (Dixon y col.,
1991).

Al igual que los portomicrones, las VLDL son substrato de la LPL. Una vez hidrolizados los TG, parte
del colesterol, fosfolipidos y Apo-C son transferidos a las HDL. Las VLDL hidrolizadas pasan a formar
las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL: Intermediate Density Lipoprotein) y las lipoproteinas de
baja densidad (LDL: Low Density Lipoprotein) con mayor densidad que las VLDL, debido a su mayor

contenido proteico.

Figura 1.3: Metabolismo de las lipoproteinas en aves
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TG: Triglicéridos; PL: Fosfolipidos; Col: Colesterol (esterificado o libre); LPL: Lipoprotein lipasa; LH: Lipasa hepética; PM:
Portomicrones; VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad; IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia; LDL:
Lipoproteinas de baja densidad; HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

Para ver composicion detallada de fosfolipidos y funcién de apoproteinas ver Tablas 1.5y 1.6.

3.3.3. __Metabolismo de las IDL y LDL

Como se muestra en la Tabla 1.5 las IDL presentan mayor contenido en colesterol y ésteres de
colesterol. Por su carencia en Apo-C, dejan de ser substrato de la LPL, pudiendo ser captadas por el
higado o metabolizadas a LDL. La conversién de IDL a LDL parece ser mediada, al menos en
mamiferos, por la lipasa hepatica (LH), mas que por la LPL (Welch y Borlakoglu, 1992), aunque
parece ser que dicho enzima presenta una actividad inferior en las aves (Griffin y Hermier, 1988). En

el proceso vuelven a hidrolizarse triglicéridos y fosfolipidos, quedando una particula muy rica en
colesterol.

Las LDL pueden ser captadas por gran variedad de tejidos, constituyendo una importante fuente de
colesterol para la integridad de la membrana celular y la sintesis de hormonas esteroideas. La

retirada de las IDL y LDL de la circulacion es realizada por endocitosis mediada por receptor y
posterior degradacién en los lisosomas.
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3.3.4. Metabolismo de las HDL

Las HDL pueden ser sintetizadas por el higado o ser producto de la hidrélisis de lipoproteinas ricas en
triglicéridos. Su composicién se presenta en la Tabla 1.5. En mamiferos se han identificado diferentes
formas de HDL (nascentes, HDL,, HDL, y HDL3) con diferente tamafio y composicion (Welch y
Borlakoglu, 1992). Sin embargo, hasta el momento en aves sé6lo se ha identificado una Unica forma
(Griffin y Hermier, 1988). Actlan como vehiculo de transporte del colesterol, tanto a los tejidos
periféricos como hacia el higado (transporte inverso de colesterol). En mamiferos, ademas, juegan un
importante papel en el metabolismo de los QM y VLDL, ya que les transfieren las Apo C y E y capta el
colesterol y fosfolipidos tras la hidrélisis de estas lipoproteinas. En aves las HDL parecen ser también

el principal reservorio de la Apo-C.

En mamiferos, las HDL son el principal substrato de la lecitin-colesterol acil-transferasa (LCAT)
activada por la Apo-Al y que esterifica el colesterol con la lecitina haciéndolo pasar al centro de la
lipoproteina (parte hidrofébica) y permitiendo proseguir su captacion. En aves, la Apo-Al esta
también presente en las VLDL, IDL y LDL, por lo que todas estas lipoproteinas son substrato para la

esterificacion del colesterol (Griffin y Hermier, 1988).

3.4. LIPOPROTEINLIPASA

La LPL es el principal enzima responsable de la hidrolisis de triglicéridos contenidos en los PM o en
las VLDL, liberdndose acidos grasos que serdn captados por las células de los tejidos. En dicha

hidrélisis la Apo C-II actiia como cofactor.

La LPL esta presente en el tejido endotelial de los capilares de muchos tejidos, incluyendo el adiposo,
cardiaco, pulmonar, muscular y renal. Es sintetizada por las células parenquimatosas de los tejidos
donde se encuentra (adipocitos, miocitos, células musculares) localizandose en el aparato de Golgi
desde donde es secretado hacia la membrana celular. La secrecion se produce en 2 fases (Vannier y
col., 1989), una primera correspondiente a la secrecién del enzima pre-existente y que dura unos 40
minutos, y otra segunda mas lenta que corresponde a la secrecidon del enzima que va siendo
sintetizado. El enzima en las células parenquimatosas no es activo, y precisa de una glucosilaciéon
post-translacional (Ong y Kern, 1989) para ser activado, antes de ser exportado a las células
endoteliales (Fielding y Frayn, 1998). Aqui se une al heparan sulfato quedando situada en la cara

luminal del endotelio capilar.

El control de la secrecion de la LPL se produce por diferentes hormonas incluyendo la insulina

(principalmente), glucocorticoides, tiroxina y glucagdn, y parece localizarse a diferentes niveles
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incluyendo la transcripcion, traslacion y post-traslaciéon (Bensadoun, 1991). Parece ser que en
mamiferos existe una regulacion tejido-especifica ya que la actividad de dicho enzima es diferente
segun el tejido estudiado y el estado nutricional. Asi, en estado de alimentacién el tejido adiposo
presenta mayor actividad de LPL que el tejido muscular o cardiaco, permitiendo el almacenamiento
de energia, mientras que en estado de ayuno la situacion se invierte y es el tejido muscular y
cardiaco los que presentan mas actividad ya que necesitan substrato para ser oxidado (Fielding y
Frayn, 1998). Sin embargo, la LPL de aves no parece estar tan influida por el estado nutricional
observandose muy poca variacion entre el estado de ayuno y de alimentacién en el tejido adiposo,

esquelético y cardiaco (Griffin y Hermier, 1988).

La funcion de la LPL hace pensar que es un enzima de gran importancia en la regulacién de la
deposicion de lipidos en el tejido adiposo. Sin embargo, segun los estudios en mamiferos, existe una
regulacién coordinada entre varios factores incluyendo a la LPL, la lipasa sensible a hormonas vy la
capacidad de esterificacion de los adipocitos en cada momento. Mientras la capacidad de
esterificacion de TG en el tejido adiposo esté estimulada, tanto por la insulina como por la proteina
estimuladora de la acilacién, los &cidos grasos liberados por la accion de la LPL seran almacenados.
Sin embargo, si la actividad de la LPL no se ve acompafiada de una estimulacién en la esterificacion,
los acidos grasos liberados pasaran al torrente sanguineo como acidos grasos no esterificados
(NEFA: Nonesterified Fatty Acids) unidos a la albumina (Fielding y Frayn, 1998).

No obstante dichos estudios en mamiferos, en aves se relaciona a la LPL con el diferente
engrasamiento entre estirpes de carne o de puesta (Griffin y col., 1987) y con el diferente crecimiento
de los depdsitos lipidicos (Butterwith, 1989), como se comentard mas adelante. Sin embargo, al
comparar lineas grasas y magras de pollos Broiler seleccionadas por los niveles de VLDL plasmaticos
(Griffin y col., 1989), se observa la misma actividad LPL en el tejido adiposo de ambas lineas aunque
exista mayor captacion por parte del tejido adiposo abdominal de VLDL marcada con “C en las lineas
grasas. Esto confirmaria los estudios realizados en mamiferos, segun los cuales es necesaria la
coordinacion de diferentes factores para que la actividad LPL de un tejido vaya acompafiada por la

mayor captacion de acidos grasos por parte de éste.

En el mismo trabajo de Griffin y col. (1989), si se observa una mayor actividad LPL en el musculo
cardiaco y del muslo de los pollos de las lineas magras respecto a los pollos de las lineas grasas, lo
cual se podria relacionar con un mayor uso de los TG por estos tejidos a expensas de una

disminucién de su deposicion en el tejido adiposo.
Un factor a tener en cuenta es el efecto de la dieta sobre la actividad de la LPL. Segin demuestran

algunos estudios en ratas, la LPL de la grasa abdominal presenta mayor afinidad por los acidos

grasos saturados (Sato y col., 1999). Por otro lado, Montalto y Bensadoun (1993) demostraron un
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efecto inhibitorio de la secrecién de LPL tras la administracion crénica de acidos poliinsaturados
(linoleico y eicosapentaenoico) a cultivos de adipocitos, respecto al control, mientras que no se

observé ningln efecto con el &cido oleico.

3.5. SINTESIS DE ACIDOS GRASOS

El elemento inicial para la sintesis de &cidos grasos es el Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA), proveniente
de la decarboxilacion oxidativa del piruvato, del catabolismo de aminoacidos (principalmente
glucogénicos: treonina, alanina y arginina) o de la degradacién de acidos grasos. Una vez presente el
acetil-CoA en el citosol se suceden una serie de reacciones hasta la formacion del &cido palmitico.
Los cofactores necesarios para la sintesis de &cidos grasos son el NADPH (fosfato del dinucleético

de nicotinamida y adenina reducido), ATP (trifosfato de adenosina), Mn?", biotina y bicarbonato.

El paso de acetil-CoA a malonil-CoA es mediado por el enzima acetil CoA carboxilasa y biotina como
coenzima. En dicha reaccion se precisa de ATP y bicarbonato como fuente de CO,. Posteriormente
se produce la elongacion de la cadena carbonada al combinarse sucesivas veces el malonil-CoA con
el acetil-CoA hasta la formacién de acido palmitico, mediante el complejo enzimatico acido graso

sintasa.

El complejo enzimatico acido graso sintasa es un dimero, compuesto de 2 mondmeros idénticos y
que integra 7 sitios activos (Figura 1.4). La proteina portadora del grupo acilo (ACP: Acil Coupling
Protein) se esterifica con los intermediarios acilados que intervienen en la sintesis de acidos grasos.
Parece ser que dicha proteina actla de “brazo oscilante” para trasportar los intermediarios acilados
de un enzima a otro dentro del complejo enzimatico. La acido graso sintasa posee ademas 2 grupos
sulfhidrilo esenciales que se cargan inicialmente con los grupos acilo del acetil-CoA y del malonil-
CoA, mediante enzimas transferasas (Lehninger, 1988). Seguidamente se suceden 4 etapas en cada
una de las cuales se produce la adicién de una unidad de 2 carbonos al malonil-CoA, dando lugar

finalmente al acido palmitico.

Figura 1.4: Esquematizacion del complejo enzimatico acido graso sintasa
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El acetil-CoA necesario para la sintesis de AG se encuentra en la mitocondria, mientras que la
biosintesis de acidos grasos se produce en el citosol. Para el transporte de acetil-CoA a través de la
membrana mitocondrial se combina con el oxalacetato para formar citrato, por la accién del enzima
citrato sintasa. El citrato atraviesa la membrana mitocondrial y se combina con el CoA para volver a
formar acetil-CoA y oxalacetato, mediante el enzima citrato liasa. El oxalacetato vuelve a la
mitocondria transformandose primeramente en malato, mediante el enzima malato deshidrogenasa
El malato puede atravesar la membrana mitocondrial donde vuelve a oxidarse para dar oxalacetato, al
integrarse en el ciclo del &cido citrico, o puede ser substrato del enzima malico para producir piruvato

gue también se integrara en el ciclo del acido citrico (Figura 1.5).

El NADPH es un coenzima necesario para la sintesis de &cidos grasos, ya que aporta el poder
reductor necesario para reducir los enlaces dobles de los intermediarios de este proceso de
biosintesis. Existen diferentes enzimas generadoras de NADPH, de las cuales la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasay la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (involucrados en la Via de las Pentosas) son
de gran importancia en mamiferos. En aves, sin embargo son el enzima malico y enzima isocitrato

deshidrogenasa los principales suministradores de NADPH (Asante y Bulfield, 1988) (Figura 1.5).

Una vez sintetizado el acido palmitico se produce la elongacién de la cadena carbonada mediante la

adiciéon de malonil-CoA y mediante el enzima acido graso elongasa. La desaturacion es realizada por
. 4 5 6 9 "
los enzimas desaturasas D', D, D'y D, que afiaden un doble enlace en los carbonos 4, 5, 6 y 9 del

extremo carboxilo.

3.5.1. Requlacién de lalipogénesis

La regulacion de la lipogénesis se produce por la regulacion de determinados enzimas lipogénicos. La

acetil-CoA carboxilasa es un enzima alostérico (enzima regulador de una secuencia metabdlica) que
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se activa por el citrato (indicador del estado de acetil-CoA) y se inhibe reversiblemente por cadenas
aciladas largas (por “feed-back” negativo del producto final de la reaccién). Las cadenas acil-CoA
inhiben también los transportadores tricarboxilicos de la mitocondria, impidiendo la salida de citrato y
por tanto evitando la activacion de la acetil-CoA carboxilasa (Mayes, 1995). Aunque la acetil-CoA

carboxilasa es un enzima limitante, no parece ser la Unica responsable del control de la lipogénesis.

El enzima piruvato deshidrogenasa que provee de acetil-CoA, también estad implicado en la regulacion
de la lipogénesis ya que es inhibido por las cadenas acil-CoA, mediante la inhibicién del transportador
de intercambio ATP-ADP (difosfato de adenosina) de la membrana mitocondrial interna. De esta
forma se produce un aumento de la relacién [ATP]/[ADP], lo cual produce el paso de enzima activo a
inactivo. La oxidacidon de las cadenas acil-CoA también puede aumentar las relaciones [acetil-
CoA]/[CoA] y [NADH]J/[NAD"] (Dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido / dinucleético de
nicotinamida y adenina oxidado) en la mitocondria, inhibiendo igualmente a la piruvato

deshidrogenasa (Mayes, 1995).

Figura 1.5: Suministro de Acetil-CoA y NADPH para la sintesis de acidos grasos.
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El estado redox citoplasmatico es también un factor regulador de la lipogénesis, ya que las relaciones
NADH:NAD" y/o NADPH:NADP " (Fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido : fosfato
del dinucledtico de nicotinamida y adenina oxidado), indican la disponibilidad de los equivalentes
reductores necesarios para la lipogénesis.

inhibicion de la lipogénesis (Mayes, 1995). En este sentido, toman importancia los enzimas

Una disminucion de estas relaciones producira una

generadores de NADPH, comentadas anteriormente.

3.6. LIPOLISIS Y OXIDACION LIPIDICA

La degradacién de los acidos grasos para la obtencién de energia se inicia con la liberacion de estos

desde los adipocitos, mediante la lipdlisis. La lipdlisis hace referencia a la hidrélisis de los triglicéridos

26



para dar acidos grasos y glicerol y estd mediada por la lipasa sensible a hormonas que libera los
acidos grasos en posicién 1y 3 del TG, y la monoacilglicerol lipasa que libera el AG en posicién 2 del

triglicérido. El enzima regulador de este proceso es la lipasa sensible a hormonas.

Mientras que en mamiferos la adrenalina y noradrenalina son las principales hormonas estimuladoras
de la lipasa sensible a hormonas, en aves es el glucagon el principal activador. La activacién se
produce por aumento del AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) intracelular. Este activa una
proteina quinasa que produce la fosforilacion del enzima lipasa, pasando a su forma activa (Langin y
col., 1996).

Una vez liberados los acidos grasos, estos son transportados por el plasma unidos a la albimina y
llegan a los diferentes tejidos donde se produce su oxidacion. La b-oxidaciéon de los AG se produce
en la mitocondria. El transporte del AG al interior de la mitocondria se produce por un proceso en 3
etapas. Primeramente, se produce la esterificacion del AG con el coenzima A, mediante el enzima
acil-CoA sintetasa situada en la membrana mitocondrial externa. El enzima carnitin aciltransferasa |,
situado en la membrana mitocondrial interna, cataliza la reaccién de transporte del AG-CoA a través

de la membrana mediante la esterificacién de éste con la carnitina y liberacién del CoA.

Seguidamente, la carnitin aciltransferasa 1l, situada en la superficie interna de la membrana
mitocondrial interna, vuelve a transferir el AG desde la carnitina a la CoA de la matriz mitocondrial. El
enzima carnitin aciltransferasa | es un enzima regulador del proceso, por lo que regula la velocidad de
entrada del AG en la mitocondria y, por tanto, su oxidacion.

La oxidacion de los acidos grasos saturados se produce por la eliminacion repetida de fragmentos de
2 carbonos, mediante oxidacién, que daran lugar a acetil-CoA. El proceso se sucede mediante etapas
de deshidrogenaciéon e hidratacién. Las moléculas de acetil-CoA generadas entrardn en el ciclo del
acido citrico o en el proceso de formacidén de cuerpos ceténicos. En el caso de los AG de numero
impar de carbonos, los Ultimos 3 carbonos de su cadena (propionil-CoA) son transformados, mediante
una serie de reacciones, en succinil-CoA, que puede integrarse al ciclo del acido citrico. Para la

oxidacion de AG insaturados intervendran también los enzimas isomerasa y epimerasa.

La regulacién de la oxidacion de los acidos grasos se produce por su velocidad de penetracion en la
mitocondria. El enzima carnitin aciltransferasa | se inhibe especificamente por el malonil-CoA, primer
intermediario en la sintesis de acidos grasos. La concentracion de malonil-CoA en la célula aumenta
con dietas ricas en carbohidratos o con la insulina, (Saha y col., 1999), y disminuye con el ejercicio
(Odland y col., 2000), o el ayuno (Drynan y col., 1996).
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3.7. HORMONAS REGULADORAS DEL METABOLISMO LIPIDICO EN AVES

3.7.1. Insulina

La insulina esta compuesta por 2 cadenas aminoacidicas de 21 y 30 residuos y es secretada por las
células beta pancredticas. Se sintetiza en los ribosomas en forma de pre-prohormona insulinica, que
seguidamente se segmenta para formar la proinsulina. La mayor parte de esta proinsulina vuelve a
segmentarse en el Aparato de Golgi para dar la insulina, aunque parte es secretada como proinsulina,

sin actividad biologica.

La insulina de pollo difiere de la de mamiferos en algunos residuos situados en posicion 8, 9 y 10 de
la cadena Ay 1, 2 y 27 de la cadena B. Estos minimos cambios le dan diferentes propiedades
inmunolégicas y mayor potencia biolégica respecto a la insulina de mamiferos, que podria ser
consecuencia de su mayor afinidad por los receptores celulares de insulina (Simon, 1988). Sin
embargo, el nimero de receptores de insulina en el tejido hepatico de pollos en crecimiento es inferior
a los de mamiferos, lo cual podria explicar los altos niveles de glucosa en el plasma de pollo y la

resistencia a la insulina exdgena.

La secrecion de insulina esta regulada por diferentes metabolitos y hormonas. La glucosa ejerce un
efecto directo sobre las células beta produciendo un aumento en la secrecion de insulina. El aumento
de la concentracidon de aminoacidos en sangre (especialmente de la arginina, leucina o alanina) o de
los b-cetoacidos también aumentan su secrecidn. Algunas hormonas intestinales como la secretina, la
gastrina y el péptido gastrico inhibidor, tienen funcién estimuladora de la secrecion de insulina. Por
otro lado, los estimulos que producen un aumento en el AMPc de las células beta, como los agonistas
b-adrenérgicos o glucagon, también estimulan la secrecion de insulina, probablemente, aumentando

el Ca®" intracelular (Ganong, 1988).

Los receptores de la insulina estan constituidos por 2 subunidades a y 2 b. La insulina se une a las
subunidades a y causa la autofosforilacion de las subunidades b, convirtiéndose en un enzima

quinasa que fosforila determinados enzimas citosdélicos.
3.7.1.1. Efecto de lainsulina sobre el metabolismo de carbohidratos
Al igual que en mamiferos, la insulina en aves produce un efecto hipoglucémico, aunque las dosis

necesarias para tal efecto son bastante mas elevadas que las requeridas en mamiferos, y el efecto es

mucho mas pronunciado en estado de ayuno que en estado de consumo (Simon, 1988).
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A nivel hepatico la insulina inhibe la glucégenolisis. Produce la inhibicién del enzima fosforilasa
hepatica, que causa el desdoblamiento de glucégeno en glucosa; aumenta la captacién de glucosa
por la estimulacion de la glucoquinasa, que fosforila la glucosa para difundir al interior de las células
hepaticas; y estimula la sintesis de glucégeno, activando la fosfofructoquinasa que causa la segunda

fosforilacion de la glucosa, y la glucégeno sintetasa.

En las células musculares y adiposas, la insulina estimula el transporte de glucosa a través de la
membrana celular, aunque la magnitud de respuesta en el tejido adiposo de aves es bastante baja
(Simon, 1988).

3.7.1.2. Efecto de lainsulina sobre el metabolismo lipidico

El principal papel de la insulina sobre el metabolismo lipidico es su efecto lipogénico. En estudios
realizados in vivo la insulina exégena aumentd la incorporacién de C en los extractos lipidicos
obtenidos del higado, tejidos adiposo y muscular. Dicho efecto parece ser mediado por la

estimulacion de los enzimas lipogénicos (Simon, 1988).

Por otro lado, la insulina incrementa la captacion de los TG de las VLDL por parte de los adipocitos,
debido a un aumento en la actividad de la LPL. La insulina es el principal regulador de la LPL en
humanos y ratas y es muy bien conocido su mecanismo de accién (Semenkovichs y col., 1989;
Knutson, 2000). Sin embargo, existen pocos estudios que demuestren este efecto en aves. Borron y
col. (1979) observo6 que la insulina estimulaba la actividad de la LPL en cultivos de adipocitos, aunque

la dosis necesaria fue bastante elevada.
En humanos, la insulina inhibe la accioén de la lipasa sensible a hormonas, evitando de esta forma la
lipdlisis. Sin embargo, no se ha encontrado efecto antilipolitico de la insulina en los adipocitos de

pollos (Simon, 1988).

3.7.2. Glucagédn

El glucagbn es sintetizado por las células alfa del pancreas. Su secrecibn se ve regulada
principalmente por la concentracidn sanguinea de glucosa, aunque parece estar mediada por la
insulina, ya que la glucosa sélo bloquea su secrecién en presencia de ésta (Ganong, 1988; Mialhe y
col., 1988). La insulina, somatostatina, secretina, AGL, cetonas y estimulantes a-adrenérgicos
también inhiben la secrecion de glucagén, mientras que los aminoacidos en sangre (particularmente
los glucogénicos), la gastrina, el cortisol, el ejercicio y los agonistas b-adrenérgicos la estimulan
(Ganong, 1988).
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La principal funcién del glucagén es mantener los niveles adecuados de glucosa en sangre. Para ello
estimula la glucogenolisis y la gluconeogénesis. Ademas, ejerce un efecto lipolitico y cetogénico,
siendo el principal estimulador de la lipdlisis en aves (Butterwith, 1988), a diferencia que en
mamiferos en los cuales la adrenalina y noradrenalina son las principales hormonas que estimulan la

lipolisis.
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4, FACTORES QUE AFECTAN A LA DEPOSICION DE GRASA EN EL POLLO

Los factores que modifican la deposicion de grasa en el pollo son principalmente la seleccion

genética, el sexo, los factores ambientales y los nutricionales.

4.1. MODIFICACION DE LA DEPOSICION DE GRASA MEDIANTE SELECCION GENETICA
Numerosos estudios han demostrado la elevada heredabilidad que presenta la deposicion de grasa

en el pollo (Tabla 1.7). Gracias a esto es posible modificar de forma importante los patrones de

deposicién de grasa a lo largo de sucesivas generaciones.

Tabla 1.7: Valores de heredabilidad del engrasamiento del pollo de carne.

Autor Parametro Heredabilidad (h?)

Leclercqy col. (1980) Grasa abdominal (g) 1,06
Grasa abd. / peso vivo 0,98

0,78 (hembras)

Cahaner y Nitsan (1985) Grasa abd. / peso vivo 0,55 (W. Rock)

0,92 (Cornish)
Leenstra y Pit (1988) Grasa abdominal (%) 0,53
Peso vivo / grasa abd. 0,58

Los pardmetros de seleccion que han mostrado mas éxito en la reduccion de grasa en el pollo son el
indice de conversion y la grasa abdominal. La seleccién genética en base a la grasa abdominal puede
realizarse mediante métodos no agresivos (calibrador abdominal) o de forma indirecta mediante la
determinacion de parametros bioquimicos correlacionados con la deposicién de grasa (VLDL,

triglicéridos sanguineos o glucemia).

4.1.1. Seleccién genética hacia un mejor indice de conversidn.

Este método de seleccion se basa en el diferente coste de deposicién de un gramo de tejido adiposo
y un gramo de tejido no adiposo. Por su mayor valor calérico, el coste de deposicion de un gramo de
tejido lipidico es hasta 4 veces superior al del tejido magro, por lo que la ingestién del alimento
necesario para incrementar un gramo de peso vivo seria inferior para las lineas magras.

La seleccion hacia un mejor indice de conversion reduce la deposicién de grasa, respecto a los pollos
seleccionados para una mayor velocidad de crecimiento o un mayor consumo de alimento (Pym y
Solvyns, 1979; Leenstra, 1988; Leenstra y Pit, 1988; Sorensen, 1988). Aunque existen algunas
diferencias en la ingestion de energia entre pollos sometidos a estos diferentes pardmetros de

seleccibn, éstas no explicarian, exclusivamente, el diferente engrasamiento (Buyse y col., 1998), por
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lo que otros factores metabdlicos deben estar implicados. Parece ser que el principal factor que
diferencia la linea de seleccién hacia un mejor indice de conversion se encuentra en el diferente

reparto de la energia retenida, entre deposicién de grasa y deposicion de proteina.

Pym y col. (1984) observaron un aumento en la retencién de nitrégeno consecuencia de un recambio
proteico mas reducido en los pollos seleccionados para un mejor IC, lo cual produciria un incremento
en la deposicion de tejido magro respecto a las otras lineas de seleccién (por velocidad de

crecimiento o consumo de alimento) (Pym y Solvyns, 1979).

Mas recientemente, en el estudio de Buyse y col. (1998), se observa que, tanto las necesidades de
mantenimiento como la produccién de calor y cociente de respiracion son similares entre las lineas
seleccionadas para un mayor peso vivo y un mejor indice de conversion. La eficiencia de retencion de
energia fue, por tanto, la misma entre ambas lineas. Sin embargo, una mayor proporcién de esta
energia retenida fue depositada en forma de grasa en los pollos seleccionados para un mayor
crecimiento, lo cual produjo un aumento en la relacion corporal de grasa y proteina. De la misma

forma, la eficiencia de deposicidn de proteina fue mayor para las lineas con mejor IC.

Segun Leenstra y col. (1991) estas diferencias metabdlicas entre las diferentes lineas de seleccion
podrian estar relacionadas con un diferente patron de secrecion de la hormona de crecimiento u

hormonas tiroideas.

Sin embargo, en todos estos trabajos se observa que la seleccién hacia un mejor indice de
conversion produce simultdneamente una reduccién en el peso vivo. Es por ello que algunos autores
(Pym y Nicholls, 1979; Leenstra, 1988) recomiendan la seleccidén conjunta del indice de conversion y

el peso vivo o el porcentaje de grasa abdominal.

4.1.2. Seleccidén genética hacia un menor contenido de grasa abdominal

La grasa abdominal se considera el deposito lipidico mas importante del pollo, por sus implicaciones
en el procesado industrial, por su magnitud y por su facilidad de identificacion y aislamiento. Ademas
de estas caracteristicas anatémicas, la grasa abdominal presenta una importante correlaciéon con el
resto de grasa corporal (Pfaff y Austic, 1976; Whitehead y Griffin,1984) por lo que, los métodos de
seleccién de lineas magras se basan principalmente en la reduccidon de este depdsito. Asi, la

medicion directa de grasa abdominal en las lineas progenitoras se presenta como un buen método de
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seleccién, desarrollado por Leclercq (Leclercq y col., 1980, Leclercq, 1988). Sin embargo, el método

de determinacion de la grasa abdominal puede presentar algunos inconvenientes.

Griffin y col. (1982) demostraron la relacién entre los niveles plasméticos de VLDL y el contenido en
grasa corporal. El principal sitio de lipogénesis en el pollo es el higado donde se sintetiza y secreta
VLDL, que sera posteriormente captado por los tejidos periféricos. Por tanto, un aumento en la
concentracion de VLDL debe estar intimamente relacionado con un incremento en la deposicion de

grasa.

El alto coeficiente de correlacion con la grasa abdominal, asi como el desarrollo de técnicas de
analisis sencillas (Griffin y Whitehead, 1982) han permitido utilizar este parametro como criterio
indirecto de seleccion de lineas grasas y magras, presentando la ventaja de no ser necesario el
sacrificio del ave. Grunder y Chambers (1988) demostraron que la seleccidon de lineas magras
utilizando los niveles plasmaticos de VLDL era mas eficaz que otros parametros relacionados con la
deposicién de grasa en el pollo (LPL) y se presentaba tan efectiva como la seleccion directa para un

menor contenido de grasa abdominal.

Whitehead y Griffin (1984) estudiaron el efecto de dicha seleccion durante 3 generaciones. Los
cambios en la concentracion de VLDL, grasa abdominal y grasa y proteina corporales fueron
significativos desde la primera generacidon seleccionada, tanto en hembras como en machos,
manteniéndose un mismo peso vivo entre ambas lineas. La linea magra presenté menor
concentracion de VLDL plasmatica y un porcentaje de grasa abdominal y corporal un 49 y 34%
inferior a la linea grasa, respectivamente. La deposicidon de proteina se incrementd y el indice de

conversion mejoro en la linea magra.

En la experiencia durante 8 generaciones (Whitehead, 1990), los efectos de la seleccion se repitieron
y la divergencia entre ambas lineas fue aumentando a lo largo de las sucesivas generaciones.
Whitehead (1990) observé que la divergencia en la concentracion de VLDL era debida a un
incremento de esta lipoproteina en la linea grasa, respecto a una linea control, mientras que la
reduccién de la concentracién en VLDL en la linea magra respecto a la control fue menos acusada.
Sin embargo, la grasa abdominal en esta linea si continué disminuyendo en sucesivas generaciones,
respecto a la estirpe comercial utilizada como control. Este hecho podria ser explicado por el balance
de secrecion y captacién de VLDL por el higado y los tejidos, respectivamente. En las lineas magras
la menor secrecién hepatica de VLDL (Legrand y col., 1987b) podria verse compensada por una

menor captacion de los tejidos periféricos, lo cual permitiria una menor deposiciéon de grasa.
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4.1.3. Diferencias metabdlicas entre las lineas grasas y magras de pollos

Los mecanismos mediante los cuales se produce esta diferenciacién en la deposiciéon de grasa entre
diferentes lineas de pollos seleccionados genéticamente, han sido objeto de estudio de diferentes

autores.

Los principales mecanismos fisioldégicos que podrian ser modificados mediante la seleccién genética

son los siguientes:

Mayor capacidad de deposicion de lipidos en el tejido adiposo de las lineas grasas

- Mayor actividad LPL en el tejido adiposo.

Para que se produzca una mayor deposicidon de grasa en el tejido adiposo ha de verse incrementada,
primeramente, la secrecién de VLDL, lo cual ha sido claramente demostrado (Griffin y col., 1982).
Seguidamente, para que el aumento de secrecién de VLDL en las lineas grasas produzca un
aumento en la deposicion de grasa se ha de producir, simultaneamente un aumento de su captacion,

por parte de los tejidos.

La LPL es el enzima encargado de hidrolizar los triglicéridos de las lipoproteinas plasméticas,
permitiendo la entrada de &cidos grasos a las células. Por tanto, un aumento en la deposicion de
grasa, deberia ir acompafado de un aumento de la actividad de este enzima. Hermier y col. (1989)
encontraron una mayor actividad LPL en el tejido adiposo abdominal de las lineas grasas, sin
embargo, al compararla por unidad celular las diferencias no fueron significativas. Esto se repite en el
estudio de Leclercq y col. (1990), en el cual los pollos pertenecientes a lineas grasas, presentaron
una mayor secrecion de VLDL y una mayor captacion de estas lipoproteinas, principalmente a nivel
abdominal, que los pollos pertenecientes a las lineas magras. Sin embargo, no se encontraron

diferencias entre lineas ni en la afinidad, ni en la actividad de este enzima.

Por tanto, la mayor actividad LPL es debida al mayor nimero de adipocitos presentes en el tejido
adiposo de las lineas grasas, respecto a las magras, y no a una mayor actividad del enzima en si o

por unidad celular.

Se ha de mencionar, no obstante, que la actividad LPL puede variar en diferentes tejidos y que si
parecen existir diferencias entre lineas en la actividad LPL del tejido muscular. Asi, algunos autores
(Griffin y col., 1989; Hermier y col., 1989) encontraron mayor actividad en el misculo cardiaco y otros

tejidos musculares en las lineas magras, respecto a las grasas, lo cual implicaria un uso preferente
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de VLDL por estos tejidos y una menor disponibilidad de triglicéridos para su deposito en los tejidos

adiposos de esta linea.

Diferencias en la actividad lipogénica
La mayor concentracion de VLDL observada en las lineas grasas hace pensar en una mayor
actividad lipogénica, por lo que son numerosos los estudios que determinan la actividad de diferentes

enzimas implicados en la lipogénesis.

- Actividad de enzimas productoras de NADPH.

Respecto a los enzimas generadores de NADPH (necesario como factor reductor en la sintesis de
lipidos), Asante y Bulfield (1988) observaron mayor actividad de los enzimas 6-fosfato
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasay enzima malico en las
lineas grasas. En todos los casos, la actividad del enzima malico e isocitrato deshidrogenasa fue
superior a la actividad de los enzimas involucrados en la via de las pentosas fosfato, demostrando la
mayor importancia de estos enzimas como generadoras de NADPH en el pollo. Sin embargo,
Legrand y col. (1987a) no encontrd diferencias significativas en la actividad del enzima malico, entre

ambas lineas de pollos.

- Actividad A-9 desaturasa.

El enzima A-9 desaturasa esta relacionado con la incorporacion de acidos grasos a los lipidos
hepaticos. En varios estudios (Legrand y col., 1987a; Legrand y Lemarchal, 1988) se encontré mayor
actividad de este enzima en las lineas grasas, aumentando en el peor de los casos un 45%, respecto
a las lineas magras. Esto produciria un aumento en la concentracion de VLDL que, al estar
directamente relacionado con la deposicion de grasa abdominal (Griffin y col., 1982), explicaria la
mayor deposicion de grasa abdominal. De hecho, Legrand y col. (1987a) encontraron una clara

relacion entre la actividad A-9 desaturasay la deposicion de grasa abdominal.

- Mayor actividad Acetil Co-A carboxilasa.

La actividad de este enzima, considerado limitante para la sintesis de lipidos en aves, fue estudiada
por Legrand y col. (1987a) entre lineas magras y grasas. Aunque las lineas grasas presentaron una

actividad hasta un 25% superior a las lineas magras, las diferencias no fueron significativas, por lo
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que los autores sugieren que el diferente engrasamiento entre ambas lineas se debe principalmente a
la mayor secrecion hepética de VLDL. La misma sintesis lipidica pero una diferente secrecién de

VLDL entre lineas hace pensar en un uso diferente de los lipidos sintetizados en las lineas magras.

- Determinacién de la lipogénesis in vivo.

Existen varios estudios en los cuales se determina la actividad lipogénica in vivo de las lineas grasas
y magras, utilizando agua tritiada E’HZO) (Griffin y col., 1992; Saadoun y Leclercq, 1987) o acetato
marcado radiactivamente (14C) (Legrand y col., 1987b). En ellos se determina la incorporacion de
(tritio) *H o *c, respectivamente, en los lipidos de diferentes tejidos. Mientras que el acetato Yc se
incorpora al acetil-coenzima A citosolica, principal precursor de la sintesis de lipidos, el 3H20 sirve
como donador de °H en los pasos siguientes de la lipogénesis, por tanto, este Ultimo marcador no

diferenciara entre la sintesis de novo y la elongacion directa de los acidos grasos exdgenos.

De todos estos estudios se deduce que, al parecer, no es tan acusada la diferente lipogénesis entre
lineas magras y grasas de pollos. Saadoun y Leclercq (1987) encontraron mayor incorporacion de *H
en los lipidos de las lineas grasas, sugiriendo una mayor lipogénesis. Sin embargo, estas diferencias
no fueron significativas. Legrand y col. (1987b) encontraron mayor incorporacion de “C en los lipidos
plasmaticos y del tejido adiposo de las lineas grasas, entre los 30 minutos y 1 hora, y las 5 y 12
horas, respectivamente, tras la inyeccién de acetato c. sin embargo, en los lipidos hepéticos fue la
linea magra la que presenté mayor incorporacién, aunque Unicamente a los 30 minutos tras la
administracion de acetato “*C.

Teniendo en cuenta que la actividad A-9 desaturasa es mayor en las lineas grasas (Legrand y col.,
1987a; Legrand y Lemarchal, 1988) y que se acompafia de una mayor secrecién hepética de VLDL
(Leclercq y col. 1990), se podria considerar que el mayor marcaje de los lipidos hepaticos de la linea
magra y el menor en los lipidos sanguineos se debe a una menor secrecion de VLDL vy, por tanto, una
lipogénesis hepética incrementada en las lineas grasas pasaria desapercibida. Sin embargo, los
autores concluyen que no existen diferencias en la lipogénesis de ambas lineas y sugieren que, en el
caso de las lineas magras, los lipidos sintetizados de novo deben dirigirse hacia otros procesos
metabdlicos en preferencia a su deposiciéon. De hecho, en este mismo estudio se determiné la
radiactividad especifica del CO, espirado, encontrando un marcaje mayor en el CO, de las lineas
magras. Aunque este CO, podria proceder de la oxidacién directa del acetato ¢ en el ciclo de Krebs,

también podria indicar una mayor a-oxidacion de los lipidos en las lineas magras.
Diferencias metabdlicas

- Diferencias en el metabolismo energético
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La diferente deposicion de lipidos entre lineas magras y grasas puede ser consecuencia de un

diferente balance energético.

Por un lado, podria producirse una disminucién del gasto energético de los pollos de las lineas
grasas, consecuencia de una disminucion en las necesidades de mantenimiento o en la
termogénesis. De esta forma, aumentaria la energia disponible para la deposicién de lipidos, una vez
alcanzado el maximo de deposicién de proteina. Otra posibilidad seria un diferente reparto de la

energia metabolizable entre la deposicion de lipidos y de proteina.

En los estudios de diferentes autores (Leclercq y Saadoun, 1982; Geraert y col., 1988; MacLeod y
col., 1988; Geraert y col.,, 1990) no se han observado diferencias en el consumo de alimento, la
energia metabolizable, las necesidades energéticas de mantenimiento ni la termogénesis inducida
por el consumo. No obstante, las diferencias en la deposicion de grasa y proteina son evidentes en

todos los casos (Tabla 1.8).

Tabla 1.8: Cambios en laretencion de grasay proteina en lineas de pollos grasas y magras.

Linea Consumo Energia Retencion Retencion de
(a/d) metabolizable lipidos proteina

Leclercq y Saadoun, 1982 G 115 2.97 (Kcal/g) 132 (g)

(35-49 d) M 114 2.93 (Kcallg) 113 (g)

MacLeod y col., 1988 G 157 1965 (KJ/d) 582 (KJ/d) 216 (KJ/d)
(10 sem.) M 153 1971(KJ/d) 497 (KJ/d) 280 (KJ/d)
Geraerty col., 1988 G 96 1288 (KJ/d) 1.27 (g N/d)
(5 sem.) M 95 1351 (KJ/d) 1.46 (g N/d)

g/d: gramos por dia

Con una misma eficiencia energética de la racion (Geraert y col.,, 1990) la diferente composicion
corporal entre lineas se explicaria por una derivacion de la energia hacia la deposicién de lipidos en
las estirpes grasas. En los estudios de Geraert y col. (1988,1990) se observa un aumento en la
excrecion de acido Urico en las lineas grasas, lo cual se relaciona con un mayor catabolismo de los
amino&cidos. Un nivel de lipogénesis mayor incrementaria la demanda de acetil CoA, necesario para
la sintesis de acidos grasos (Saunderson, 1988), el cual provendria del catabolismo de todos los

precursores, incluyendo los aminoacidos.

Tal y como se muestra en la Figura 1.6 (Mamier y col, 1986), la incorporacién en el tejido adiposo de
e proveniente de leucina marcada radiactivamente en la dieta, es mayor para la linea grasa, lo que
confirma la implicacion de los aminoacidos en la sintesis de lipidos. Aunque la relacion de

. ., 14 ., . . ;- . ,
incorporacion de ~'C en la fraccion proteica y aminoacidica es similar en ambas lineas, los valores
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absolutos de ambas fracciones son mayores en la linea grasa, lo cual indicaria un mayor recambio
proteico y, por tanto, una mayor disponibilidad de substrato para la sintesis de lipidos, dando como
resultado una menor eficiencia de retencidn de proteina (MacLeod y col., 1988).

Figura 1.6: Incorporacién de **C-leucina dietética en el tejido adiposo de lineas grasas y magras de pollos Broiler.

700
EMagra
Grasa 1.- Grasa carcasa (gKg)
5254 2.- Proteina carcasa (g/Kg.)
3.- 14C en lipidos (dpm/g)
350 4.-14C en aa. libres dpm/g miasculo)
_ 5.- 14C en proteina (dpm/g masculo)
175 4 6.- Relacién 14C protteima : 1C aa. libres
0-
1 2 3 4 5 6

aa: Aminoéacidos; dpm: Desintegraciones por minuto
(Mamier y col, 1986)

- Diferencias en la secreciéon de hormonas

Como se ha visto en el apartado anterior, el metabolismo lipidico y la deposicién de grasa estan
controlados por diferentes hormonas, por tanto, cambios en la secrecién o en la sensibilidad celular a
éstas podrian explicar el mayor engrasamiento de las lineas grasas. Sin embargo, los resultados

obtenidos en diferentes experimentos no son totalmente concluyentes.

El hecho de que las lineas grasas presenten una concentracion plasmatica de glucosa menor que las
magras (Dimock y col., 1988; Lefebvre y col., 1988; Hermier y col., 1991) sugiere una implicacion de
la insulina, la cual aumenta el transporte de glucosa a través de las membranas celulares, inhibe la
gluconeogénesis, aumenta la sintesis de lipidos a partir de los carbohidratos e incrementa la

incorporacién de &cidos grasos a las VLDL (Simon, 1988).
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En diferentes estudios (Hermier y col., 1991; Lefebvre y col., 1988) se ha demostrado la relacién entre
la glucosa, la concentracion de VLDL y el engrasamiento, en lineas de pollos seleccionadas en base
a diferentes criterios (Tabla 1.9 y 1.10), lo cual podria indicar una diferente secrecion de insulina o

respuesta a ésta en las lineas grasas de pollos respecto a las magras.

Touchburn y col. (1981) asociaron la menor concentracién de glucosa plasmatica en los pollos de
lineas grasas con un incremento en la concentracion de insulina en estado de ayuno. Dupont y col.
(1999), encontraron sélo diferencias en la concentracién de insulina en estado de consumo. Ambos
autores coinciden en que esta diferente secrecion de insulina seria la responsable del diferente

engrasamiento entre ambas lineas de pollos.

Tabla 1.9: Grasa abdominal, triglicéridos y glucosa plasmaéticos en lineas grasas (LG) y magras (LM) seleccionadas
segun diferentes criterios.

Criterio de seleccion Linea Grase;;b;j\(/))minal plaTsrrir?gt?Scr)ig?(?/L) plas(r?:;ggze}q/u
Grasa abdominal t(l\él :1“538 822 iéi
VoL 1 250 025 167
Glucosa I[gl ggg 85(7) i%g

% PV: Porcentaje sobre peso Vivo
(Hermier y col., 1991)

Tabla 1.10: Grasa abdominal y glucosa plasmatica en lineas grasas (LG) y magras (LM).

LM LG

Glucosa Progenitores 231 2.19
(mg/ml) Descendencia 2.28 2.19

. Progenitores 2.93 5.23

Grasa abdominal (%) Descendencia 2.94 5.20
L Progenitores -0.77 -0.41
Correlacion Descendencia -0.36 -0.65

(Defebvre y col., 1988)

Otra importante hormona implicada en la deposicion de grasa es el glucagdn, principal hormona
lipolitica en aves. Aunque los estudios in vitro muestran la misma sensibilidad de los adipocitos de
lineas grasas y magras a esta hormona (Leclercq y col., 1988), los estudios in vivo realizados por
Dimock y col. (1988) muestran una tendencia (P < 0.07) de las lineas grasas a presentar niveles
plasmaticos de glucagébn menores a los de las lineas magras. La relacidon glucagén:insulina en las
lineas magras fue significativamente mayor que en las lineas grasas. Estas observaciones indicarian
que la menor deposicion de grasa en las lineas magras es en parte consecuencia de la mayor

movilizacidn de los lipidos de reserva, inducida por el glucagén.
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Respecto a las hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tetraiodotironina (T;), también existen
diferencias entre diferentes lineas de pollos. Mitchell (1988), observd una mayor concentraciéon de T;
total y libre y T, libre en las lineas magras, respecto a las grasas. Aunque las hormonas tiroideas
estan relacionadas con una mayor termogénesis, esta no parece ser la causa del diferente
engrasamiento entre lineas de pollo, ya que no se han observado diferencias en estudios

calorimétricos (MacLeod y col., 1988).

Sin embargo, otros mecanismos podrian estar implicados. Las hormonas tiroideas estimulan la
deposicion de proteina, por lo que los niveles menores en las lineas grasas estimularian la sintesis de
lipidos a partir de los aminoacidos, hecho que parece confirmarse por la mayor incorporacion en el

tejido adiposo de “c proveniente de aminoacidos observado en estas lineas (Mamier y col, 1986).

4.2. DIFERENTE DEPOSICION DE GRASA ENTRE MACHOS Y HEMBRAS

Al igual que en mamiferos, las aves de sexo femenino inician la deposicion de lipidos antes que los
machos y acumulan mayor cantidad de grasa que éstos. Estas diferencias se atribuyen, por un lado,
a la diferente secrecion de hormona de crecimiento entre sexos y, una vez alcanzada la madurez

sexual, a la secrecién de hormonas sexuales.

4.3. FACTORES AMBIENTALES QUE MODIFICAN LA DEPOSICION DE GRASA

Los principales factores ambientales que pueden modificar la deposicién de grasa son los periodos de

luz y la temperatura.

En el estudio de Buyse y Decuypere (1988), el programa de luz intermitente de 1 hora de luzy 2 6 3
horas de oscuridad mejoré el indice de conversién y redujo la deposicion de grasa abdominal
respecto al patrén de luz continua (23,5 horas de luz y 0,5 horas de oscuridad). Dicho efecto se
produciria muy posiblemente por la pauta de alimentacibn que comporta uno y otro patrén de

iluminacion.

Existen diferentes estudios que muestran cémo el aumento de temperatura ambiental reduce el
crecimiento y aumenta la deposicién de grasa en el pollo (Ain Baziz y col., 1996; Cahaner y Leenstra,
1992). El aumento de temperatura por encima de 21°C produce una reduccion en la ingestion de

alimento, empeora el indice de conversién y produce un retardo en el crecimiento.
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Tal y como muestra Cahaner y Leenstra (1992), dicho efecto es mas acentuado en aves de edad mas
avanzada que en aves jovenes, y en machos mas que en hembras. Paralelamente, se produce un
incremento en el porcentaje de grasa abdominal y subcuténea, principalmente (Figura 1.7), que
puede suponer hasta 1,9 g/kg/°C de incremento de grasa en la carcasa (Fisher, 1984). El perfil de
acidos grasos de diferentes depdsitos lipidicos se vuelve mas saturado con el aumento de
temperatura ambiental, lo cual podria indicar mayor sintesis enddgena. La reducciéon en el
metabolismo basal y la actividad fisica con temperaturas elevadas, dejaria mas energia disponible

para la sintesis y almacenamiento de lipidos.

Figura 1.7: Efecto de latemperatura ambiental sobre la deposicién de grasa en pollos de 7 semanas de edad. (*%
sobre peso de muslo).
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(Ain Baziz y col., 1996)

4.4, FACTORES NUTRICIONALES QUE MODIFICAN LA DEPOSICION DE GRASA
Podrian citarse como principales factores nutricionales que afectan la deposicién de grasa en el pollo,
los regimenes de alimentacién, la ingestion de energia o concentracion energética de la racion, la

relacion energia:proteina, la inclusion de grasa en la dieta y el perfil de acidos grasos de ésta.

4.4.1. Pautas de alimentacién

Los sistemas de produccion de pollos de carne permiten una disposiciéon de alimento ininterrumpida
durante 18-23 horas. Esto supone un flujo de nutrientes constante y una balance positivo de energia
durante practicamente todo el periodo productivo. Sin embargo, al igual que en mamiferos, una
restriccion de alimento durante un periodo de tiempo determinado reduce la deposicién de lipidos e
incrementa la movilizacién de éstos para la obtencién de energia, por lo que cabe esperar cambios en

la composicion corporal del pollo sometido a diferentes patrones de alimentacion.
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Plavnik y Hurwitz (1988 y 1991) aplicaron restricciones de alimento de entre 3 y 7 dias a pollos,
durante las primeras semanas de vida y obtuvieron mejor indice de conversiéon y menor deposicion de
grasa abdominal sin cambios en el peso vivo final. Sin embargo, en estudios posteriores, otros
autores obtuvieron diferentes resultados. Una restriccion del 50% de los 6 a los 12 dias de edad
(Zubair y Leeson, 1996) produjo mejor indice de conversiéon y menor grasa abdominal tras el periodo
de restriccién, sin embargo, el contenido en grasa a los 42 dias fue el mismo que en el control, debido
a una mayor hipertrofia de los adipocitos en los pollos sometidos a la restriccion de alimento. Por otro
lado, tampoco se observd un crecimiento compensatorio, por lo que a los 42 dias los pollos sometidos
a la restriccion de alimento pesaron significativamente menos que los del control. Lippens y col.
(2000) obtuvieron resultados similares, y el Gnico beneficio obtenido por la restriccion de alimento fue

una disminucién en el porcentaje de mortalidad.

Esta diferencia en los resultados podria ser debida a los diferentes grados de restriccion aplicados o a
la duracién del periodo productivo. Mientras que la edad final fue de mas de 50 dias en los trabajos
de Plavnik y Hurwitz (1988 y 1991), Zubair y Leeson (1996) y Lippens y col. (2000) utilizaron ciclos

productivos de 42 dias.

4.4.2. Ingestién de energia

Cualquier manipulaciéon dietética que favorezca la ingestibn de energia, como puede ser la
presentacién del alimento o la concentraciébn energética de éste, producira un aumento en la
deposicién de grasa, ya que toda la energia consumida en exceso sera depositada en forma de
grasa. Sin embargo, la respuesta a este factor dependera siempre de la proporcién de energia

respecto a la de otros nutrientes, principalmente la proteina.

4.4.3. Relacién energia:proteina

El efecto de la relacién energia:proteina de la dieta sobre el crecimiento y la composicién corporal ha
sido demostrado repetidas veces (March y col., 1984; Donaldson, 1985; Sizemore y Siegel, 1993).
Un aumento en el cociente energia:proteina produce mayor deposiciéon de grasa, tanto abdominal
(Deaton y Lott, 1985) (Figura 1.8) como corporal (Donaldson, 1985), mientras que el aumento de
energia acompafiado de un aumento en la proteina, de forma que se mantenga estable el cociente
E:P, permite obtener un mayor peso vivo y un mejor indice de conversién sin aumentar la deposicion
de grasa (Tabla 1.11).

Figural. 8: Aumento de ladeposicion de grasa al aumentar la energia de laracién y mantener constante el contenido

en proteina.
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Tabla 1.11: Efecto de larelacion E:P y laconcentracion energética de laracion sobre el peso vivo y ladeposicion de
grasaen pollos Broiler.

Energia (Kcal/lkg) Proteina (%) E:P  Pesovivo (g) IC Grasa corporal (%)
2,777 23.17 120 491 1.57 37
2.838 20.41 139 501 1.55 40
2.887 18.29 158 576 1.60 40
2.927 16.54 177 460 1.62 47
2838 20.41 521 1.75 39
2906 20.90 139 539 1.66 38
2977 21.41 561 1.63 40
3052 21.95 556 1.61 40

(Donaldson, 1985)

Whitehead y col. (1990) estudiaron la influencia de diferentes niveles de proteina en la dieta de pollos
de lineas grasas y magras. Ambas lineas presentaron mayor engrasamiento y menor crecimiento con
las dietas bajas en proteina. Keren-Zvi y col. (1992) utilizaron dietas con un nivel de proteina alto,
medio y bajo (14% por encima de las recomendaciones del National Research Council (NRC),
recomendaciones estandar NRC y 14% por debajo de las recomendaciones NRC, respectivamente)
para alimentar pollos de lineas grasas y magras. Ambas lineas presentaron un peso vivo similar en
todos los tratamientos, excepto las lineas magras alimentadas con la dieta baja en proteina, la cual
present6 el menor crecimiento. El indice de conversiéon no cambié con los diferentes tratamientos en
la linea grasa, sin embargo, si empeord en la linea magra al utilizar la dieta baja en proteina. El
incremento de deposicion de grasa al pasar de la dieta media en proteina a la baja, también fue mas
acusado en la linea magra. Estos resultados sugieren que los requerimientos en proteina son

mayores para las lineas magras y, por tanto, son méas sensibles a la reduccién de proteina en la dieta.

Los mecanismos implicados en el efecto de la proteina dietética sobre la deposicién de grasa, han
sido estudiados por diferentes autores. MacLeod (1991) observé un ligero aumento en la produccién
de calor en pollos alimentados con un mayor contenido de proteina, pero dicho incremento solo fue

consecuencia del mayor coste de deposicién de la proteina respecto a la grasa. Por tanto, la
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produccion de calor no parece estar implicada en los cambios corporales producidos por los

diferentes niveles de proteina dietética.

Cambios en la lipogénesis, en la glucogénesis y en la secrecion de diferentes hormonas, si parecen
tener relaciéon con los niveles proteicos de la dieta, tal y como demuestra Rosebrough en varios
trabajos (Rosebrough y col., 1987, 1990 y 1999). El principal efecto del incremento de proteina en la
dieta parece ser una inhibicion de la sintesis de lipidos que se refleja en una menor actividad de los

enzimas malicoy &cido graso sintasa.

Con dietas altas en proteina se produce un aumento en la actividad de los enzimas
aminotransferasas, necesarios para el metabolismo proteico. Estos enzimas requieren de a-
oxoglutarato como receptor del grupo amino, que a su vez es obtenido a partir del isocitrato, por el
enzima isocitrato deshidrogenasa. En condiciones normales, cuando las concentraciones de acetil
CoA aumentan (balance de energia positivo), el exceso de citrato sale de la mitocondria
convirtiéndose en precursor citosélico de acetii CoA y actuando como sefial alostérica para la
activacion del enzima Acetil CoA carboxilasa, estimulando asi la sintesis de lipidos (Lehninger, 1988).
Sin embargo, cuando los requerimientos de a-oxoglutarato aumentan, el citrato es utilizado para la
sintesis de éste, por lo que no se produce su transporte hacia el citosol y su efecto estimulador de la
sintesis de acidos grasos queda reducido.

Por otro lado, también se observa un incremento en la sintesis de glucosa a partir de substratos
normalmente utilizados para la sintesis de lipidos, como el piruvato o acetil CoA. El acetil CoA
estimulard la actividad del enzima piruvato carboxilasa, incrementandose la sintesis de glucosa por

esta via (Figura 1.9).

Otros cambios metabolicos asociados a las dietas altas en proteina en pollos fueron estudiados por
Rosebrough y col. (1987, 1999). El aumento lineal de insulina en funcién del aumento de proteina
dietética observado, sugiere un mecanismo de regulacion de la insulina diferente entre aves y
mamiferos. La concentracion proteica o de determinados aminoacidos en la dieta influirian de manera

importante la secrecion de insulina en la especie aviar.

El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) también aumenté en los pollos alimentados con
mayor porcentaje de proteina en la dieta, lo cual esta directamente relacionado con el desarrollo del
tejido magro (Rosebrough y col.,, 1988). La disminucién en la concentracién de T; parece estar
relacionada con una disminucién del enzima malico y consecuentemente con la reduccién en la
lipogénesis. Otros cambios encontrados al aumentar la proteina dietética son un incremento en la

hormona tiroidea T4, y una disminucién de la hormona del crecimiento.

Figura 1.9: Interrelacion del metabolismo proteico, lipidico y de carbohidratos
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4.4.4. Grasa alimentaria

4.4.4.1. Mayor concentraciéon energética

La grasa alimentaria es el nutriente con mayor valor cal6rico, por lo que en un principio, el principal
objetivo de su inclusién en la dieta fue el incremento de la concentracién energética de la racién, con
el fin de aumentar el rendimiento productivo de los animales de produccién. Igual que al considerar el
contenido energético de la racién, aumentando el nivel de grasa en la dieta se consigue mejorar los
indices productivos sin incrementar la deposicidon de grasa, siempre y cuando se mantenga constante

la relacion energia : proteina de la racion.

Alao y Balnave (1985) utilizaron aceite de girasol y de maiz, grasa de pollo y dos tipos de sebo a
diferentes niveles de inclusién (3 y 9%). Al aumentar la incorporacion de grasa en la dieta de un 3 a
un 9% se produjo un incremento de peso vivo de unos 50-200g. El indice de conversion mejoré
significativamente, consecuencia de la mayor concentracion energética de la racién. Sin embargo, el
contenido en grasa de la carcasa fue el mismo entre los dos niveles de inclusiéon de grasa, debido a
que en todos los tratamientos se mantuvo constante la relaciéon grasa:proteina. Resultados similares
fueron observados anteriormente, por Fuller y Rendom (1979) al comparar aceite de maiz y grasa de

pollo incluidos en la dieta a niveles de 5, 10, 15 y 20%. Sin embargo, un incremento en el contenido
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lipidico de la dieta manteniendo un nivel de proteina constante produce un aumento en la deposicion

de grasa corporal y abdominal (Deaton y Lott, 1985; Latour y col., 1994).

4.4.4.2. Efecto extracalorico

Desde hace varias décadas es conocida la mayor eficiencia energética de las dietas con grasa
afiadida (Carew y col., 1964; Fuller y Rendon, 1977). La sustitucion isoenergética de hidratos de
carbono por grasa produce un aumento en la ganancia de peso y una mejora en el indice de
conversién (Nitsan y col., 1997). Dicho efecto es debido al aumento de la digestibilidad de la grasa a
nivel intestinal, de forma que las dietas con grasa afiadida presentan mayor energia metabolizable
aparente (EMA) que las dietas sin grasa pero con la misma concentracion energética. Otro efecto de
la adicién de grasa es una disminucién en la produccién de calor debido principalmente a la
deposicion directa de la grasa dietética lo cual produce un incremento en la energia neta de la racion.
Estos efectos son los que se conocen como “efecto extracalérico” de la grasa.

4.5. EFECTO DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS SOBRE LA UTILIZACION DE LA GRASA

45.1. Paradmetros productivos y la digestibilidad de la grasa

Hulan y col., (1984) estudié el efecto de la sustitucién de diferentes tipos de grasa animal por aceite
de colza, sobre los pardmetros productivos. En todos los casos se produjo un aumento del peso vivo

(significativa en el caso de las hembras) y una mejora en el indice de conversion (Figura 1.10).

Figura 1.10: Efecto de la sustitucion de diferentes tipos de grasa animal por aceite de colza sobre los pardametros

productivos de pollos Broiler alos 49 dias.
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(Hulan y col., 1984)

46



Teniendo en cuenta que todas las dietas fueron isoenergéticas, dicho efecto se atribuyé al mayor
contenido en energia metabolizable de las grasas poliinsaturadas y al efecto sinérgico de la

combinacién de acidos grasos saturados e insaturados sobre la absorcién de grasa a nivel intestinal.

Este diferente efecto de la grasa segun su grado de insaturacion fue observado por varios autores
(Barroeta, 1989; Pinchasov y Nir., 1992; Allen y col., 1997; Dvorin y col., 1998). Dvorin y col. (1998)
utilizaron dietas con 4 grados de insaturacién obtenidos combinando diferentes proporciones de soja
y soja hidrogenada. La ganancia de peso vivo y el indice de conversién mejoraron y el consumo

disminuyé a medida que aumentaba el grado de poliinsaturacién de la dieta (Tabla 1.12).

Tabla 1.12: Efecto del grado de insaturacién de la grasa dietética sobre los parametros productivos de pollos Broiler
desde los 23 dias hasta los 2 kg de peso vivo.

Dias hasta Crecimiento/d Consumo

AGPI:AGS+M* IC
2kg PV () (@)
1.53 23.4° 59.72 3026° 2.27%
1.18 23.9° 58.7% 3170° 2.27%
0.72 24.9% 55.7% 3335° 2.44°
0.52 25.9% 53.4° 3492° 2.44°

*AGS+M = Suma de AGS y AGMI (&cidos grasos monoinsaturados)
(Dvorin y col., 1998)

La digestibilidad de la grasa y la energia metabolizable de la dieta aumentaron al aumentar el grado
de insaturacién de la dieta (Figura 1.11). En el caso de la digestibilidad, el incremento mas importante
se produjo al pasar de un ratio AGPI:AGS+AGMI (AG monoinsaturados) de 0,5 a 0,72, que
correspondié a un incremento en el contenido en AGPI en la dieta de un 7% sobre un total de un 3%
de grasa afiadida. A partir de este grado de insaturacion la digestibilidad se mantuvo en niveles
practicamente constantes. La EMAn (EMA corregida por nitrégeno) de la dieta también aumentd con
el grado de insaturacion al pasar de la relacion 0,52 a 0,72. Sin embargo, a diferencia de la
digestibilidad de la grasa, a partir de este punto la EMAN sigui6 aumentando de forma gradual y
mantuvo siempre una pendiente considerable. De esto se deduce que el aumento de EMAn al
incrementar el contenido de AGPI en la dieta no sélo es debido al aumento de digestibilidad de la

grasa, sino que otros mecanismos deben estar implicados.

Figura 1.11: Efecto del grado de insaturacion de la dieta sobre la digestibilidad de lagrasay la EMAn de ladieta
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45.2. Grasadietéticay deposiciéon de grasa:

Teniendo en cuenta el mayor contenido en energia metabolizable de la grasa poliinsaturada, respecto
a la saturada, cabria esperar que dicho exceso de energia contribuyera a una mayor deposicion de
grasa corporal. Sin embargo, observando los resultados de diferentes estudios realizados, se observa
que la incorporacién de grasa rica en AGPI en la dieta no produce mayor deposicidon de grasa, sino

que incluso la disminuye.

Dicho efecto fue observado por Barroeta (1989) en su tesis doctoral. Al alimentar pollos broiler con
dietas con sebo, una mezcla de sebo y aceite de soja o Unicamente aceite de soja, observé que el
porcentaje de grasa abdominal disminuia de forma significativa al aumentar la inclusién de aceite

vegetal en la dieta.

Posteriormente, Shimomura y col., (1990) obtuvieron una reduccion en el contenido de grasa de la
carcasa de un 29%, en ratas alimentadas con dietas con aceite de girasol, respecto a las alimentadas
con dietas con sebo. Paralelamente, observaron un mayor incremento térmico inducido por la dieta,
mayor actividad LPL en el misculo cardiaco y esquelético, y menor secrecién de insulina en las ratas
alimentadas con aceite de girasol en el pienso, lo cual podria explicar la reduccion en la deposicion

de grasa.

Otros trabajos realizados en el mismo afio (Blake y Clarke, 1990; Wilson y col., 1990) estudiaron la
hipétesis de que los AGPI inhibieran la sintesis lipidica en ratas. En el estudio de Wilson y col. (1990),
con un nivel de inclusiéon de 5y 10% de aceite de girasol o sebo en la dieta no se observé inhibicion
de la lipogénesis. Al aumentar la inclusion al 25% la inhibicién de la lipogénesis resultd significativa y

mayor para la dieta con aceite de girasol. Sin embargo, con un 50% de grasa la magnitud de
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inhibicion, aunque mayor que a niveles de inclusion de grasa menores, se igualé para ambos tipos de

grasa.

Posteriormente, Pinchasov y Nir (1992), estudiaron también el efecto de la concentracion de AGPI de
la dieta sobre la deposicion de grasa en el pollo, utilizando diferentes grados de sustitucién de sebo
por aceite vegetal (mezcla de girasol y soja). Con los 2 porcentajes mas altos de AGPI en la grasa
dietética (6,3 y 7%), correspondientes a unos niveles de inclusién de aceite vegetal en la dieta de 5,5
y 6,2%, y unos niveles de sebo de 1y 0,2%, se observé una disminucion en la deposicidon de grasa

abdominal y corporal. Dicho efecto ya fue observado previamente por Pan y col. (1979).

En 1996, Vila y Esteve-Garcia, estudiando la utilizaciéon de oleinas de girasol, sebo y soja en las
dietas para pollos observaron que el patron de deposicién de grasa abdominal al aumentar los niveles
de inclusién de grasa en la dieta era diferente para cada tipo de grasa (Figura 1.12). Mientras que
aumentando el contenido en sebo de la dieta aumentaba paralelamente la grasa abdominal, en el
caso de la soja, la grasa abdominal solo aumentaba hasta un cierto nivel de inclusion, manteniéndose
después practicamente constante. Y para el girasol, la deposicion de grasa abdominal presentd los

valores menores con el mayor porcentaje de inclusion de grasa en la dieta.

Mas recientemente, Sanz (2000), en su tesis doctoral, estudia especificamente los efectos del grado
de saturacion de la grasa dietética sobre la deposicidn de grasa en el pollo. El autor confirma el efecto
reductor de los acidos grasos poliinsaturados de la dieta sobre la deposicion de grasa en el pollo
(Sanz y col., 1999). La sustitucion en la dieta de sebo o manteca por aceite de girasol redujo tanto la
deposicién de grasa abdominal como la corporal total (Tabla 1.13). Los mecanismos que el autor
sugiere que podrian estar relacionados con este efecto son un diferente uso metabdlico de la energia
segln el grado de saturacion de la grasa de la dieta (Sanz y col.,, 2000a) acompafado de una
reduccion en la sintesis de acidos grasos y un aumento en su oxidacion producido por las dietas ricas

en acidos grasos poliinsaturados (Sanz y col., 2000b).

Figura 1.12: Porcentaje de grasa abdominal con diferentes tipos de grasay diferentes niveles de inclusion en la dieta.
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Tabla 1.13: Efecto de diferentes tipos de grasa en la dieta sobre la deposicion de grasa abdominal y corporal de pollos

Broiler.

Grasaen ladieta Grasa abdominal a los Grasa corporal a
(8% inclusién) 52 dias (g) los 35 dias (%)
Sebo 114.512 15.152
Manteca 109.072 15.00%
Girasol 95.31° 12.91°
Sig. 0.0004 0.0141

Pooled SD 23.536 1.83

(Sanz y col., 1999 y 2000a)

Estos estudios sugieren que el perfil de acidos grasos, de alguna manera, determina el patron de
deposicion de grasa en el pollo. El principal objetivo del presente trabajo es confirmar dicha hipétesis

e investigar los diferentes mecanismos que pueden estar implicados en este efecto.
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6. OBJETIVOS

De acuerdo con los datos encontrados en la bibliografia, se estableci6 la hipétesis de que el efecto de
la grasa dietética sobre el metabolismo lipidico del broiler depende del perfil de acidos grasos. En

base a esto, los objetivos principales de esta tesis fueron los siguientes.
1. Confirmar el efecto reductor de las dietas ricas en AGPI sobre la grasa abdominal, respecto a
los AGS y determinar el efecto de las dietas ricas en AGMI.

2. Establecer un modelo experimental que permitiese investigar los mecanismos implicados en

la menor deposicién de grasa producida por los AGPI.

3. Determinar el efecto de diferentes perfiles de acidos grasos en la dieta sobre otros depésitos

lipidicos separables.

4. Estudiar el efecto de diferentes perfiles lipidicos en la dieta sobre la retencion de energia,

proteina, grasa y acidos grasos.

5. Determinar la actividad lipogénica hepética in vivo en Broilers alimentados con diferentes

perfiles de acidos grasos en la dieta’.

6. Estudiar diferentes parametros bioquimicos sanguineos que puedan estar relacionados con la

diferente deposicion de grasa.

Para alcanzar cada uno de los objetivos se realizaron 5 Trabajos Experimentales que se detallan en

el apartado de Material y Métodos.

! Inicialmente, dicho objetivo se pretendi6 llevar a cabo realizando la determinacion in vitro de los enzimas malico, acetil Co-A carboxilasa y

. . . . . N z n . . . .y . .z 3, 2 .
diacilglicerol acil transferasa. Sin embargo, se consider6 que la determinacién in vivo, midiendo la incorporacion de “H en los &cidos grasos
hepaticos, podria aportar un valor mas real sobre la sintesis neta de acidos grasos en el higado.
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7. ENSAYOS EXPERIMENTALES

Para alcanzar los objetivos presentados en el apartado anterior, se realizaron 6 ensayos
experimentales cuyos resultados se agruparon para presentarse en 5 Trabajos Experimentales.

Dichos ensayos experimentales se presentan esquematicamente en la Figura 2.1.

En todos los ensayos realizados, las grasas utilizadas fueron sebo, aceite de oliva, aceite de girasol y
aceite de linaza, ya que en cada una de ellas, el acido o acidos grasos mayoritarios corresponden a
cada una de las familias de acidos grasos objeto de estudio: el sebo rico en AGS, el aceite de oliva
rico en AGMI, el aceite de girasol rico en AGPI de la serie n-6 y el aceite de linaza rico en AGPI de la
serie n-3. El perfil de acidos grasos de cada una de estas grasas se presenta en la Tabla 2.1. Una

vez incluidos en el pienso, éste reflejaba el perfil de cada una de las grasas.

En el ensayo experimental 1, se determiné el efecto de 2 niveles de inclusion de los 4 tipos de grasa
en el pienso (6 y 10%) sobre la deposicion de grasa abdominal y muscular de machos y hembras.
Dicho ensayo se utilizd, paralelamente, para determinar qué modelo experimental era el mas
adecuado, en cuanto a deposicidn de grasa, para realizar los ensayos siguientes. En este caso, se
tratd de las hembras y del 10% de inclusién de grasa en el pienso. Por tanto, en los siguientes
ensayos, los animales utilizados siempre fueron hembras alimentadas con un 10% de inclusién de
grasa en el pienso, excepto en los casos en los cuales se creyd conveniente utilizar un tratamiento
adicional sin grasa afiadida. Los resultados del ensayo experimental 1 se presentan en el Trabajo
Experimental 1.

En el ensayo experimental 2, se determiné la deposicién de grasa abdominal, la deposicidn de grasa
corporal total y se realizé un balance de nutrientes, energia y acidos grasos. Las dietas utilizadas
fueron un mismo pienso basal, con los 4 tipos de grasa adicionados a un 10%. Se incorporé un
tratamiento basal sin grasa afiadida para disponer de una referencia de los parametros objeto de
estudio sin el efecto inhibitorio de la lipogénesis por parte de la grasa dietética. Los resultados de este
ensayo se presentan en el Trabajo Experimental 3, aunque los datos de grasa corporal total y grasa

abdominal también son presentados en el Trabajo Experimental 2.

En el ensayo experimental 3 se determind el efecto de los cuatro tipos de dieta sobre diferentes
depositos lipidicos separables, ademas del abdominal. Los depdsitos aislados fueron el abdominal, el
mesentérico, el del cuello y el del mlsculo sartorius, tal y como se presenta en la Figura 2.2. Para
poder relacionar la deposicién de grasa en los depdsitos lipidicos mencionados con la deposicion de
grasa corporal total, se utilizaron los resultados de dicho parametro y de la grasa abdominal
obtenidos en el ensayo experimental 2. Los resultados del ensayo experimental 2 y parte del 3, se
presentan en el Trabajo Experimental 2.
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En el ensayo experimental 4 se determiné la lipogénesis in vivo, mediante la incorporacion de *H en
los acidos grasos hepéticos. Igualmente, se determind el la grasa abdominal y el porcentaje de grasa
hepatica. Dicho ensayo se realizd en el laboratorio de radiactividad del Departamento de Bioquimica y
Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la Universidad “Rovira i Virgili” de Tarragona. En dicho
ensayo, sOlo se utilizaron los tratamientos con sebo, aceite de girasol y aceite de linaza, por una
cuestion de capacidad de almacenamiento de radiactividad en el laboratorio. Los resultados de dicho

ensayo se presentan junto a los resultados del ensayo experimental 5 en el Trabajo Experimental 4.

En el ensayo experimental 5 se determind nuevamente la deposicion de grasa abdominal, ademas
del porcentaje de grasa hepética y el perfil de acidos grasos de dicha grasa. A parte de los 4
tratamientos con grasa adicionada, se utilizé un tratamiento basado en un pienso sin grasa afiadida
con el fin de obtener resultados de los parametros objeto de estudio en animales en los cuales la
lipogénesis no estuviese inhibida por la grasa dietética. Los resultados de este ensayo se presentan,

junto a los obtenidos en el ensayo 4, en el Trabajo Experimental 4.

En el ensayo experimental 6 se determinaron diferentes parametros bioquimicos relacionados con la
deposicion de grasa en el pollo. Los parametros determinados, a parte de la grasa abdominal, fueron
la concentracién plasmatica de VLDL, glucosa, colesterol triglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos
libres e insulina. Al igual que en los ensayos 2 y 5, en este ensayo también se incorporé un
tratamiento basal sin grasa afadida. Los resultados de dicho ensayo se presentan en el Trabajo

Experimental 5.
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Figura 2.1: Representacién esquematica de los ensayos realizados y los Trabajos Experimentales presentados

Ensayo Experimental 1

Ensayo Experimental 2

Ensayo Experimental 3

Ensayo Experimental 4

Ensayo Experimental 5

Ensayo Experimental 6

Niveles de

Principales

Animales Tratamientos
inclusién determinaciones
Sebo Grasa abdominal
960 machos Oliva 6% L
960 hembras Girasol 10% Peril SEidos grasee
Linaza Colesterol muscular
Grasa abdominal
Basal Grasa corporal total
Se'bo 0% (Tto. Basla) Balance de energia
50 hembras Oliva
] 10% Balance de proteina
Girasol
Linaza Balance de grasa
Balance de 4cidos grasos
Sebo
Oliva Grasa abdominal
40 hembras | 10%
Girasol Depésitos lipidicos
Linaza
Sebo Grasa abdominal
33 hembras Girasol 10% Grasa hepatica
Linaza Lipogénesis in vivo
Basal
Sebo Grasa abdominal
R 0% (Tto. Basla)
80 hembras Oliva 10% Grasa hepatica
Girasol Acidos grasos hepéaticos
Linaza
Grasa abdominal
Basal VLDL, Triglicéridos,
Sebo 9 | Fosfolipidos
70 hembras Oliva 0% (Tto. Basla) i P '
Girasol 10% Acidos grasos libres,
Linaza Colesterol,Glucosa e

Insulina

TRABAJO EXPERIMENTAL 1

TRABAJO EXPERIMENTAL 2

TRABAJO EXPERIMENTAL 3

TRABAJO EXPERIMENTAL 4

TRABAJO EXPERIMENTAL 5
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Tabla 2.1: Composicién de las grasas' y dietas experimentales utilizados® (mg/g fat):

Grasas utilizadas

Dietas experimentales

6% grasa 10% grasa
Sebo Oliva Girasol Linaza D-|e‘ta 3 Sebo Oliva  Girasol Linaza Sebo Oliva Girasol Linaza
crecimiento
Grasa (%) 93,1 94,6 94,9 95,3 5,7 7,8 7,7 7,9 8,1 11,3 11,6 11,8 12,1
AG*
cl4:0 22,7 . 0,8 . 9,7 17,5 . 0,7 0,7 18,4 . 0,8 0,7
c16:0 207,3 114,2 66,4 54,6 203,7 199,8 122,9 94,3 80,5 191,9 90,0 85,1 78,0
c16:1 n-7 23,0 6,1 0,8 . 14,8 17,7 5,2 1,1 0,8 18,3 5,3 1,1 0,8
c18:0 140,8 27,5 46,9 30,2 88,4 121,6 25,6 42,1 32,7 121,8 24,5 44,8 36,9
¢18:1 n-9 cis 314,3 580,9 239,1 147,6 311,0 281,0 520,7 237,9 162,2 267,7 509,7 2442 178,5
c18:1 n-7 16,4 20,0 5,9 8,9 23,2 15,1 19,4 7,9 7,8 14,4 18,6 7,6 8,1
¢18:2 n-6 cis 91,3 32,1 451,0 1373 294,4 221,7 208,9 659,1 257,7 157,2 152,3 663,7 240,8
c18:3 n-3 7,1 5,3 0,4 514,2 29,6 21,9 27,2 18,0 451,6 17,1 19,4 15,5 538,0
c20:4 n-6 2,6 2,4 7,8 . 3,5 2,9 2,3 6,6 2,1 2,2 2,1 7,0 2,4
Otros AG® 30,2 15,3 5,1 16,7 26,7 15,1 2,5 0,8 26,8 14,3 2,9
AG totales 855,7 803,8 824,2 898,3 995,0 925,9 947,2 1070,2 996,9 835,8 836,2 1072,5 1084,2
AGS 374,1 141,7 1171 90,4 303,4 341,3 151,9 139,7 114,2 335,1 118,0 133,2 115,6
AGI 481,5 662,0 707,2 8079 691,5 584,5 795,3 930,5 882,6 500,7 718,3 939,3 968,6
AGMI 378,5 618,8 2458 156,5 360,0 336,2 555,9 246,8 171,2 3225 543,4 253,1 187,5
AGPI 103,0 43,2 4614 6514 331,5 248,4 239,4 683,7 711,5 178,2 174,9 686,2 781,2
Total n3 7,1 5,3 0,4 514,2 29,6 21,9 27,2 18,0 451,6 17,1 19,4 15,5 538,0
Total n6é 95,9 37,9 461,0 1373 301,9 226,4 212,3 665,7 259,9 161,1 155,5 670,7 243,2
Total n9 339,1 592,7 239,1 147,6 322,1 303,4 531,3 237,9 162,6 289,8 519,6 2445 178,5
AGS:AGI 0,8 0,2 0,2 0,1 0,4 0,6 0,2 0,2 0,1 0,7 0,2 0,1 0,1
né:n3 13,4 7,1 11216 0,3 10,2 10,3 7,8 37,0 0,6 9,4 8,0 43,3 0,5

"Los valores son la media de 2 determinaciones.
?Los valores son la media de 4 determinaciones.
®La dieta de crecimiento se suministré desde los 0 a los 21 d.
“AG = Acidos grasos; AGS = Acidos grasos saturados; AGI = Acidos grasos insaturados; AGMI = Acidos grasos monoinsaturados; AGPI = Acidos grasos poliinsaturados.
SEn otros acidos grasos se incluyen: 15:0, ¢18:1n9 trans, ¢20:0, ¢20:1n9 and ¢20:2n6.
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Figura 2.2: Depésitos lipidios aislados en el ensayo experimental 3.
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8. TECNICAS ANALITICAS

Para la determinacion de colesterol en musculo y la concentracién plasmatica de VLDL fue necesario
poner a punto las técnicas analiticas.

8.1. DETERMINACION DE COLESTEROL EN TEJIDO MUSCULAR DE POLLO.

Para la determinacion de colesterol se realizé la extraccibn de grasa de las muestras, una
saponificacion y una extraccion del material insaponificable en hexano. La identificacion y

cuantificacion de colesterol se realizé mediante HPLC.

8.1.1. Método analitico

8.1.1.1. Extraccion de la grasa

La extraccion de grasa del tejido muscular se realizé mediante el método de Folch (1957). Con el fin
de obtener una cantidad de grasa de 0,2g aproximadamente, la extraccion se realizé en 8g de tejido
muscular del muslo y 10g de la pechuga, previamente triturados en una trituradora convencional

Moulinex.

8.1.1.2. Saponificacion

La grasa extraida (unos 0,2g) se disolvié en cloroformo y se enras6 en un matraz aforado de 10ml.
De estos 10ml se tomaron 2ml y se pasaron a un tubo de 10ml con tapén de rosca en el cual se
realizé la evaporacion del cloroformo bajo corriente de nitrégeno.

Una vez evaporado todo el cloroformo se afiadieron 3ml de KOH etandlica 0,5N. Se cerr6 el tubo y se
agitd en un vortex durante un minuto. Seguidamente, los tubos se introdujeron en la estufa a 70°C
durante 1 hora. Pasada esta hora se sacaron los tubos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Una vez los tubos estaban frios se les afiadié 5ml de una solucidn en agua de NaCl al 10% y 2 ml de
hexano. Se cerraron bien los tubos y se agitaron durante un minuto. Seguidamente se centrifugaron a
300g durante un minuto para acelerar la separacién de la fase acuosa de la organica.

Una vez separadas las fases se extrajo una alicuota de hexano y se filtré con un filtro de nylon (25mm
filter unit,PP) de 0’2 micras de poro, y se paso6 a un vial o tubo hasta que la muestra fue inyectada en
el HPLC.

8.1.1.3. Condiciones del cromatégrafo

Las condiciones del cromatdgrafo se ajustaron segin el método de Maraschiello (1998):
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Columna de fase invertida C18, tamafio de particula 5mm, 25 x 0,4 cm.
Fase movil: Mezcla de Acetonitrilo:2-propanol (55:45)

Flujo: 1,2ml/min

Cantidad inyectada: 6 ni

Temperatura del horno: 35°C

Detector Diode Array

Lectura a 205-210nm

La recta patron se realizdé con diferentes concentraciones de patrén de colesterol que abarcasen el
rango de concentracién de colesterol en las muestras de tejido muscular y previa saponificacion (al
igual que en las muestras), para tomar en consideracién las posibles pérdidas en el proceso de

saponificacion.

8.1.2. Validacién del método

8.1.2.1. Linealidad

La linealidad del método se verificd mediante la recta de calibracion, la cual se realizé con diferentes
concentraciones de patrén de colesterol (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid) sometidas a la misma
saponificacién que las muestras de tejido muscular. La recta de calibracién se ajusté a un modelo
lineal (Tabla 2.2 y Figura 2.3).

Tabla 2.2: Recta de calibracion para la determinacion de colesterol mediante HPLC

Concentracion

(mg/ml) Area Areamedia
0,2727 294992
281728 288360
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0,3636 342300

338968 340634
0,4545 421218

413644 417431
0,7272 754010

743693 748852
0,1818 174754

172790 173772

Figura 2.3: Recta de calibracion parala determinacion de colesterol mediante HPLC

Recta calibracién Colesterol (210 nm)
800000
600000 y =1011693x - 9022
R2=10,99
8 400000
8 -
<
200000 |
0
T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentracién mg/ml

8.1.2.2. Selectividad
La selectividad del método analitico se determiné a partir de los valores de pureza del pico obtenido.

En 12 muestras analizadas, los valores de pureza del pico en la pendiente ascendente y

descendente, asi como los tiempos de retencién fueron los presentados en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Selectividad del método de determinacién de colesterol mediante HPLC

Muestra Purezaup purezadown T.retencion
1 0,9992 0,9997 4,742
2 0,9997 0,9999 4,741
3 0,998 0,9999 4,726
4 0,9996 0,9996 4,720
5 0,9977 0,9997 4,726
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6 0,9995 0,9999 4,738

7 0,9993 0,9998 4,781

8 0,9998 0,9999 4,729

9 0,9996 0,9999 4,727

10 0,9999 0,9997 4,730

11 0,9995 0,9999 4,716

12 0,9994 0,9995 4,718
Promedio 0,9993 0,9998 4,733
Desv. std. 0,017

8.1.2.3. Precisién

Para determinar la precision del método se procedié al andlisis de repetitividad, realizando el
analisis repetido de 2 muestras de tejido muscular.

Los valores obtenidos, tanto en concentracion como en tiempo de retencion fueron los presentados

en la Tabla 2.4.

8.1.2.4. Exactitud

La exactitud del método se determind afadiendo a 2 muestras de tejido muscular una cantidad
conocida de patrén de colesterol. Para la determinacién del area de las muestras sin colesterol se
analizaron 2 réplicas y para la determinacién del area con colesterol afiadido se analizaron otras 2

réplicas. La concentracion tedrica final de patron de colesterol en la soluciéon a inyectar era de 1

mg/ml. Los resultados obtenidos fueron los presentados en la Tabla 2.5.

Tabla 2.4: Precision del método de determinacién de colesterol mediante HPLC.

MUESTRA 1
T. retencién Area Con(crﬁg/tnr%uon

4,742 716137 0,7252
4,741 684944 0,6940
4,726 682339 0,6914
4,720 671113 0,6801
4,726 725951 0,7350
4,738 700349 0,7094

Promedio 696806 0,71

Desv. est 21193 0,021
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MUESTRA 2

Concentraciéon

T. retencién Area (mg/mi)
4,781 746933 0,7560
4,729 755381 0,7644
4,727 744339 0,7534

4,73 753897 0,7629

4,716 762572 0,7716

4,718 770705 0,7797
Promedio 755638 0,76
Desv. est 9815 0,010

Tabla 2.5: Exactitud del método de determinacién de colesterol mediante HPLC

Muestra Areamuestra Areamuestracon Diferenciade Area Concentracion Recuperacion

sin colesterol colesterol (1 mg/ml) areas tedrica (mg/ml) %
1 692382 1713897 1023482 990977 1,0325 103,3
688449 1712961 1022546 1,0316 103.2
Promedio 690416 1713429 1,0320 103,2
2 614900 1617970 999173 990977 1,0082 100,8
622694 1669017 1050220 1,0592 106,0
Promedio 618797 1643494 103,4

8.2. DETERMINACION DE VLDL EN PLASMA DE POLLO
La determinacion de VLDL en plasma de pollo se realizé mediante el método turbidimétrico descrito

por Griffin y Whitehead (1982), basado en la precipitaciéon selectiva de las VLDL en presencia de

heparina y Mg*".

8.2.1. Método analitico

Se procedi6 a la recogida de 1,5-2ml de sangre del pollo en tubos con EDTA y a su centrifugacion
para obtener el plasma (1000g durante 10 min.). Seguidamente, se mezclaron 0,2 ml de plasma con 4
ml de una solucién que contenia 0,25 g de heparina por litro, 0,150 M MgCl,, 0,154 M NaCl y 10mM
Tampoén Tris. HCI, a un pH de 7,4. Tras dejar reposar a temperatura ambiente (20-22°C) durante 30
minutos se procedié a la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro Shimadzu UV-160 A,

(Shimadzu Instruments, Kyoto, Japén) a una longitud de onda de 540nm.

8.2.2. Validacién del método

Para la validacién del método se realizaron ensayos de linealidad, precision y estabilidad.
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8.2.2.1. Linealidad

La linealidad del método se verific6 mediante la recta de calibracién, la cual se ajustaba a una
ecuacion lineal. Para la obtencion de la recta de -calibracibn se prepararon diferentes

concentraciones de patron de VLDL (Fluka, Suiza) y se midié su absorbancia a 540 nm (Tabla 2.6 y

Figura 2.4).

Tabla 2.6: Recta de calibracion del método de determinacion de VLDL en plasma de pollo.

0mg/ml  0.025mg/ml 0.050mg/ml 0.lmg/ml  0.15mg/ml  0.2mg/ml
Abs 1 0,059 0,086 0,121 0,198 0,300 0,395
Abs 2 0,057 0,086 0,121 0,193 0,297 0,383
Media 0,058 0,086 0,121 0,196 0,299 0,389
Correccion del blanco 0,028 0,063 0,138 0,241 0,331

Figura 2.4: Recta de calibracion para la determinacion de VLDL en plasma de pollo.

Recta de Calibraciéon VLDL

Absorvancia (540 nm)
o
-
(9]

y =1,68x-0,0137

R2=0,9928

T T T
0,05 0,1 0,15

Concentracién VLDL (mg/ml)

0,2

0,25
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8.2.2.2. Precision
Para demostrar la precision se realizd el test de repetibilidad. Se tomaron 5 alicuotas de una misma

muestra de plasma y se realiz6 la determinacién de VLDL en cada una de ellas. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7: Test de repetibilidad del método de determinacién de VLDL en plasma de pollo

Réplica Abs.blanco Abs.muestra mg/ml plasma

1 0,141 0,369 0,144

2 0,141 0,367 0,143

3 0,141 0,364 0,141

4 0,142 0,362 0,139

5 0,142 0,361 0,139
Promedio 0,14 0,36 0,14
Desv. St. 0,002

8.2.2.3. Estabilidad

Debido a que la lectura de las muestras se realiza tras 30 minutos de reposo a temperatura ambiente,
se decidio realizar un test de estabilidad para determinar si, sobrepasado este tiempo, la muestra
sigue siendo estable. Para ello se realizé la lectura de 10 muestras de plasma a diferentes tiempos
hasta un tiempo méaximo de 120 minutos desde su preparacion. Las muestras presentaron una éptima
estabilidad durante las 2 horas siguientes a su preparacion, tal y como muestran los siguientes
resultados (Tabla 2.8).

Tabla 2.8: Estabilidad del método de determinacién de VLDL en plasma de pollo.

Muestra 30min 40min 60min 120min. Promedio Desv. St.

1 Abs. BI. 0,167 0,168 0,17 0,177

Abs. Reacciéon 0,504 0,491 0,491 0,482

mg/ml plasma 0,209 0,200 0,199 0,190 0,200 0,008
2 Abs. BI. 0,059 0,059 0,06 0,059

Abs. Reaccion 0,08 0,08 0,082 0,083

mg/ml plasma 0,021 0,021 0,021 0,022 0,021 0,001
3 Abs. BI. 0,059 0,059 0,06 0,06

Abs. Reaccion 0,115 0,115 0,117 0,118

mg/ml plasma 0,041 0,041 0,042 0,043 0,042 0,001
4 Abs. BI. 0,059 0,059 0,06 0,06

Abs. Reacciéon 0,092 0,092 0,095 0,095

mg/ml plasma 0,028 0,028 0,029 0,029 0,028 0,001
5 Abs. BI. 0,062 0,062 0,063 0,062

Abs. Reaccion 0,116 0,118 0,12 0,121

mg/ml plasma 0,040 0,041 0,042 0,043 0,042 0,001
6 Abs. BI. 0,147 0,147 0,148 0,147

Abs. Reaccion 0,348 0,347 0,35 0,346
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mg/ml plasma 0,128 0,127 0,128 0,127 0,128 0,001
7 Abs. BI. 0,208 0,208 0,209 0,209

Abs. Reaccion 0,455 0,459 0,464 0,457

mg/ml plasma 0,155 0,158 0,160 0,156 0,157 0,002
8 Abs. BI. 0,06 0,06 0,061 0,061

Abs. Reaccion 0,127 0,13 0,134 0,135

mg/ml plasma 0,048 0,050 0,052 0,052 0,050 0,002
9 Abs. BI. 0,134 0,133 0,134 0,134

Abs. Reaccién 0,341 0,342 0,346 0,341

mg/ml plasma 0,131 0,133 0,134 0,131 0,132 0,001
10 Abs. BI. 0,141 0,142 0,143 0,144

Abs. Reaccion 0,369 0,369 0,373 0,367

mg/ml plasma 0,144 0,143 0,145 0,141 0,143 0,002
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9.1. ABSTRACT

An experiment was conducted to study the effect of different dietary fatty acid profiles on abdominal fat
deposition in broilers. Diets with four types of fats (tallow, olive oil, sunflower oil, and linseed oil), at
two levels of fat inclusion (either 6 or 10%), were administered to males from 21 to 42 d and to
females from 21 to 49 d of age. Both sexes were studied separately. Performance parameters,
abdominal fat, muscle fat and cholesterol, and fatty acid profile of thigh, breast, and abdominal fat
were determined. Broilers fed sunflower and linseed oils presented better values of feed efficiency.
Abdominal fat and cholesterol content of thigh muscle were significantly lower in animals fed sunflower
and linseed oils than in those fed tallow or olive oil (P < 0.001). In females, abdominal fat increased
with level of fat inclusion only in birds fed tallow or olive oil, whereas it remained constant in birds fed
sunflower or linseed oil. Muscle fat content was lower for birds fed tallow or olive oil but not
significantly. Fatty acid profile of the different tissues reflected dietary fatty acid profile.
Monounsaturated fatty acids were higher in abdominal fat while polyunsaturated fatty acids were
higher in muscle fat. These results suggest that polyunsaturated fatty acid produce lower abdominal

fat deposition than saturated or monounsaturated fatty acids.

(Key words: broiler, dietary fatty acid profile, polyunsaturated fatty acids, abdominal fat deposition,

cholesterol).
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9.2. INTRODUCTION

Digestibility of dietary fats is affected by the fatty acid profile. Several studies have shown better
utilization of unsaturated fats, leading to higher metabolizable energy (ME) for unsaturated fats than
for saturated fats. Studies in rats and broilers (Alao and Balnave, 1985; Su and Jones, 1993; Zollitsch
et al.,, 1997) reported that unsaturated vegetable oils produce lower fecal energy losses and,
consequently, higher ME than animal fats. This higher ME of unsaturated fat could be expected to
cause higher fat deposition, because the additional energy could be stored as triglycerides in adipose
tissue of fat depots. However, some studies have reported opposite results. Pan et al. (1979)
observed that replacing soy oil with tallow increased the amount of abdominal fat in chickens. Studies
in rats (Shimomura et al. 1990) reported less body fat accumulation in animals fed safflower oil than in
those fed beef tallow. Vila and Esteve-Garcia (1996) found that sunflower acid oil produced less
abdominal fat deposition in broilers than tallow acid oil at different levels of fat inclusion, although the
ME of tallow was lower than that of sunflower. Abdominal fat deposition increased with increasing fat
inclusion level in birds fed tallow, whereas it remained constant in birds fed sunflower. Sanz et al.
(1999) found less abdominal fat in broilers fed sunflower oil than in those fed tallow or lard. All these
studies suggest that dietary fatty acid profile could affect abdominal fat deposition. However, there are
still few experiments designed to study this effect on broiler abdominal fat.

The purpose of this experiment was to study the specific effect of different profiles of dietary fatty acids
on performance parameters, abdominal fat deposition and muscle fat and cholesterol content of thigh
and breast, in broiler chickens. An experiment was designed to test 4 types of fat rich in the main fatty
acid families at two inclusion levels. Tallow (rich in saturated fatty acids), olive oil (rich in
monounsaturated fatty acids), sunflower oil (rich in polyunsaturated fatty acids of n-6 series) and

linseed oil (rich in polyunsaturated fatty acids of n-3 series) were used.

9.3. MATERIAL AND METHODS

9.3.1. Animals and Diets

One-day-old broiler chickens of the Ross 208 strain were obtained from a commercial hatchery (960
males and 960 females) and located in 48 floor pens of 2 x 2 meters with 40 animals per pen. Males
and females were reared and studied separately. All chicks were fed a commercial starter diet from 0
to 21 d and allowed free access to water and food. Males were fed the experimental diets from 21 to
42 d, and females from 21 to 49 d. The experimental design consisted in a 2 x 4 factorial arrangement
with 4 types of fat (tallow, olive oil, sunflower oil, and linseed oil) and 2 levels of fat inclusion (either 6

or 10%). A total of 8 treatments were distributed randomly in 3 blocks. There were a total of 120
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animals per treatment in each sex. The protein level was increased in the high fat diets to maintain
the calorie to protein ratio. Ingredient composition and nutrient analysis for every treatment is shown in
Table 3.1. Fatty acid profile of supplemented fats and experimental diets are shown in Table 3.2.

Weight of birds was recorded at 21 d of age. At the end of the experimental period, weight and food
intake per pen were recorded. Birds were always fasted 12 h before being weighed. Half of the male
chickens were killed on day 42 and the other half on day 43 of the experiment. Females were killed on
days 49 and 50. Eight animals per pen and day of sacrifice were randomly selected for posterior
determination of abdominal fat, a total of 48 animals per treatment and sex. Day of sacrifice was

included in the statistical model. Animals were killed in a local processing plant.

9.3.2. Abdominal Fat Pad

Abdominal fat pad (including fat surrounding gizzard, Bursa of Fabricius, cloaca and adjacent
muscles) was removed and weighed individually at 42 and 43d of age in males, and 49 and 50d in
females, in 48 animals per treatment. Abdominal fat of females fed diets with 10% fat was stored at —
20°C until analysis. Lipid content of this tissue was determined gravimetically after extraction with
chloroform:methanol (2:1) according to Folch et al. (1957) and fatty acid composition determined by

gas chromatography (GC), in six animals per treatment.

9.3.3.  Breast and Thigh Muscles

Breast and thigh muscles of females fed 10% fat were removed by trained personnel of the processing
plant and weighed individually. Samples were stored at — 20°C until analysis. Muscle fat of 15 samples
per treatment in breast and thigh was extracted by the Folch method (1957) and determined
gravimetically. Cholesterol content of extracted lipids was determined by HPLC and fatty acid

composition by GC.

9.3.4. Cholesterol Determination

After extraction by Folch method, lipids were saponified with ethanolic 0.5 N KOH to remove fatty
acids, and cholesterol was extracted with n-hexane. Six ml aliquots were injected in a reverse-phase
column (Spherisorb ODS-2, 25 x 0.4cm length, 5mm particle size), using acetonitrile:2-propanol
(55:45) as the mobile phase at a flow-rate of 1.2 ml / min, according with the method of Maraschiello
(1998a). Column temperature was 35°C and detection was made with a Diode Array Detector’ at 210
nm. Quantitation was made using an external standard, injecting different concentrations of

cholesterol standard , after saponification as for the test samples.

2 Shimazu, SPD-M10A, Duisburg 4100, Germany
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9.3.5. Fatty Acid Determination

For fatty acid determination, extracted lipids were transmethylated with BF3 and methanolic KOH
(Morrison and Smith, 1964). Fatty acid profile was determined using an automated gas
chromatograph3 , equipped with an automatic injector. Aliquots of 2n were injected in a capillary
column (30 m x 250 mn)4 with cyanopropyl methyl silicone as stationary phase. Helium was used as
conductor gas at a flow rate of 0.5 ml / min in column. Split relation was 1/200. The operating
conditions of the gas chromatograph were as follows: initial temperature was 130°C, increasing 3.5°C
per minute to 150°C. This temperature was maintained during 25 minutes and then increased to
210°C at 10°C per minute. After 7.5 minutes temperature was increased 10°C per minute to 250°C
and maintained during 5 minutes. Total time of the chromatogram was 53.2 minutes. Detector
temperature (flame ionisation detector) was 250°C. Fatty acid peaks were identified by comparison
with retention times of fatty acid methyl ester standards”. Quantitation was made by an internal

standard (017:0)5 added to the initial sample and using the HP Chemstation software®.

9.3.6. _Statistical Analysis

Data for males and females were analysed separately using analysis of variance. Performance
parameters were analysed taking every pen as a replicate. Results of abdominal fat and dressing
percentage were analysed using every chick as a replicate and including day of sacrifice, pen effect
and interaction between day and pen in the statistical model as the error term. Thigh and breast
analysis was analysed taking every chick as a replicate. There was no effect of pen and day of
sacrifice on these parameters, so these factors were removed from the model. The General Linear
Model (GLM) of the Statistical Analysis System (SAS Institute, 1992) was used for the statistical
processing of data. Differences were considered significant at P < 0.05 and means were compared by

Duncan test. Interactions were considered significant at P < 0.1.

9.4. RESULTS AND DISCUSSION

9.4.1. Performance Parameters

Final body weight, dressing percentage and weight gain (not shown) were not affected by the different
diets (Table 3.3). Feed intake decreased significantly as dietary fat increased. Feed efficiency (FE)
was better in animals fed diets with 10% fat because of the higher metabolisable energy content. The

exception was in males fed tallow where FE remained constant in both levels of fat inclusion. Feed

® HP5980 series I, Hewlett Packard, Wilmington, DE 19808-1610

* Quadrex, New Haven, CT 06525

® Sigma-Aldrich Quimica S.A. Madrid 28100 Spain

5 Hewlett Packard® 1990 to 1995, Revision. A. 03.03, Wilmington, DE 19808-1610.
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intake was affected by the different fats and so was FE. Sunflower and linseed oil showed better FE in
all cases (P < 0.05). Females fed olive oil presented better FE than those fed tallow.

The effect of type of fat on FE could be related to degree of unsaturation, since some authors (Alao &
Balnave, 1985; Pinchasov & Nir, 1992; Su & Jones, 1993; Zollitsch et al., 1997) have reported that

digestibility of fat increases as the degree of unsaturation increases.

9.4.2. Abdominal Fat

Sunflower and linseed oil caused lower percentages of abdominal fat at both inclusion levels and in
both sexes (Table 3.3). In males, abdominal fat increased with increasing level of fat, which agrees
with Deaton et al. (1981) and is in contrast with the results of Fuller & Rendon (1977) and Sizemore &
Siegel (1993) who did not find any effect of dietary fat level when the energy to protein ratio remained
constant. This effect was more pronounced in animals fed tallow or olive oil. In females, abdominal fat
deposition showed a significant interaction. Increasing the fat content of the diets produced higher
abdominal fat deposition for tallow and olive oil, whereas it remained constant for sunflower and
linseed oils. This confirms the effect observed by Vila & Esteve-Garcia (1996). They used acid oils
from tallow, soybean and sunflower and reported lower percentages of abdominal fat in animals fed
sunflower diets. In tallow diets, abdominal fat increased with increasing fat inclusion level, whereas it
remained constant in sunflower diets. Therefore, the present results show that in females, diets rich in
polyunsaturated fatty acids (PUFA) do not cause further abdominal fat deposition when dietary fat and
energy increase.

The lower abdominal fat deposition in animals fed sunflower and linseed oils than in those fed tallow
or olive oil, suggest an effect of dietary fat on fat deposition in broilers in agreement with Pan et al.
(1979) and Sanz et al. (1999). Because abdominal fat pad is well correlated with body fatness in
broilers (Hood, 1984; Whitehead et al., 1990), effect of dietary fat could be also reflected on total body
fat. Therefore, birds fed sunflower and linseed oils could also decrease body fat deposition as
compared to those fed tallow or olive oil. Thus, abdominal fat content and perhaps total body fat
content, could be influenced by the fatty acid profile. In any case, the possible reduction in lipid
deposition should be concomitant with an increase in energy expenditure. If diets containing PUFA
result in more fat absorption (Wiseman, 1984), it could be presumed that unsaturated fats may lead to
a higher energy absorption than diets containing saturated fatty acids (SFA). This implies that if
energy retention increased when SFA were given, energy expenditure should increase when PUFA
are fed, independently of the changes in lipid synthesis. It is possible that feeding PUFA results in
higher oxidation of dietary fatty acids. Several studies suggest that PUFA enhance expression of acyl-
CoA oxidase, the main enzyme of b-oxidation in peroxisomes (Keller et al. 1993; Rise and Galli,
1999). Higher oxidation of dietary PUFA could lead to a higher synthesis of endogenous fatty acids
from carbohydrates, with a higher energy cost than if they were directly deposited from the diet
(Emmans, 1994).
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Lipid content of abdominal adipose tissue of females fed diets supplemented with 10% fat, was not
influenced by the different treatments in concordance with Yau et al. (1991) (Table 3.4). However, in
the experiment of Scaife et al. (1994), tallow caused higher lipid content on abdominal adipose tissue
than soybean, rapeseed or marine oils. Pinchasov & Nir (1992) found lower values of lipid content by

increasing PUFA levels in diet.

9.4.3. Muscle Fat and Protein

Level and type of fat had no effect on weight and percentage of thigh and breast and did not
significantly influence fat and protein content of thigh and breast (Table 3.4). However, thighs from
birds fed sunflower or linseed oil diets showed a slightly higher lipid content and, in concordance,
lower protein content than thighs from birds fed tallow and olive oil. Kirchgessner et al. (1993) found
an increase of fat content in breast muscle with increasing levels of linoleic acid in the diet. Scaife et
al. (1994) observed that the lowest levels of muscle fat content were for tallow, in comparison with
soybean, rapeseed or marine oils, although the differences were not significant. If muscle fat
increases when PUFA are fed, opposite to the effect in abdominal fat, this could suggest that dietary

PUFA could cause a different distribution of fat in tissues when compared to SFA or MUFA.

9.4.4. Muscle Cholesterol

Cholesterol concentration was determined in thigh and breast of females fed the high level of dietary
fat (Table 3.4). Breast muscle showed lower values than thigh, possibly because of its lower fat
content. Cholesterol content was significantly influenced by the dietary fatty acid profile only in thigh
muscle, although in both thigh and breast, tallow and olive oil diets caused higher values than
sunflower and linseed oil diets.

Effect of dietary fatty acid profile on cholesterol content of broiler meat was also reported by
Maraschiello et al. (1998b), who found higher levels of breast cholesterol for birds fed lard than for
those fed olive or sunflower oils. However, olive oil showed the same values than sunflower, in

contrast to our findings.

9.4.5. Fatty Acid Composition of Abdominal Fat, Thigh and Breast Muscle

Fatty acid composition of abdominal fat, thigh and breast muscle is shown in Table 3.5. Animals fed
tallow presented higher values of SFA, mainly mirystic, palmitic and stearic acids (c14:0, c16:0 and
c18:0), than those fed olive, sunflower or linseed oils. Feeding birds with olive oil caused a substitution
of these SFA (mainly stearic acid) by oleic acid. Thus, birds fed olive oil presented the lowest values of
stearic acid in all tissues in concordance with Scaife et al. (1994), and the highest values of oleic acid

in thigh and breast. In abdominal fat of birds fed olive oil levels of oleic acid were very similar to those
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fed tallow. Animals fed sunflower showed higher values of linoleic acid (c18:2 n6) than those fed
tallow, olive or linseed oils. Compared to animals fed tallow, linoleic acid replaced myristic, palmitic
and oleic acids in all tissues, and stearic acid in thigh muscle. Animals fed linseed oil presented the
highest value of linolenic acid (c18:3 n3) in all tissues. This fatty acid also replaced myristic, palmitic
and oleic acids, respect to birds fed tallow, while stearic acid remained constant between these
treatments in all tissues. This suggests a small effect of PUFA on tissue stearic acid concentration as
observed by Pinchasov et al. (1992). Arachidonic acid (c20:4 n6) and other fatty acids of n-6 series
were in higher amounts in animals fed sunflower except in abdominal fat where birds fed sunflower
and linseed oil presented the same values of this fatty acid. The lowest values of n-6 fatty acids were
found in thigh and breast of birds fed linseed oil, possibly due to the competition for D-5 and D-6
desaturase between n-3 and n-6 fatty acids in these tissues. For the same reason, the lowest values
of n-3 derivatives were found in muscle of animals fed sunflower oil. Eicosapentaenoic acid (c20:5 n3),
docosehexaenoic acid (c22:6 n3) and other derivatives of n-3 series were in higher amounts in thigh
and breast of birds fed linseed oil, while in abdominal fat derivatives of n-3 series were undetectable.
Oleic acid was the predominant fatty acid in all tissues of animals fed tallow or olive oil, while in birds
fed sunflower oil, linoleic acid was always the predominant fatty acid, and in those fed linseed oil
linolenic acid was the predominant fatty acid in thigh. In the experiment of Ajuyah et al. (1991) oleic
acid was the major fatty acid of carcass and muscle fat , but also oleic acid was the predominant fatty
acid in all diets. Hrdinka et al. (1996) found that this fatty acid was predominant in all analysed tissues,
included in animals fed diets with soybean oil, with a high level of linoleic acid. However, level of fat
inclusion was lower than in our experiment.

Comparison of fatty acid profile in tissues is shown in Table 3.5 and Figure 3.1. In all cases, except in
animals fed olive oil, abdominal fat presented higher values of oleic acid than thigh and breast musice.
However, stearic acid presented always higher values in thigh and breast than in abdominal fat. PUFA
showed higher values in thigh and breast than in abdominal fat. Linoleic acid had the highest values in
thigh muscle. Linolenic acid did not differ within tissues in animals fed tallow, olive oil or sunflower oil
while in those fed linseed oil the lowest values of this fatty acid were in breast muscle. However,
breast muscle was always the richest in n-6 and n-3 series derivatives, in concordance with Lépez-
Ferrer et al. (1999). These results suggest that PUFA are preferentially deposited in muscle fat, rather
than in abdominal fat. Differences in tissue fatty acid profiles could be attributed to different roles of
fatty acids in these tissues or to their different content in phospholipids. As PUFA are preferentially
incorporated in phospholipids (Whitehead, 1984) and PL are in higher proportion in muscle fat than in

adipose tissue fat (Enser, 1984) this could explain different composition of fat in different tissues.

9.5. CONCLUSIONS

Results of this experiment suggest that dietary fatty acid profile plays an important role in lipid

deposition and metabolism. Lower abdominal fat of animals fed PUFA suggests that these fatty acids
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could cause and inhibition of lipogenesis, redistribution of lipids in the body or higher energy

expenditure despite their higher digestibility respect to SFA.
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9.7. TABLAS Y FIGURAS TRABAJO EXPERIMENTAL 1
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Table 3.1: Ingredients and nutrient composition of experimental diets:

Starter Tallow Olive oil Sunflower Linseed oil
Ingredient (%) Diet* 6% 10% 6% 10% 6% 10% 6% 10%
Wheat 63.2 61.0 53.0 61.7 53.2 61.7 53.2 61.7 53.2
Gluten 6.7 . . . . . . . .
Soybean meal (48% CP) 23.2 28.6 33.0 28.5 33.0 28.5 33.0 28.5 33.0
Lard 2.3 . . . . . . . .
Tallow . 6.0 10.0 . .
Olive ail . . . 6.0 10.0 . .
Sunflower oil 0.2 0.2 . . . 6.0 10.0 . .
Linseed oil . . . . . . . 6.0 10.0
DL-Methionine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
L- Lysine 0.3 0.1 . 0.1 . 0.1 . 0.1
L-Threonine 13 . . . . . . . .
Calcium carbonate 1.3 1.6 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
Dicalcium phosphate 1.7 15 1.6 15 1.6 15 1.6 15 1.6
Salt 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Vitamin and mineral premix? 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Analysed nutrient content
Gross energy (Kcal/Kg) 3597 3689 3894 3715 3914 3723 3917 3721 3931
Crude Protein (%) 20.6 20.3 21.7 20.5 21.8 20.9 21.6 20.9 21.8
Ether extract (%) 5.7 7.8 11.3 1.7 11.6 7.9 11.8 8.1 12.1
Crude fibre (%) 2.4 2.7 2.9 2.7 2.8 2.8 2.7 2.9 2.7
Dry matter (%) 89.2 88.8 89.5 88.5 89.3 88.8 89.5 89.0 89.8

“Starter diet fed to animals from 0 to 21 days.

2Composition of vitamin and mineral premix: One kg of feed contains: Vitamin A: 12000 Ul; Vitamin D3: 5000 Ul; Vitamin E: 30 mg; Vitamin K3: 3 mg; Vitamin B1: 2,2 mg; Vitamin B2: 8 mg;
Vitamin B6: 5 mg; Vitamin B12: 11 ng; Folic acid: 1.5 mg; Biotin: 150 ng; Calcium pantothenate: 25 mg; Nicotinic acid: 65 mg; Mn: 60 mg; Zn: 40 mg; I: 0,33 mg; Fe: 80 mg; Cu: 8 mg; Se: 0,15
mg; Ethoxyquin: 150 mg.
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Table 3.2: Fatty acid composition of supplemented fats' and experimental diets? (mg/g fat):

Supplemented fats® Experimental Diets®
6% fat 10% fat
T 00 SO LO SD T 00 SO LO T 00 SO LO
Fat content (%) 93.1 94.6 94.9 95.3 5.7 7.8 7.7 7.9 8.1 11.3 11.6 11.8 12.1
Fatty acid®
cl4:0 22.7 . 0.8 . 9.7 17.5 . 0.7 0.7 18.4 . 0.8 0.7
cl6:0 207.3 1142 66.4 54.6 203.7 199.8 1229 943 80.5 1919 90.0 85.1 78.0
cl16:1 n-7 23.0 6.1 0.8 . 14.8 17.7 5.2 1.1 0.8 18.3 5.3 1.1 0.8
c18:0 1408 275 46.9 30.2 88.4 1216 256 42.1 32.7 121.8 245 44.8 36.9
c18:1 n-9 cis 3143 580.9 239.1 147.6 311.0 281.0 520.7 2379 1622 267.7 509.7 2442 1785
c18:1 n-7 16.4 20.0 5.9 8.9 23.2 15.1 19.4 7.9 7.8 14.4 18.6 7.6 8.1
c18:2 n-6 cis 91.3 321 4510 137.3 2044 2217 2089 659.1 257.7 157.2 152.3 663.7 240.8
c18:3n-3 7.1 5.3 0.4 514.2 29.6 21.9 27.2 18.0 451.6 171 19.4 155 538.0
c20:4 n-6 2.6 2.4 7.8 . 3.5 29 2.3 6.6 2.1 2.2 2.1 7.0 2.4
Others FA® 30.2 15.3 51 . 16.7 26.7 15.1 2.5 0.8 26.8 14.3 29 .
Total FA 855.7 803.8 824.2 898.3 995.0 9259 947.2 1070.2 996.9 835.8 836.2 1072.5 1084.2
SFA 3741 1417 1171 904 303.4 3413 1519 139.7 1142 335.1 118.0 133.2 115.6
UFA 4815 662.0 707.2 807.9 691.5 5845 7953 930.5 8826 500.7 718.3 939.3 968.6
MUFA 3785 618.8 2458 156.5 360.0 336.2 5559 246.8 171.2 3225 5434 2531 1875
PUFA 103.0 432 4614 6514 3315 2484 2394 683.7 7115 178.2 1749 686.2 781.2
Total n3 7.1 5.3 0.4 514.2 29.6 21.9 27.2 18.0 451.6 171 19.4 155 538.0
Total n6 95.9 379 4610 137.3 3019 2264 2123 665.7 259.9 161.1 1555 670.7 243.2
Total n9 339.1 5927 239.1 1476 322.1 3034 5313 2379 162.6 289.8 519.6 2445 1785
SFA:UFA 0.8 0.2 0.2 0.1 0.4 0.6 0.2 0.2 0.1 0.7 0.2 0.1 0.1
n6:n3 13.4 71 11216 0.3 10.2 10.3 7.8 37.0 0.6 9.4 8.0 43.3 0.5

“Values are means of two determinations.

2Values are means of four determinations except for SD (two determinations).

% T = Tallow; OO = Olive oil; SO = Sunflower oil; LO = Linseed oil.

“SD = Starter diet fed to animal from 0 to 21 days; T = 6 or 10 g tallow per kg diet; OO = 6 or 10 g olive oil per kg diet; SO = 6 or 10 g sunflower oil per kg diet; LO = 6 or 10 g linseed oil per kg diet.
° FA = Fatty acids: SFA = Saturated fatty acids; UFA = Unsaturated fatty acids; MUFA= monounsaturated fatty acids; PUFA= polyunsaturated fatty acids.

SOther FA include ¢15:0, ¢18:1n9 trans, c20:0, ¢20:1n9 and c20:2n6.

Table 3.3: Performance parameters and abdominal fat pad content:

Males (21-42d) Females (21-49d)
Final Food Feed Dressing Abdominal Abdominal Final Food Feed Dressing Abdominal Abdominal
weight intake efficiency Percentage fat pad fat pad weight intake efficiency percentage fat pad fat pad
(9) (g/animal) (food:gain) (9) (%) (9) (g/animal) (food:gain) 9) (%)
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Tallow 6% 2648 3822 2.00 % 79.91 52.88 1.92 2582 4596 241 78.90 73.74° 2.77°
Olive oil 6% 2574 3714 2022 80.14 52.55 1.99 2596 4535 2.35 78.35 74.90 ° 2.83°
Sunflower oil 6% 2624 3601 192° 80.28 45.15 1.67 2594 4339 2.25 78.52 69.73 ° 257°
Linseed oil 6% 2597 3575 192° 80.38 44.72 1.70 2563 4319 2.28 78.59 70.90 ° 2.65°
Tallow 10% 2541 3717 2.05° 80.37 55.49 2.09 2616 4515 2.33 78.71 86.47 2 3222
Olive oil 10% 2586 3584 1.93 % 80.20 57.09 2.14 2646 4420 2.23 78.69 86.73 2 3202
Sunflower oil 10% 2588 3380 1.83¢ 80.43 45.77 1.73 2601 4134 2.14 78.80 72.39° 2.67°
Linseed oil 10% 2591 3378 1.83¢ 79.79 49.15 1.80 2609 4114 2.12 79.30 69.79 ° 2.63°
SE. 274 37.9 0.023 0.216 1.824 0.065 35.8 47.0 0.037 0.286 2.62 0.09
P value (fat*level)? N.S. N.S. * N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. * *
P value (treatment)® N.S. ik ik N.S. i i N.S. ik i N.S. i i
Tallow 2595 3770 ¢ 2.03 80.14 54,18 2 2.00? 2599 4555 2 2.37°2 78.81 80.10 2.99
Olive ol 2580 3649 ' 1.98 80.17 54.82 2 2.07 2 2621 4477 @ 2.29° 78.52 80.82 3.02
Sunflower ol 2606 3490 ¢ 1.87 80.35 45.46 ° 1.70° 2597 4237° 220 ¢ 78.66 71.06 2.62
Linseed oll 2592 3476 ¢ 1.88 80.09 46.94 ° 1.75° 2586 4217° 220 ° 78.94 70.35 2.64
P value N.S. ok ok N.S. ok ok N.S. ok ok N.S. ok ok
6% level 2610 3678 ¢ 1.96 80.17 48.82° 1.82° 2584 4447 2 2.32°% 78.59 72.32 2.71
10% level 2576 3515 1.91 80.20 51.88 2 1.94° 2618 4296 ° 2.21° 78.87 78.84 2.93
P value N.S. wokk ** N.S. * ki N.S. wokk ok N.S. el el
"Values are means of 3 pens with 40 animals per pen in performance parameters and means of 48 determinations in abdominal fat, and their standard error (S.E.).
abedy/alues in the same column in each comparison group, with no common superscript differ significantly, P > 0.05 (NS); P < 0.05 (*); P < 0.01 (**); P < 0.001 (***).
2P value of interaction of type of fat and level of fat inclusion.
3P value of comparison of treatments obtained by combination of type and level of fat inclusion.
Table 3.4: Fat, protein and cholesterol content of thigh and breast, and lipid content of abdominal fat pad of females fed diets containing 10% fat:
Abdominal fat pad® Thigh? Breast’
Lipid . Lipid Protein Dry . Lipid Protein Dry
content W(e'?ht content content matter (E,r?]ol/elségrc;l W(EI?ht content content matter %r?]OI/elsotgrc))l
J (%) (%) M g (%) (%) (%) 9
Tallow 88.3 388 2.06 21.9 23.6 8187 452 1.40 24.4 25.7 64.7
Olive oil 88.5 399 2.10 215 235 83.8 2 467 1.35 244 25.8 61.3
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Sunflower ol 87.4 393 2.27 21.5 23.6 77.0° 452 1.44

Linseed oil 88.1 391 2.24 21.4 23.5 76.6 ° 453 1.35
SE. 0.66 7.1 0.085 0.18 0.13 1.75 9.8 0.050
P N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. ** N.S. N.S.

24.4
24.3

0.17
N.S.

25.7
25.6

0.15
N.S.

59.8
58.8

2.05
N.S.

2PValues in the same column with no common superscript differ significantly, P<0.05(*), P<0.01(**) or P<0.001(***).
Values are means of 6 determinations per treatment and their standard error (S.E.).
2Values are means of 48 determinations of weight and 15 determinations of lipid, protein, dry matter and cholesterol content per treatment, and their standard error (S.E.).
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Table 3.5: Comparison of fatty acid composition per treatment in each tissue and per tissue in each treatment (mg/g fat)":

Abdominal Fat

Thigh muscle

Breast muscle

Fatty acid” — T 00 SO Xe) SE. P T 00 SO [Ke) SE._ P T 00 SO [Ke) SE. P
c14:0 135" 3.2°"  3.9°%  3.9°" 034 9.1  2.8°%  3.1°%  29°% 25 % 8.1 23"  25° 23" (25 ok
c16:0  194.5 %" 1432° 1496° 151.2° 823 #*x 174.7%* 157.4° 1456° 1347 ° 416 *** 167.4%* 157.1% 141.7° 136.1° 4.6 rk
c18:0 58.8 %% 34.2°% 52.4°%% 562 °%F 2091 83.7%" 68.3°" 765°" 80.0 Y 1.68 *** 78.2%" 68.0°" 758°" 76.8°" 2.09 i

c18:1n9 337.0 *" 363.3% 248.8°" 236.4 °% 17.33 257.0°% 341.3% 194.0°F 180.4 °* 10.31 *** 240.4° 319.7% 174.0 °* 159.8 ¢¥ 11.27 il
c1s:2n6  83.5°Y  61.5°Y 268.5%° 119.7°Y 1062 **+ 136.8 °" 121.9%" 314.1%" 1654 °" 508 *** 120.8 °* 110.6 °* 270.1 ** 135.7 °* 6.99 rk
c18:3n3 6.5 E 6.2 E 44" 1766 2" 860 *** 6.8 E 8.6 z 52° 202.13% 393 57, 7.2 Z 41° 14443 282 ok
€20:4n6 0.1°* 0.0 °* 1.1% 1.3% 012 % 29.6°" 257°" 348°% 14.0°" 156 **=* 30.3°" 29.0°" 49.4°%" 165°" 221 il
€20:5n3 0.0 0.0 0.0* 0.07 3.1°" 26" 0.2 ¢~ 9.2 2% 026 3.9°" 4.0  1.8°% 12.7°%% 049 rk
€22:6n3 0.0Y 0.0Y 0.0’ 0.0 3.8°¢ 32 1.2°%  6.3°%% 027 52°% 49" 24°Y 947" 040 @ w*

Other SFA 0.5 °* 0.7 °* 0.7° 0.9% 006 ** 12" 1.3" 1.6 1.1 0.21 N.S. 1.2" 1.3" 1.2 1.2 0.14 N.S.

Other n9 2.8° 2.3° 20°"  20°Y 014 ** 21" 2.6° 1.5 °* 1.2 9% 0.19 * 20%® 2.6° 1.5 %% 0.9 025 ork

Other n6 08° 009 353 17" 023 13.6°%  11.8°*  21.7®* 6.6 X 0.64 *** 16.7°" 158°" 3093 84°" 085 ok

Other n3 0.0” 0.07 0.0Y 0.0” 6.1°" 4.9°* 2.4°%  26.4°%F 061 7.2°"  65°"  37°% 382°" 082 ok

Total FA 765.7 657.6°  764.9 782.1 " 3645 N.S. 792.1 809.4 "™ 836.3 862.6 ¥ 19.57 N.S 745.3 781.3"  790.1 770.6 ¥ 20.82 N.S.
SFA  267.2% 181.2°% 206.6°* 212.2° 11.00 *** 268.7°% 229.7°" 226.8°" 218.7° 511 w 254.9°% 228.8°% 221.1°" 216.4° 576 ok
UFA 498.5 476.3*  558.3 569.9  27.39 N.S. 523.3° 579.7°" 609.4% 643.9°2" 1570 *** 490.5° 552.9°% 569.0° 540.8 ** 47.77 *
MUFA  407.7 ®" 408.7% 280.9°" 270.6 °" 19.71 *** 323.6°° 401.1% 230.0 °F 214.0 °* 11.51 *** 300.6 °* 375.0% 206.6 °* 188.9 °Y 12.08 fd
PUFA 90.8 °*  67.7°% 277.4°* 2993 %Y 1516 *** 199.8 °" 178.6 " 379.5°" 429.9 %% 7.5 xx 189.9°" 177.9°" 362.4 *" 351.9 ** 10.14  ***

SAT:UFA 05 ° 0.4 °* 0.4° 0.4 "™ 0.01 * 052 0.4°™ 04° 0.3 % 001 * 052 0.4°" 04" 0.4°% 0.1 ok

Totaln9 346.6 2" 369.1°% 251.7°% 238.8°% 17.62 *** 250.1°% 343.9% 195.5°F 181.6 °* 1046 *** 242.4°% 3223% 1754 °* 160.7 °¥ 11.41 ok

Totaln7  61.1° 39.6°% 29.2° 31.8° 238 64.5 2 57.2°" 345° 324° 301 58.2 % 52.7°% 31.2° 283" 238 ok

Totalné  84.3°Y 61.5°% 273.0%° 122.7°Y 10.83 179.9°" 150.4°" 370.5%" 185.9 °% 4.95 *x 167.8°* 155.3°" 350.4 *" 160.6 °* 6.17 i

Total n3 6.5°  62° 44" 1766 %" 860 *** 19.9°%  19.3°*  9.0°* 244.03% 372 ** 22.1°%  226°% 12.0°" 2047 % 317 wowx
né:n3 13.2°"  106°% 62.1°% 0.7° 106 *** 9.1°* 8.4°%  43.3°* 0.8° 169 *x 7.8°Y 7.0° 300°% 0.8° 0093 Hoxk

2bedyalues in the same row and same tissue with no common superscript differ significantly, P<0.05(*), P<0.01(**) or P<0.001(***).
“*¥2Values in the same row and same dietary fat with no common superscript differ significantly.
*Values are means of 6 determinations for abdominal fat and 11 determinations for thigh and breast, and their standard error.

2Other saturated fatty acids include c20:0 and c24:0; other n9 include ¢18:1n9 trans and c20:1n9; Other n6 include ¢18:3n6, c20:2n6, and c20:3n6; Other n3 include c20:3n3 and c22:5n3; SFA=Total saturated fatty acids; UFA=Total

unsaturated fatty acids; MUFA=Total monounsaturated fatty acids; PUFA=Total polyunsaturated fatty acids.
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Figure 3.1: Fatty acid composition of abdominal, thigh and breast fat of females fed 10% fat.

TALLOW OLIVE OIL
100% 100%
50% 1+ — 50% 1+ —
Abd. fat Thigh Breast Abd.fat  Thigh Breast
ESFA [In9 series [In6 series [In3 series E]SFA [On9 series [Jn6 series []n3 series
SUNFLOWER OIL LINSEED OIL
100% 100%
50% | 50% ——
Abd.fat  Thigh Breast Abd.fat  Thigh Breast
EISFA [n9 series [n6 series [In3 series EISFA [n9 series [In6 series [In3 series

Values of figures are correspondent to those shwon in Table 3.5.
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10. TRABAJO EXPERIMENTAL 2

Dietary Polyunsaturated Fatty Acids Decrease Fat Deposition in Separable Fat Depots
but not in the Remainder Carcass
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Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (I.R.T.A.), Department of Animal Nutrition, Centre de
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55.

Poultry Sci (2002) 81:512-518



109



10.1. ABSTRACT

Two experiments were conducted in order to determine the effect of dietary fatty acid profile on
deposition of body fat, carcass fat and separable fat depots. Diets with four types of fat (tallow, olive,
sunflower, and linseed oils) at an inclusion level of 10% were administered to female broiler chickens.
In Experiment 1, total body fat, carcass fat (total body fat minus abdominal fat) and abdominal fat were
determined. In Experiment 2, several separable fat depots (abdominal, neck, sartorial and mesenteric
fat) were removed and weighed. In general, the analysed separable fat depots were reduced in
broilers fed sunflower or linseed oils with respect to those fed tallow or olive oil (P < 0.05). Percentage
of body and carcass fat was also slightly reduced in birds fed sunflower or linseed oil, with respect to
those fed tallow, although differences were not statistically significant. Regression analysis showed
that body fat, carcass fat, and fat depots variability are closely correlated with abdominal fat (R2 =
0.69, 0.56, and 0.81, respectively), except for animals fed tallow in which abdominal and mesenteric
fat showed a different growth pattern with respect to the other treatments and to the other fat depots.
These results suggest that polyunsaturated fatty acid reduce fat deposition in separable fat depots
with respect to monounsaturated and saturated fats, but not in the rest of the body fat depots. Growth
pattern of fat depots can be modified by dietary fatty acid profile. Broilers fed saturated fat tend to

deposit more fat in abdominal and mesenteric depots.

(Key words: broiler, dietary fatty acid profile, separable fat depot, body fat, carcass fat).

10.2. INTRODUCTION
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Several studies have reported less abdominal fat accumulation in broilers fed diets containing high
levels of polyunsaturated fatty acids than in those fed diets containing high levels of saturated or
monounsaturated fatty acids (Sanz et al., 1999; Crespo and Esteve-Garcia, 2001). This reduction
could be accompanied by a reduction in total body fat. Sanz et al. (2000a) found lower total body fat in
broilers fed diets rich in polyunsaturated fatty acids than in those fed diets rich in saturated fatty acids.
This effect could be due to changes in rates of lipid oxidation or lipogenesis, as has been suggested
by some authors (Blake and Clarke, 1990; Cunnane and Anderson, 1997; Sanz et al., 2000b).
However, other studies in broilers (Alao and Balnave, 1984) and rats (Awad et al., 1990) have shown
the same body fat deposition in animals receiving different profiles of fatty acids. These results
suggest that different distribution of fat could be another mechanism by which polyunsaturated fatty
acids reduce abdominal fat. Reduction of abdominal fat pad could be compensated by an increment in
other fat depots or in the remainder carcass fat. In this case total body fat would not differ between
animals fed different dietary fatty acid profiles. When broilers are genetically selected against
abdominal fat, a decrease in other fat depots is observed (Cahaner et al., 1986). However, the effect
of different dietary fats on fat depots other than abdominal has not been yet studied. Therefore, it
would be interesting to determine the effect of dietary fat on total body fat and on different adipose
tissues to assess if reduction in abdominal fat is accompanied by a reduction in other adipose depots.

We designed two experiments in order to determine the effect of different dietary fats in total body fat
content and to study their effects on some separable fat depots (SFD) other than abdominal fat (AF).

We used four fats differing in their fatty acid profiles: Tallow, olive oil, sunflower oil and linseed oil.

10.3. MATERIAL AND METHODS

10.3.1. Experimental Diets

The animal facilities, working protocol and killing methods approved by IRTA’s Ethical Committee. In
both experiments, the experimental diets were formulated as previously published (Crespo and
Esteve-Garcia, 2001). Four diets were based on wheat and soybean meal with 10% added tallow,
olive, sunflower, or linseed oil. In Experiment 1, we used an additional diet without supplemental fat
and, consequently, with lower energy content. Composition and nutrient analyses of diets are shown
in Table 4.1.

10.3.2. Experiment 1

One hundred one-day-old female broiler chickens of the Ross 308 strain were obtained from a
commercial hatchery. They were placed in floor pens and fed a commercial starter diet. From 21 to 28

d, birds were fed a basal diet based on wheat and soybean meal, without additional fat. On d 28 of the
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experiment, 60 birds were weighed and placed in individual cages and fed the experimental diets until
day 48. Twelve animals were fed each experimental diet. On day 48, 10 animals per treatment were
weighed and killed by cervical dislocation. After abdominal fat weight was determined, birds were
stored at —20°C and then cut into several pieces and minced in a 20-L blade cutter’ for 5 minutes.
The whole sample was re-frozen, freeze-dried and re-ground. A representative sample was taken from
each animal for posterior analysis. Dry matter and crude protein were determined as outlined by
AOAC (1990). Lipid content was determined by the Folch method (Folch et al., 1957) and gross
energy determined using an adiabatic calorimetric bomb®. Carcass fat (whole body fat minus AF) was
determined by subtracting lipid content of abdominal fat from total body fat. Lipid percentage of
abdominal fat pad was assumed to be 87.9 % and equal for all treatments, as previously determined

(Crespo and Esteve-Garcia, 2001).

10.3.3. Experiment 2

In Experiment 2 only diets with supplemental fat were used. Fifty one-day-old female broiler chickens
of the Ross 308 strain were obtained from a commercial hatchery. They were placed in floor pens and
fed a commercial started diet. From 21 to 28 days birds were fed a basal diet based on wheat and
soybean meal, without additional fat. On day 28 of the experiment, 10 birds per treatment were placed
in individual cages and fed the 4 experimental diets until day 53. On day 53, birds were weighed and
killed by cervical dislocation. Fat from different SFD was removed and weighed. Analysed SFD were,
abdominal (including fat surrounding gizzard, proventriculus, Bursa of Fabricius, cloaca and adjacent
muscles), mesenteric (fat adhered to mesentery, along the intestine from the pylorus to the colon)
sartorial from both thighs (subcuticular fat in cranial thigh region) and neck fat (subcuticular fat in

ventro-caudal neck region), according to Cahaner (1986), and Butterwith (1989).

10.3.4. Statistical Analysis

All values were subjected to one-way ANOVA by using the GLM procedure of SAS software (SAS
Institute, 1992). When the F test for treatments was significant at P < 0.05 in the ANOVA table, means
were compared for significant difference using Duncan’s multiple range test of the same statistical
package. In final weight of experiment 1, a linear contrast was performed comparing the diets with
added fat versus the diet without supplemental fat. The response of carcass fat (total body fat
excluding abdominal fat), total body fat and fat depots with respect to abdominal fat within treatments
was assessed by linear regression analysis (Snedecor and Cochran, 1980) using the REG procedure
of SAS software (SAS Institute, 1992).

” Model CRI-20, Castellvall, Apartat 70, Castellar del Vallés, Barcelona, Spain
® [KA-Kalorimetersystem C4000 A Adiabatisch. IKA-Analysentechnik GmbH. Postfach 1240. D-7843 Heitersheim, Germany.
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10.4. RESULTS AND DISCUSSION

Performance parameters of the two experiments are shown in Table 4.2. In experiment 1, birds fed the
diet without supplemental fat had less body weight than those fed diets with added fat (P < 0.05). No
significant differences in final body weight of birds fed the different dietary fats were found in either
experiments (P > 0.05). In Experiment 1, feed to gain ratio (FG) presented the highest value in broilers
fed the basal diet. This differences were significant with respect to broilers fed olive oil, sunflower or
linseed oils (P < 0.05). Between treatments with added fat, the highest value of FG was for tallow diets
although differences were only significant with respect to olive and sunflower oils. In experiment 2, FG
followed the same tendency although differences were not significant (P > 0.05). These results are in
agreement with those of Deaton and Lott (1985) and Donalson (1985) in which an increase in fat
inclusion of diets resulted in better FG, and with those of Pinchasov and Nir (1992), Su and Jones
(1993) and Zollitsch et al. (1997), where diets containing saturated fat showed poorer FG than those
containing polyunsaturated fats.

Body composition of birds from experiment 1 is shown in Table 4.3. Total gross energy, and
percentage of body and carcass fat was not significantly affected by treatments (P > 0.05), although
birds fed the diet with no supplemental fat showed the lowest values, and those fed tallow showed the
highest values. Percentage of protein and ash were higher for birds fed the diet with no supplemental
fat (P < 0.05). Differences between treatments with supplemental fat were not significant (P > 0.05).
Abdominal fat pad values of both experiments are shown in grams and percentage of body weight in
Table 4.4. Birds fed sunflower and linseed oils showed less AF than those fed tallow or olive oil.
Differences were greater in experiment 2, which suggests that they increase with age and body
weight. This is in agreement with other experiments in which AF was reduced with polyunsaturated
with respect to saturated or monounsaturated fatty acids (Sanz et al., 1999; Crespo and Esteve-
Garcia, 2001). Values of the analysed SFD are shown in Table 4.5. Mesenteric fat showed the highest
value in birds fed tallow diets, and the difference was significant with respect to sunflower or linseed
oils (P < 0.05). Birds fed olive oil deposited more fat in the neck region than birds fed linseed oil (P <
0.05).

In birds fed tallow, sartorial fat presented the highest value followed by those fed olive, linseed and
sunflower oils. In this depot differences were statistically significant a the P = 0.07 level. Sum of all
analysed fat depots (AF and SFD) was strongly influenced by dietary fat (P < 0.01). Thus, birds fed
sunflower or linseed oils deposited less fat in these fat depots than those fed tallow or olive oil. Total
reduction of these fat depots in birds fed sunflower or linseed oils accounted for 34.0 + 7.7 and 27.6 +
7.7 grams with respect to those fed tallow, respectively. Abdominal fat reduction in the same
treatments represented 68 and 60% of the total reduction of analysed fat depots, respectively.
Assuming that AF in Experiment 1 is reduced in the same proportion with respect to the other SFD

(not analysed in this experiment), then reduction of SFD would have been about 3 and 8 g for birds
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fed sunflower and linseed oils, respectively. These values are similar to those observed in carcass fat
reduction (without abdominal fat) in broilers fed linseed oil with respect to those fed tallow (since birds
fed tallow and linseed oil resulted in the same body weight).

Broilers fed sunflower presented slightly higher body weight than those of the other treatments; the
effect in grams on total carcass fat cannot be observed, but it was found using values as percentages.
These results suggest that diets rich in polyunsaturated fatty acid reduce fat content of analysed fat
depots (AF and SFD), which represents about 20% of total body lipids, but no overall effect is
expected to be found in the remainder body fat (skin, visceral, feather, skeleton or the remainder
carcass fat) which represents about 75% of total body lipids (Nir et al., 1988). Therefore, reduction in
SFD and AF would account for the reduction in total body fat of birds in Experiment 1. If a similar
effect to that observed in the analysed fat depots had been produced in the remainder carcass fat,
which represents ¥ of total body fat, then reduction in total body fat between birds fed tallow and
those fed sunflower or linseed oils would had been fairly higher than that observed in the first
experiment (more than 60 grams in total body fat), and more likely to be statistically significant. In the
experiment of Sanz et al. (2000a), total body fat of birds fed tallow was statistically different from that
of birds fed sunflower, and accounted for about 27 grams. This reduction is similar to that observed in
fat depots in our second experiment, suggesting that body fat reduction in experiment of Sanz et al.
was due to the reduction in fat content of fat depots but not to the reduction in the remainder carcass
fat. These values are similar to those of Cahaner et al. (1986), who found that reductions of fat depots
in chickens selected against abdominal fat were not accompanied by a reduction in the remainder
carcass fat.

Regression equations of carcass fat (total body fat excluding abdominal fat) and total body fat
(including abdominal fat) with respect to abdominal fat are shown, per treatment, in Table 4.6. Both
variables were directly correlated with abdominal fat and a high percentage of body and carcass fat
variability could be attributed to abdominal fat variations, in agreement with Pfaff and Austic (1976)
except for broilers fed tallow. In these birds correlation coefficients were 0.44 and 0.25 for body and
carcass fat, respectively, and slopes always presented the lowest values with respect to the rest.
Thus, when treatments with no supplemental fat and treatments with olive, sunflower and linseed oils
were adjusted to the same regression equation, a higher correlation coefficient was obtained (R2 =
0.73 and 0.63 for body and carcass fat, respectively) than when diets with tallow were included in the
model (R2 = 0.69 and 0.56 for body and carcass fat, respectively). This suggests that in birds fed
tallow, lipids are deposited preferentially in abdominal fat depot. Thus, in these birds, body fat
accretion is not as closely associated to abdominal fat accretion as in the other treatments.

Regression equations of the three analysed fat depots with respect to abdominal fat are shown in
Table 4.7. Only mesenteric fat of broilers fed tallow was not significantly correlated with abdominal fat
(Figure 4.1). This is in agreement with Cahaner et al. (1986), who found that mesenteric fat showed
lower correlation with abdominal fat than the other analysed fat depots. In the rest of depots all

treatments were adjusted to the same linear function. Regression analysis of sum of analysed fat
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depots with respect to abdominal fat showed a high correlation in all treatments (R2 = 0.81) except in
broilers fed tallow, due to the effect of mesenteric fat in these birds. Thus, variability of fat depots in all
treatments is highly correlated with abdominal fat variations except for mesenteric fat in broilers fed
tallow. In these birds, mesenteric fat showed the highest value with respect to the other treatments,
and variability of this fat depot was not dependent of variations in abdominal fat (R2 = 0.0025). These
results suggests that growth pattern of fat depots was different for birds fed tallow diets than for birds
fed the other diets. Differences in fat deposition between broilers and layer strains seem to be related
to the different activity of lipoprotein lipase (LPL) (Griffin et al., 1991), and studies in broilers have
shown different activities of LPL in different fat depots (Butterwith, 1989) being higher in abdominal fat
than in the rest of fat depots. Furthermore, this enzyme in abdominal fat of rats seems to have higher
affinity towards saturated fatty acids (Sato et al., 1999). This suggests that LPL could play a role in the

different growth of fat depots in birds fed tallow diets with respect to those fed the other dietary fats.

10.5. CONCLUSIONS

Results of this study suggest that size of separable fat depots can be modified by dietary fatty acid
profile in the sense that fats rich in polyunsaturated fatty acids produce smaller fat depots than those
rich in saturated or monounsaturated fatty acids. Our results suggest that this effect is not produced in
the rest of body lipids.

The growth pattern of fat depots can be modified by dietary fat, suggesting that distribution of dietary
fat within adipose tissues depends of the fatty acid profile. Thus, birds fed diets rich in saturated fatty
acid from animal origin tend to deposit proportionally more fat in abdominal and mesenteric fat depots

than in the rest of the body adipose tissues.
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Table 4.1. Ingredients, nutrient composition and fatty acid profile of experimental diets'

Experiment 1 Experiment 2
Ingredients B T 00 SO LO T 00 SO LO
Wheat 68.7 552 553 553 553 582 583 583 583
Soybean meal (48% CP) 268 311 311 311 311 26.9 27 27 27
Ext. Soybean Int. - - - - - 0.2 0.1 0.1 0.1
Tallow - 10 - - - 10 - - -
Olive oil - - 10 - - - 10 - -
Sunflower ol 0.5 0.03 - 10 - - - 10 -
Linseed oil - - - - 10 - - - 10
D,L-Methionine 025 025 025 025 0.25 029 029 029 0.29
L-Lysine 023 0.13 013 013 0.13 025 026 0.26 0.26
L-Threonine 0.03 0.06 0.06 0.06 0.06
Calcium carbonate 1.64 135 1.3 1.3 1.3 179 177 177 177
Dicalcium Phosphate 114 126 125 125 125 162 162 162 1.62
Salt 0.4 032 032 032 032 031 031 031 031
Vitamin and mineral premix? 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Calculated metabolizable 2 826 3,300 3,300 3,300 3,300 3,300 3,300 3,300 3,300
energy (kcal/kg)
Analysed nutrient content
Crude protein (%) 21.2 216 219 218 217 205 20.7 21.0 206
Lipid content (%) 336 119 115 116 120 109 11.0 108 10.6
Crude fiber (%) 3.1 2.7 2.8 2.7 2.7 2.8 2.7 2.4 2.5
Dry matter (%) 89.28 910 911 912 915 90.1 90.6 905 90.8
Fatty acid profile (%)*
SFA 17.2 431 17.3 119 11.0 44.2 17.0 119 105
UFA 828 569 827 881 890 55,8 83.0 881 895
MUFA 19.2 381 618 229 18.0 398 63.0 261 175
PUFA 636 188 209 652 710 16.0 199 619 719
Total n9 181 341 587 220 17.1 353 593 251 16.6
Total n6 580 171 191 641 221 142 184 609 234
Total n3 5.6 1.7 1.7 1.1 48.9 1.8 1.6 1.0 48.6

T B = basal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet. Values are means ol
2 determinations.

2 Composition of vitamin and mineral premix: 1 Kg of feed contains: Vitamin A, 12000 Ul; Vitamin Ds;, 5000 Ul; Vitamin E, 30 mg; Vitamin kK, 2
mg; Vitamin By, 2.2 mg; Vitamin B, 8 mg; Vitamin Bs, 5 mg; Vitamin By, 11 ng; Folic acid, 1.5 mg; Biotin, 150 ng; Calcium pantothenate, 25 mg:
Nicotinic acid, 65 mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; |, 0.33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0.15 mg; and Ethoxyquin, 150 mg.

3 SFA = Saturated fatty acids; UFA = Unsaturated fatty acids; MUFA = Monounsaturated fatty acids; PUFA = Polyunsaturated fatty acids.
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Table 4.2. Performance parameters'

Experiment 13

Experiment 2*

Initial Final Weight Feed Feed:Gain Initial Final Weight Feed Feed:gain
weight  weight gain intake ra.tio weight weight gain intake rafi%
Teamens @ @ (@/d) (@/d) © @  @/d @l
B 890 2,111° 61.0° 136 2232
T 894 2,224% 66.4%° 145 2.19%° 1014 2,828 69.8 156 2.24
(0] 893 2,271* 68.8% 133 1.93°¢ 981 2,786 69.4 139 2.00
SO 897 2,301* 70.2? 139 1.98°¢ 963 2,739 68.3 142 2.09
LO 918 2,227% 65.5% 133 2.04%¢ 994 2,816 70.1 142 2.04
Root
MSE 26.3 1239 5.83 14.4 0.176 41.3 165.2 5.56 13.9 0.2
*Values are means of 10 determinations. Means within a column Tacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
2 B = basal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.
® Experimental period was from 28 to 48 days.
* Experimental period was from 28 to 53 days.
® MSE = Mean standard error.
Table 4.3. Experiment 1. Final weight and body composition *
Fina:]t GEcall  Bodyfat Carcass fat* Crude protein Ash Moisture
, Wweig
Treatment (@) g % g % g % g % g % g
B 2,111° 1,969 111 234 100 210° 20.52 433% 2.42% 51.1%° 66.2 1,396
S 2,224 2142 132 293 11.4 253* 18.7° 416° 217" 484" 65.6 1,460
00 2,271% 2,118 12,7 290 11.0 2522 19.1° 432° 2.09° 47.2° 66.0 1,497
SO 2,301% 2,094 129 298 11.3  260% 18.8° 432° 2.26° 52.0° 659 1,514
LO 22277 2126 125 277 11.0 2457 189"  421® 209" 465° 66.0 1,469
Root MSE® 1239 1545 1.62 37.9 1.34 315 0.620 13.7 0.163 3.47 1.53 35.6

~Values are means of 10 determinations. Means within a column Tacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
2 B = basal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.

® GE = Gross energy.
* Carcass fat = Total body fat without abdominal fat.
® MSE = Mean standard error.
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Table 4.4. Abdominal fat of broilers from Experiments 1

and 2!
Experiment 13 Experiment 2*
Treatment? (9) (%) (9) (%)
B 28.3° 1.35¢
T 47.0°  2.09° 79.28 2872
00 431% 1.89% 7632  2.73%
SO 41.3% 1.77%° 55.9°  2.04°
LO 36.2°¢ 1.64° 62.4° 231
Root MSE® 10.34 0.456 1524  0.561

* Values are means of 10 determinations. Means within a column lacking a common
superscript differ statistically (P < 0.05)

2 B = basal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO =
sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.

3 Bird age of determination was 48 days.

“ Bird age of determination was 48 days.

® MSE = Mean standard error.

Table 4.5. Fat depots of broilers from Experiment 2*

Treatment? T 00 SO LO Root MSE®
Mesenteric fat (g) 22.9% 21.8% 155°¢ 17.2°¢ 5.480
Mesenteric fat (%) 0.82°% 0.77% 0.57°¢ 0.63% 0.192

Neck fat (g) 14.5% 17.4° 14.0% 11.2° 4.26

Neck fat (%) 0.53% 0.63% 0.52% 0.41° 0.157
Sartorial fat (g) 7.92 6.66 5.55 6.22 1.979
Sartorial fat (%) 0.29 0.24 0.20 0.23 0.075

Total SFD® (g) 4532 45.92 35.1° 345" 9.280
Total SFD (%) 1.642 1.642 1.29° 1.27° 0.331
Abdominal fat (g) 79.2° 76.3% 55.9° 62.4° 15.240
Abdominal fat (%) 2.87¢2 2.73% 2.04°¢ 2.31° 0.561
Total fat depots* (g) 124,52 122.22 90.5"° 96.9" 24.20
Total fat depots (%) 4512 4.37° 3.30° 3.59° 0.857

“Values are means of 10 determinations. Means within a row Tacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)

2 B = pasal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.
° SFD = Separable fat depots other than abdominal fat.

* Total fat depots = SFD + abdominal fat.

® MSE = Mean standard error.
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Table 4.6. Regression equations of birds from Experiment 1. X =abdominal fat pad in

grams
Y value Treatment* Equation R° RootMSF  Sig.’
B, T, OO, SO, LO y=3.68x+ 135 0.69 30.48 Fkk
B y=3.71x+134 0.64 18.77 ki
Body fat T y=253x+178 0.44 34.47 *
Q) 00 y=396x+119 072 4228 e
SO y=4.48x + 108 0.67 30.56 ki
LO y=4.63 x +106 0.57 27.26 ki
B, OO, SO, LO y=3.99x+ 125 0.73 29.40 Hohk
B, T, OO, SO, LO y=279x+135 0.56 30.43 okk
B y=282x+134 0.51 18.74 **
Carcass fat? T y=1.64x+179 0.25 34.59 N.S.
(9) (e]) y=3.08x + 120 0.61 42.29 iid
SO y=3.62 x + 107 0.58 30.10 *x
LO y=3.71x+ 107 0.46 27.25 *
B, OO, SO, LO y=3.11x + 106 0.63 29.29 okk

"B = basal diet (without supplemental fat); T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.

Regressions have been made with 10 values for each variable.

2 Carcass fat = Total body fat without abdominal fat.
® MSE = Mean standard error.

* significance of the slope: * P< 0.1; ** P < 0.05; *** P < 0.001.
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Table 4.7. Regression equations of birds from Experiment 2. X =abdominal fat pad in

grams.

Y value Treatment* Equation R2 RootMSF  Sig*

Mesenteric fat T y=-0013x+240 00025  3.59 N.S.
©) 00, SO, LO y=0.33x-3.47 0.68 4.06 ok

Neck fat (g) T, 00, SO, LO y=0.18x + 1.64 0.46 3.53 ik
Sartorialfat(G) T, 00, SO, LO y=0.08 x + 1.29 0.42 1.62 ook
Total SFD? T y=0.27 x+23.6 0.41 452 wx
) 00, SO, LO y=0.61x-1.07 0.81 5.38 ok

TT = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet. Regressions have been made with 10 values for
each variable.
2 SFD = Separable fat depots other than abdominal fat.

i MSE = Mean standard error.
Significance of the slope: * P< 0.1; ** P < 0.05; *** P < 0.001.

Figure 4.1: Linear regression of the mesenteric fat with respect to abdominal fat of birds from Experiment 2.
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T = tallow diet; OO = olive oil diet; SO = sunflower oil diet; LO = linseed oil diet.

Corresponding equations are those of mesenteric fat in Table 4.7.
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11.1. ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of different dietary fatty acid profiles on efficiency of
energy, fat, nitrogen, and fatty acid deposition on broiler chickens. Sixty female broiler chickens were
fed a basal diet without additional fat, or with other 4 diets with different fats (tallow, olive, sunflower,
and linseed oils) at 10%, from 28 to 48 d of age. Among broilers fed diets with added fat, those fed
linseed oil presented lower abdominal fat(in grams and percentage) than those fed tallow (P < 0.05).
Fat losses were slightly higher for birds fed linseed oil, and nitrogen efficiency lower in those fed tallow
(P < 0.05). However, there were not significant differences in energy deposition between broilers fed
diets with added fat. Fatty acid balance showed higher values of fatty acid oxidation during the
experimental period in broilers fed linseed oil (48.2 g), followed by those fed sunflower oil (23.2 g).
Contribution of endogenous fat synthesis to total body fat deposition was minimal in birds fed diets
with added fat accounting to 3, 1.2, 8.5 and 7.5 g for broilers fed tallow, olive, sunflower and linseed
oils, respectively. This reflects lipogenesis inhibition by dietary fat addition. Interestingly, between
broilers fed diets with added fat, higher values of fatty acids from endogenous synthesis were found in
broilers fed diets rich in PUFA. Results suggest that reduction of abdominal fat in broilers fed linseed
oil seems to be consequence of a higher lipid oxidation despite the higher synthesis of endogenous

fatty acids.

(Key words: broiler, dietary fatty acid profile, energetic balance, fatty acid balance)

11.2. INTRODUCTION
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Several studies suggest that, either in avian as in mammals, polyunsaturated fatty acids (PUFA)
produce an inhibition of lipid synthesis (Wilson et al., 1986,1990; Blake and Clarke, 1990; Ntambi,
1991; Sanz et al., 2000b) an increase in fatty acid oxidation (Shimomura et al., 1990; Madsen et al.,
1999; Sanz et al., 2000b; Cunane and Anderson, 1997) and diet-induced thermogenesis (Takeuchi et
al., 1995). These effects could explain why these fatty acids reduce abdominal fat (Crespo and
Esteve-Garcia, 2001a), fat in other fat depots (Crespo and Esteve-Garcia, 2001b) and, consequently,
total body fat (Sanz et al., 2000a) when compared to saturated or monounsaturated fats.

Several mechanisms seem to be involved in lower energetic efficiency of PUFA in mammals.
Preferential oxidation of PUFA in peroxisomes prior to their oxidation in mitochondria leads to higher
energy losses (Clarke, 2000). Furthermore, PUFA are involved in the induction of uncoupling proteins
(UCP) in the mitochondria. UCP-3 is restricted to skeletal muscle in rats and is twofold increased by
fish oil (Baillie et al., 1999). These mechanisms would produce lower deposition of dietary energy in
animals fed PUFA than in those fed diets rich in SFA. This energy could be dissipated or could be
used to enhance protein deposition, as has been suggested by other authors (Sanz et al., 2000a).
Different use of dietary energy for fat deposition, protein deposition or energy dissipation could be
determined by performing a nutrient balance.

The aim of this study was to determine the effect of different dietary fatty acid profiles on nutrient and
fatty acid balance in the broiler. Lower energetic efficiency of PUFA was expected to decrease energy
deposition and to be reflected in fatty acid balance. Effect of different dietary fatty acids on nitrogen

and fat retention was also studied in order to determine different use of dietary energy.

11.3. MATERIAL AND METHODS

11.3.1. Animals and Diets

Experimental diets were formulated according to the same criterion as previously described by Crespo
and Esteve-Garcia (2001a). Four diets with 4 types of added fat (tallow, olive, sunflower and linseed
oils), representing different profiles of fatty acids (saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty
acids (MUFA) and PUFA from n6 and n3 series) were used to conduct this experiment. Calculated
metabolizable energy was 3,300 kcal / kg. An additional diet without supplemental fat (basal diet) and
consequently with lower energy content (2,826 kcal / kg) was also used. Fatty acid profile of
experimental diets is shown in Table 5.1.

One hundred day-old female broiler chickens of the Ross 308 strain were obtained from a commercial
hatchery. They were placed in floor pens and fed a commercial starter diet with lard as fat source.
Balance was designed to be performed during the last 20 before slaughtering on day 48. In order to
avoid effect of experimental diets from Day 21 to 28, birds were fed a diet based on wheat and

soybean meal without additional fat, during this period of time. On Day 28 of the Experiment, 48 birds
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were weighed and distributed by weight in 8 groups, with 6 birds in each group. One animal of each
group was killed by cervical dislocation and stored at —20C untill analysis (a total of 8 birds). The rest
of the birds (40 chickens) were distributed by treatments with 1 bird of the same weight group for each
treatment (a total of 8 birds per treatment belonging to each weight group). Two additional broilers per
treatment were selected from the rest of birds in order to ensure a minimum of 8 and maximum of 10
replicas per treatment. Birds were placed in individual cages and fed the experimental diets until day
48. Feed and water were provided for ad libitum consumption. Feed intake during the experimental
period was recorded. From Day 28 to 48, whole droppings were collected daily and individually per
bird, and were stored at —20C. At the end of the experimental period, whole frozen dropping samples
of each chicken were weighed and homogenised in a blade cutter for 2 minutes. A representative
sample from each bird was taken, freeze-dried and reground for analysis. On Day 48, birds were
fasted during 12 hours, weighed and killed by cervical dislocation. After abdominal fat was determined,
each whole bird was stored at —20°C and then cut into several pieces and minced in a blade cutter® for
5 minutes. The whole sample was refrozen, freeze-dried, and reground. A representative sample was
taken from each animal for posterior analysis. Broilers killed initially were also minced and freeze-dried
in the same way. The animal facilities, working protocol and killing methods were approved by the
IRTA Ethical Committee.

11.3.2. Analytical Determinations

Dry matter, ash content, moisture and crude protein of all collected samples were determined as
outlined by AOAC (1990). Lipid content was determined by the Folch method (Folch et al., 1957) and
gross energy determined using an adiabatic calorimetric bomb™. Carcass fat (whole body fat,
including viscera, skin and feathers) was determined subtracting lipid content of abdominal fat
(including fat surrounding gizzard, Bursa of Fabricius, cloaca and adjacent muscles) from total body
fat. Lipid percentage of abdominal fat pad was assumed to be 87.9% and equal for all treatments, as
previously determined (Crespo and Esteve-Garcia, 2001a). Fatty acid profile of diets, broilers and
faeces was determined as previously (Crespo and Esteve-Garcia, 2001a). Analytical results of initial
broilers were used to estimate de initial body composition of experimental birds. Balance of energy
and body components (protein, fat and fatty acids) was done as follows (Figure 5.1). Absorbed
nutrients and fatty acids were estimated as the difference between ingested and excreted values.
Gained nutrients were estimated as the difference between final and initial body composition. Nutrient
losses were estimated as the difference between absorbed and gained values. Nutrient efficiency was
calculated as percentage of gained nutrients respect to absorbed nutrients. In the case of the energy

balance, absorbed energy corresponded to apparent metabolizable energy (AME). Energy cost of

° Model CRI-20, Castellvall, Apartat 70, Castellar del Valles, Barcelona, Spain
1% |KA-Kalorimetersystem C4000 A Adiabatisch. IKA-Analysentechnik GmbH. Postfach 1240. D-7843 Heitersheim, Germany.
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protein gain was calculated taking a calorimetric value of 5.9 kcal / g of protein (Sibbald and Wolynetz,
1985) and assuming a cost of 1.25 kcal per 1 kcal of protein storage (Pullar and Webster, 1977).
Energy cost for fat deposition was assumed to be 0.36 kcal / kcal for birds fed the diet without
supplemental fat, and 0.16 kcal / kcal for birds fed diets with added fat (Pullar and Webster, 1977;
Rothwell et al., 1985). Heat losses were calculated subtracting energy cost of protein and fat gain from
total energy losses (lossa et al., 2000). In the nitrogen balance, absorbed nitrogen was assumed to be
equivalent to gained nitrogen, and nitrogen efficiency was determined as percentage of gained

nitrogen respect to nitrogen intake.

11.3.3. Statistical Analysis

All values were subjected to one-way ANOVA by using the General Linear Model procedure of SAS
(SAS Institute, 1992). Body weight group was added to the model as block factor in order to avoid
variability in body composition due to differences in initial body weight. Final body weight was included
as covariable factor when needed. When the F-test for treatments was significant at P < 0.05 in the
ANOVA table, means were compared for significant differences using Duncan’s multiple-range test of
the same statistical package. In the case of fatty acid balance, percentage of retained saturated and
n9 fatty acids in animals fed the basal diet showed very different standard deviation respect to those
fed the diets with added fat. This was due to the endogenous synthesis of these fatty acid families in
these birds. As the main purpose of this experiment was to compare treatments with added fat,
percentage of retained SFA and n9 fatty acids from basal treatment were excluded from the statistical

analysis.

11.4. RESULTS AND DISCUSSION

Performance parameters were discussed in Crespo and Esteve-Garcia (2001b). Body composition
and abdominal fat pad values of birds are shown in Table 5.2. Total gross energy, and percentage of
body and carcass fat were not significantly affected by treatments (P > 0.05). Protein content was
lower for birds fed tallow although differences were only significant for total body protein content in
grams. Percentage of protein and ash were higher for birds fed the basal diet (P < 0.05) due to the
lower body weight of these birds. Thus, differences in body weight of broilers fed the basal diet respect
to those fed the diets with added fat were due to lower body fat and moisture contents. Total protein
deposition was similar to the rest of the treatments, suggesting that the energy content of the diet did
not limit protein deposition.

Birds fed sunflower and linseed oils showed less abdominal fat than those fed tallow or olive oil,
although statistical differences were only found between broilers fed tallow and those fed linseed oil.

This is in agreement with other experiments in which abdominal fat was reduced with polyunsaturated
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fatty acids respect to saturated or monounsaturated fatty acids (Sanz et al., 1999; Crespo and Esteve-
Garcia, 2001a). However, in this experiment differences in abdominal fat were not as great in absolute
values as those found in Crespo and Esteve-Garcia (2001a). These different results could be due to
the greater body weight of birds in the previous experiment, because percentage of reduction was
similar in both experiments.

Birds fed tallow showed the higher values of gross energy intake than the rest or treatments (Table
5.3). This was counteracted by higher faecal energy losses, resulting in an equal AME for all
treatments. Thus, percentage of AME was lower for the diets added tallow, although differences were
not significant. Although not significantly, our results tend to follow results obtained by other authors
(Fuller and Rendon, 1977; Allen et al., 1997; Dvorin et al., 1998) who found lower digestibility and
lower ME of diets with higher SFA content respect to those with higher percentages of PUFA. Total
energy gain and energy losses did not statistically differ between treatments, although birds fed the
basal diet showed lower energy gain and higher energy losses per 100 g of weight gain respect to
those fed diets with added fat, leading to a lower energetic efficiency. Although these values were not
statistically significant, other authors have found lower energetic efficiency of diets without added fat
respect to those with added fat (Carew et al., 1964; Fuller and Rendon, 1977 and 1979; Nitsan et al.,
1997). This could be consequence of the higher energy cost of protein and fat gain. Higher protein
gain per 100 g of weight gain and endogenous synthesis of fatty acid resulted in higher energy cost
respect to broilers fed diets with added fat in which percentage of protein gain was lower and fat gain
was due mainly to direct deposition from dietary fat. Consequently, energy losses as heat production
respect to total energy losses were statistically lower (P < 0.05) in birds fed the basal diet respect to
those fed the high fat diets. This suggests that increasing dietary fat inclusion produces higher
derivation of energy to heat production that, in turn, causes worse efficiency of fat deposition. The
same effect was also found in previous experiments in rats (lossa et al., 2000). In our case, other
factors could be implicated, as can be different body weight between broilers fed the basal diet and
the diets with added fat. There were no significant differences in energy gain, energetic efficiency and
energy losses between broilers fed diets with added fat. Different results where found in the
experiment of Brue and Latshaw (1985), where broilers fed diets with tallow showed higher ME intake,
higher energetic efficiency and higher energy deposition compared to those fed corn oil (rich in
PUFA).

Broilers fed the basal diet ingested the lowest amount of fat and presented the lowest fat digestibility
(P < 0.05) (Table 5.4) as also found by Fuller and Rendon (1979) and Nitsan et al. (1997). However,
these birds showed negative values of fat losses and a percentage of fat efficiency much higher than
100%, indicating higher endogenous fat synthesis than broilers fed diets with added fat, in agreement
with previous reports (Donaldson, 1985; Rosebrough et al., 1999). Birds fed tallow showed higher fat
intake (P < 0.05) and higher faecal fat losses leading to the same absorbed fat and to lower
digestibility (P = 0.09) respect to the rest of diets with added fat. Similar results were found by Dvorin

et al. (1998) with diets with a high level of SFA. Fat gain per 100 g of weight gain was slightly lower for
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broilers fed linseed oil respect to the other treatments with added fat, and this was concomitant with
higher fat losses and lower percentage of fat efficiency. However, these differences were not
statistically significant. Since protein gain was similar within treatments with added fat (Table 5.5), this
low fat accretion in broilers fed linseed oil should have been reflected in energy accretion. However,
due to the small difference or to the high individual variations, this slightly effect in fat balance may
have not been detected in energy balance. However, this effect was observed by Sanz et al. (2000a)
who obtained lower energy gain and higher heat losses in broilers fed sunflower oil respect to those
fed a blend of lard and tallow.

Broilers fed the basal diet and diet with tallow ingested higher amount of dietary nitrogen than the rest
of treatments (P < 0.05). However, only broilers fed the basal diet showed higher nitrogen gain per
100 g of weight gain (P < 0.05), leading to higher efficiency of nitrogen deposition respect to broilers
fed tallow. Thus, although birds fed the tallow diet ingested more nitrogen than the rest of treatments
with added fat, they did not increase nitrogen gain respect to broilers fed olive, sunflower or linseed
oils, leading to lower nitrogen efficiency respect to birds fed the basal diet or diets with added olive or
linseed oil (P < 0.05). Thus, increasing ingestion of nitrogen over required levels produce a decrease
in nitrogen retention efficiency as previously reported by Geraert et al. (1990).

Fatty acid balance is shown in Table 5.6. Birds fed tallow ingested the highest amount of SFA.
However, digestibility of SFA in these birds was lower than that of birds fed olive oil (P < 0.05) and
slightly lower than that of birds fed sunflower or linseed oil. This suggests an improvement of SFA
digestibility when vegetable oils with higher levels of unsaturated fatty acids are included in the diet
(Sibbald and Kramer, 1980). SFA gain was higher in broilers fed tallow diet, due to the higher
ingestion. However, percentage of saturated fatty acid gain respect to absorbed fatty acids was lower
for these birds. High fatty acid oxidation is related to PUFA and not to SFA (as is discussed below).
Therefore, this disappearance of SFA in broilers fed tallow is more probably due, in part, to elongation
and desaturation processes leading to the formation of MUFA. In fact, boilers fed tallow presented
negative values of n9 fatty acid oxidation that could be due to de novo endogenous synthesis or to
elongation and desaturation of SFA. In the rest of the treatments percentage of retained SFA reached
values above 100% suggesting endogenous synthesis of these fatty acids which was much higher in
broilers fed the basal diet. Within treatments with added fat, broilers fed sunflower and linseed oil
showed similar values of net endogenous synthesis accounting to 8.5 and 7.4 g (negative oxidation
values), respectively. These values were only significantly different respect to broilers fed tallow and
those fed the basal diet.

Ingestion of n9 fatty acids was higher for broilers fed olive oil. Digestibility of these fatty acids was
equal between broilers fed diets with added fat. Only broilers fed olive oil presented higher digestibility
of n9 fatty acids respect to those fed the basal diet (P < 0.05). N9 fatty acid gain was higher for birds
fed olive oil, followed by broilers fed tallow. The lowest gain was for broilers fed sunflower and linseed
oils, due to their lower ingestion. Percentage of gained n9 was similar for all treatments with added fat,

although, as for SFA, broilers fed the diet with no supplemental fat presented the highest values of
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percentage of n9 fatty acid gain and the lowest values of oxidation. Between broilers fed the diets with
supplemental fat, those fed olive oil showed the highest values of n9 fatty acid oxidation, although
differences were only significant with respect to birds fed tallow. Broilers fed tallow presented negative
values of fatty acid oxidation suggesting some endogenous synthesis or derivation from SFA.

From total sum of negative oxidation values of saturated, n9 and n7 (data not shown) fatty acids, we
can deduce that net endogenous fat synthesis in broilers fed diets with supplemental fat represents a
low percentage of the total fat deposition. This sum accounts to 8.4, 3.3, 10.8, and 10.2 g for broilers
fed tallow, olive, sunflower and linseed oils, respectively. Similar or slightly higher values for broilers
fed sunflower and linseed oils respect to those fed tallow suggest similar or slightly higher net
endogenous fat synthesis in birds fed diets rich in PUFA, which is in disagreement with studies
showing inhibition of lipid synthesis by PUFA (Wilson et al., 1986; Blake and Clarke, 1990; Wilson et
al., 1990; Ntambi, 1991; Sanz et al., 2000b).

Broilers fed sunflower oil ingested the highest amount and presented the highest digestibility of n6
fatty acids. Percentage of n6 fatty acid gain was lower for broilers fed linseed oil respect to the rest of
treatments. This was due to the high oxidation of n6 fatty acids that occurred in these birds which was
similar to that observed in broilers fed sunflower oil, despite the lower absorption, and higher (P <
0.05) than that observed in broilers fed the basal diet and diets with olive oil.

Broilers fed linseed oil presented the highest values of n3 fatty acid gain, digestibility and oxidation.
However, in the rest of treatments, ingestion of n3 fatty acids was so low that measured values cannot
be taken into account. In fact, values of n3 fatty gain and oxidation in birds fed the other treatments
are not statistically different from zero. Thus, we cannot study n3 fatty acid behaviour in broilers fed
diets rich in other families of fatty acids.

Results obtained in this experiments suggest that broilers fed linseed oil tend to oxidize more
polyunsaturated fatty acids than those fed the other treatments. Several studies have shown than
diets rich in PUFA enhance lipid oxidation (Shimomura et al., 1990; Madsen et al., 1999; Sanz et al.,
2000b; Cunane and Anderson, 1997) being this oxidation higher for PUFA than for saturated fatty
acids (Leyton et al., 1987). These effects seem to be related with the gene transcription regulation of
enzymes involved in these mechanisms (Brandt et al., 1998; Clarke, 2000; Clarke, 2001). Binding of
PUFA to the Peroxisome proliferator-activated Receptor (PPAR) leads to the induction of several
hepatic, cardiac and skeletal muscle genes encoding proteins involved in lipid transport, peroxisomal
oxidation and thermogenesis, and a decrease in the Sterol-regulatory element-binding protein-1
(SREB-1) seems to be related with the decrease of lipid synthesis by PUFA. Moreover, PUFA (and
mainly those from n3 series) seem to enhance thermogenesis by inducing mitochondrial UCP (Baillie
et al., 1999). Results in this experiment show more PUFA oxidation in birds fed linseed oil respect to
those fed tallow or olive oil. However, broilers fed sunflower oil did not show the same effect than
those fed linseed oil. This is in disagreement with results obtained by other investigators (Sanz et al.,
2000b; Shimomura et al., 1990). However, Fu and Sinclair (2000) suggested that Guinea pigs fed

diets with linolenic and linoleic acids tend to oxidize linolenic acid in a higher proportion than linoleic
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acid while the latter tends to be deposited in tissues. Furthermore, biochemical studies suggest
different mechanisms of action of n3 and n6 fatty acids. Different isoforms of PPAR seem to have
different actions in lipid metabolism, and n3 and n6 fatty acids seem to activate these PPAR isoforms
with different potency. Thus, PPARa is related with the induction of peroxisomal enzymes, which are
more strongly activated by n3 than by n6 fatty acids (Power and Nesholme, 1997). On the other hand,
PPARg plays roles in the fat cell differentiation, the expression of lipoprotein lipase, fatty acid binding-
protein and glucose transporter. This isoform seems to be activated more strongly by n6 fatty acids
(Wolf, 1996; Mater et al., 1998). Thus, in this experiment reduction in abdominal fat in broilers fed
linseed oil could be explained by the higher lipid oxidation and perhaps higher thermogenesis. In
broilers fed sunflower oil, effect of PUFA has not been strong enough to produce a significant effect on
total body fat deposition in difference to Sanz et al. (2000a) in whose experiment broilers fed
sunflower oil presented lower abdominal and body fat than those fed diets rich in SFA.

Fatty acid composition of deposited body fat is presented in Table 5.7. Broilers fed the basal diet
presented higher percentage of SFA and n9 fatty acids, and lower of n6 and n3 fatty acids than that
observed in the diet. This effect was due to the endogenous synthesis that took place in these
animals. In broilers fed tallow a reduction in percentage of SFA and an increase in n9 fatty acids
respect to dietary fat percentage of these fatty acids was observed. This agrees with the higher
disappearance of SFA fatty acids in these birds. The fact that percentage of all SFA had decreased
and the main MUFA (C16:1n7, C18:1n9 and C18:1n7) had increased respect to the diet suggest that
disappearance of SFA has been due in part to its elongation and desaturation to form MUFA. Thus,
endogenous synthesis of n9 fatty acids observed in fatty acid balance (Table 5.6) could be
consequence of a transformation of SFA to MUFA. In broilers fed olive oil, percentage of SFA was
slightly higher and percentage of n9 slightly lower than that of the diet, in agreement with the negative
value of SFA oxidation and positive value of n9 oxidation observed in the fatty acid balance for these
birds, and the same happened in broilers fed sunflower oil. Also, according to results obtained in fatty
acid balance, broilers fed linseed oil presented higher percentage of SFA and lower percentage of n6
and n3 fatty acids respect to the fatty acid profile of dietary fat.

Dietary fatty acid profile was reflected in broilers fed the treatments with added fat as found by other
authors (Hulan et al. 1984; Ajuyah et al., 1991) (Table 5.8). The highest percentage of SFA was found
in broilers fed tallow and the basal diet. While C14:0, C15:0 and C18:0 were in higher proportion in
broilers fed tallow, C16:0 and C16:1n7 presented higher values in broilers fed the basal diet despite
their lower presence in the diet, due to the endogenous synthesis. In birds fed olive oil SFA were
substituted by oleic acid (C18:1n9). However, although C18:0 was lower in muscle and abdominal fat
of birds fed olive oil than in those fed tallow, sunflower and linseed oil (Crespo and Esteve-Garcia,
2001a), percentage of C18:0 in total body fat of boilers fed olive oil was similar to that of broilers fed
sunflower and linseed oils. This suggest that reduction of C18:0 in abdominal, breast and thigh fat in
broilers fed olive oil respect those fed tallow, sunflower or linseed oils could be compensated by an

increase in the remainder body fat. Broilers fed sunflower oil showed higher values of linoleic acid
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(C18:2n6) and other n6 derivatives than the rest of the treatments. These fatty acids replaced SFA
and MUFA respect to broilers fed tallow. The same effect was observed with n3 fatty acids in broilers
fed linseed oil. Replacement of MUFA by n3 fatty acids was also found by Ajuyah et al. (1991). While
stearic acid remained constant within abdominal, thigh and breast fat in broilers fed tallow, sunflower
and linseed oil (Crespo and Esteve-Garcia, 2000a) this fatty acid decreased in body fat of broilers fed
sunflower and linseed oil, respect to those fed tallow. Thus, stearic acid seems to have different
behavior depending on the fatty acid profile of the diet. In diets rich in oleic acid, stearic acid tend to be
deposited in carcass fat other than abdominal, breast and thigh fat, while in diets rich in PUFA, this
fatty acid tend to be in higher proportions in abdominal, breast and thigh fat respect to the rest of the
body fat. Despite the higher content of linoleic acid in diet with linseed oil respect to those with tallow
or olive oil, n6 derivatives were found in higher amounts in broilers fed tallow or olive oil respect to
those fed linseed oil, while linoleic acid was higher in broilers fed linseed oil. This effect reflects the
competition for D-5 and D-6 desaturases between n3 and n6 fatty acids. For the same reason, broilers

fed sunflower oil presented the lowest values of n3 derivatives.

11.5. CONCLUSIONS

Results of this experiment suggest that reduction in abdominal fat of broilers fed diets rich in PUFA
(mainly of n3 series) respect to those fed diets rich in SFA or MUFA seems to be related with a higher
fatty acid oxidation. However, apparent higher endogenous fatty acid synthesis in broilers fed
sunflower and linseed oils is in disagreement with other studies that show inhibition of lipogenic
enzymes by dietary PUFA. Thus, this effect should be confirmed by in vivo determinations of

lipogenesis in broilers fed different dietary fatty acids.
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Table 5.1. Fatty acid composition of oils and experimental diets (g/100g fat)*

Fats and oils Experimental diets

Fatty acid® Tallow Olive ail Sunflower oil  Linseed oil B T 00 SO LO
C 14.0 3.28 0.00 0.13 0.10 0.20 2.94 0.14 0.13 0.11
C 15.0 0.49 0.00 0.00 0.06 0.11 0.45 0.06 0.05 0.03
C 16:.0 27.2 12.7 6.82 5.93 13.9 24.7 13.9 8.05 7.25
Cc 16:1 2.66 0.98 0.13 0.04 0.20 2.45 0.92 0.13 0.12
C 18.0 21.4 2.82 4.48 3.99 2.71 14.8 2.84 3.46 3.30
trans C 18:1 n-9 421 0.00 0.00 0.00 0.00 3.13 0.00 0.00 0.00
Cc18:1n-9 335 69.6 25.0 17.9 17.7 30.6 58.4 21.9 16.9
c18:1n-7 1.77 2.53 0.60 0.71 0.94 1.64 2.25 0.68 0.78
C18:2n-6 4.23 9.64 62.2 14.7 57.9 16.9 19.1 64.1 22.0
C 18:3n-6 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C 20:.0 0.22 0.45 0.32 0.19 0.23 0.19 0.35 0.24 0.34
C18:3n-3 0.49 0.82 0.09 55.44 5.64 1.73 1.74 1.08 48.78
C20:1n-9 0.30 0.30 0.17 0.20 0.38 0.31 0.30 0.19 0.22
SFA 52.6 16.0 11.7 10.3 17.2 43.1 17.3 11.9 11.0
UFA 47.4 84.0 88.3 89.7 82.8 56.9 82.7 88.1 89.0
MUFA 425 73.4 25.9 18.9 19.2 38.1 61.8 22.8 18.0
PUFA 4.9 10.6 62.4 70.9 63.6 18.8 20.9 65.2 71.0
n9 38.1 69.9 25.1 18.1 18.1 34.1 58.7 22.0 17.1

né 4.4 9.8 62.3 14.8 57.9 17.1 19.1 64.1 22.1

n3 0.51 0.82 0.09 56.10 5.64 1.73 1.74 1.08 48.9
né:n3 8.69 11.9 672 0.26 10.3 9.89 11.0 59.2 0.45
SFA:UFA 1.11 0.19 0.13 0.11 0.21 0.76 0.21 0.14 0.12

“Values are mean of two determinations
2B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil: LO: Diet with 10% of added linseed oil.

3SFA: Saturated fatty acids; UFA: Unsaturated fatty acids; MUFA: Monounsaturated fatty acids; PUFA: Polyunsaturated fatty acids.
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Table 5.2. Body composition and abdominal fat*

Itent Final BW GE Body fat Carcass fat* Crude protein Ash Moisture Abdominal fat

g callg % g % g % g % g % g % g

B 2,111° 1,969 111 234 10.0 210° 20.5% 4332 2.42% 51.1% 66.2 1,396 1.35¢ 28.3°

T 2,224% 2142 132 293 11.4  253° 18.7°  416° 2.17° 48.4°° 65.6 1,460 2.09° 47.0°
00 2271* 2118 127 290 110 252  19.1° 4322 2.09° 47.2° 66.0 1,497 1.89% 43.1%
SO 2,301* 2004 129 298 113  260° 188" 432° 226" 52.0° 659 1514 177 41.3%
LO 2,227 2126 125 277 11.0 2452 18.9° 421 2.09° 46.5° 66.0 1,469 1.64" 36.2"
Root MSE 123.9 1545 162 379 134 315 062 137 0.163 3.47 153 356 0.456 10.34

"Values are means of 10 determinations
?B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil; LO: Diet with 10%

of added linseed oil.
3GE = Gross energy.

“Carcass fat = Total body fat without abdominal fat.
2bCyalues in the same column with no common superscript differ significantly
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Table 5.3. Energy balance per 100g of weight gain (kcal)*

Gross E* Excreted ave AME Energy Total E efficiency® E cost of E costof Heat losses®

Iten? Intake Gross E % gain* E losses ® % protein gain’  fat gain® %
B 874" 307° 567  65.1 216 351 38.0 1612 31.1° 45,0°
T 9722 3862 586  60.4 243 343 414 139° 21.1° 53.32
00 863" 301° 563 655 238 324 422 142° 19.9° 49.82
SO 884° 313° 571  65.2 234 338 40.8 140° 19.5° 52.62
LO 9032 322° 582  64.6 242 340 41.7 141° 20.7° 52.0%

Root MSE 70.6 62.3 238 447 25.6 20.5 3.54 7.0 4.63 3.88

Values are means of 10 determinations

jB: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil; LO: Diet with 10% of added linseed oil.
E = Energy.

* Energy gain = Final body energy - Initial body energy

® Total energy losses = AME — Energy gain

© Energy gain respect to AME intake

" E cost of protein gain = kcal of protein gain x 1.25 kcal

8 E cost of fat gain = kcal of fat gain x 0.36 kcal for basal diet and 0.16 kcal for diets with added fat.

9 Heat losses = Total E losses — Energy cost of protein and fat deposition. Percentage calculated respect to total E losses. Include maintenance requirements and heat increment.

ab.yalues in the same column with no common superscript differ significantly
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Table 5.4. Fat balance per 100g of weight gain (g)*

lter? Fat intake Exc;ra(ited Dlglsastted Dlgef/gblmy Fat gain Fat losses Emc(!/i ney
B 7.50¢ 3.15" 4.35"° 58.4° 125 -8.16° 2932
T 26.02 9.352 16.62 64.2% 15.9 0.712 95.6°
00 22.2¢ 6.62° 15.62 70.8°2 15.0 0.662 95.1°
SO 23.0%° 7.30° 15.72 69.3° 15.3 0.322 97.8°
LO 24.3° 7.60° 16.72 68.7°2 14.9 1.75% 89.6°
Root MSE 1.70 2.589 1.69 9.97 2.68 2.115 29.61

Values are means of 10 determinations

2 B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil; LO: Die
with 10% of added linseed oil.

® Fat gain respect to digested fat

2< yalues in the same column with no common superscript differ significantly

Table 5.5. Nitrogen balance per 100g weight gain (g)*

—
Itent? N intake Excreted N N gain N eﬁl%ency
B 7.582 4.10% 3.50° 46.42
T 7.562 4.22% 3.01° 40.1°
00 6.75° 3.40° 3.08° 46.0°
SO 6.92° 3.520¢ 3.03° 445°
LO 7.07% 3.65%° 3.06° 436%
Root MSE 0.564 0.617 0.152 4.19

*Values are means of 10 determinations

2 B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO:
Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil; LO:
Diet with 10% of added linseed oil.

® N gain respect to N intake

2P< Values in the same column with no common superscript differ significantly



Table 5.6. Fatty acid balance™?

Saturated fatty acids
B T 00 SO LO Root MSE
Initial (g)* 20.7 20.7 20.8 20.8 21.3 1.72
Final (g)* 66.6° 81.9% 57.5% 51.0° 48.7° 11.23
Ingested (g) 14.0¢ 130.0% 47.4° 34.3° 31.2¢ 6.59
Excreted (g) 6.102 49.7: 12.9E 14.0*: 11.2:“ 5.740
Sk M G AL SR R W
Gained (g)* 45.9° 61.0°7 36.5"° 30.2°¢ 27.4° 10.71
Gained (%)* 611 74.6" 102° 1402 1412 33.11
Oxidation (g) -38.0° 19.9° -1.20° -8.49° -7.38° 8.934
N9 fatty acids
B T 00 SO LO Root MSE
Initial (g) 30.4 30.4 30.5 30.6 31.3 2.52
Final (g) 75.0° 107° 1432 68.8° 63.9° 21.82
Ingested (g) 14.8° 103° 1612 63.3° 485° 13.54
Excreted (g) 5.06° 29.7%° 38.1° 19.8"° 13.9% 13.637
Absorbed (g) 9.70° 73.1° 1232 43.6° 34.6° 12.688
Digestibility (%) 66.0° 70.9% 76.97 73.3% 71.3% 9.06
Gained (g) 44.6° 75.9° 1122 38.1° 32.6° 20.61
Gained (%)* 456 106 87.0 82.6 94.2 22.74
Oxidation () -34.9¢ -3.01° 13.82 7.26% 1.98% 13.214
N6 fatty acids
B T 00 SO LO Root MSE
Initial (g) 12.9 13.0 13.0 13.0 13.3 1.07
Final (g) 43.7° 40.9° 46.0° 1402 44.7° 12.78
Ingested (g) 47.3°¢ 51.5%¢ 52.4°¢ 1842 62.5° 12.46
Excreted (g) 14.4° 16.1° 16.4° 41.3% 18.42 11.39
Absorbed 32.9° 35.4° 36.0° 1437 44.1 6.30
Digestibilin(/g()%) 70.0° 68.7° 69.3° 79.42 70.7° 7.24
Gained (g) 30.8° 27.8° 32.9° 1272 31.3° 12.35
Gained (%) 93.5° 78.4%° 87.2¢ 88.3° 71.0° 13.77
Oxidation (g) 2.13° 7.68" 3.98°¢ 15.92 12.8%° 7.315
N3 fatty acids
B T 00 SO LO Root MSE
Initial (g) 1.37 1.37 1.37 1.38 1.41 0.114
Final (g) 3.93° 5.41° 4.58" 3.112 80.8° 4.954
Ingested (g) 4.60° 5.21° 4.76° 3.11° 1382 5.241
Excreted (g) 1.24z 1.442 1.392 1.042 25.6° 4.704
a
Digestibiiy () 752° 1@ 704’ a4’ siet 705
Gained (g) 2.56° 4.03° 3.19° 1.73° 79.4% 4.907
Gained (%) 75.8" 1072 90.9%" 84.8%° 70.4° 18.128
Oxidation (g)° 0.81° -0.25" 0.26° 0.29° 33.4° 3.795

TValues are means of 10 determinations

? B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow;O0: Diet with 10% of added olive oil; SO:

Diet with 10% of added sunflower oil; LO: Diet with 10% of added linseed oil.

% Initial = Fatty acid content of broilers at the beginning of the experimental period; Final = Fatty acid content of broilers at the end of
the experimental period; Gained (g) = Difference between initial and final composition; Gained (%) = Percentage of gained respect to
absorbed.

“#Values of basal diet are excluded from the statistical analysis

® Values of basal, tallow, olive and sunflower oil diets are not statistically different from 0.

2bed values in the same row of the same group of fatty acids with no common superscript differ significantly
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Table 5.7. Total body fatty acid (% of incremented fat)*?

Fatty acid® B T 00 SO LO Root MSE
C 14:0 0.72° 2.48% 0.26° 0.28°¢ 0.31°¢ 0.141
C 15:0 0.11° 0.362 0.11° 0.04° 0.09° 0.080
C 16:0 25.92 23.12 17.0° 10.7¢ 10.9¢ 4.53

C 16:1n7 7.412 5.42° 1.99°¢ 0.67¢ 1.06% 1.199
C 180 6.86%° 8.28°2 4.77°° 4.12°¢ 4.52°° 2.328

C 18:1 not 0.00° 1.392 0.00° 0.00° 0.00° 0.154

C18:1n9 31.8¢ 39.4° 55.22 18.6¢ 18.2¢ 5.19

C18:1n7 2.272 2.342 2.10° 0.49° 0.77° 0.361

C18:2n6 20.0° 13.6¢ 14.9% 61.9° 17.8°¢ 2.94

C 18:3n6 0.522 0.16°° 0.17°° 0.35% 0.05° 0.245
C 20:0 0.09° 0.12° 0.13° 0.00°¢ 0.31° 0.062

C 18:3n3 1.47° 1.39° 1.22° 0.99° 43.0% 0.933

C20:1n9 0.292 0.05° 0.352% 0.06° 0.18° 0.063

C20:2n6 0.21° 0.13°¢ 0.12¢ 0.472 0.13¢ 0.068

C20:3n3 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.502 0.017

C20:4n6 0.982 0.73° 0.66° 0.912 0.10¢ 0.130

C 20:5n3 0.07° 0.04° 0.04° 0.00° 1.19° 0.093

C22:4n6 0.962 0.37% 0.602 0.67°2 0.00° 0.560

C22:5n3 0.22° 0.47° 0.19° 0.00¢ 0.78% 0.223

C22:6n3 0.11°¢ 0.27° 0.16° 0.18°¢ 0.38° 0.092

SFA 33.72 34.3° 22.3° 15.1°¢ 16.1°° 6.64
UFA 66.3° 65.7°¢ 77.7° 84.92 83.9% 6.64
MUFA 41.8° 48.6° 59.6° 19.8¢ 20.2¢ 6.14
PUFA 24.5° 17.1°¢ 18.1°¢ 65.12 63.72 3.13
n9 32.1°¢ 40.8"° 55.6° 18.6¢ 18.4¢ 5.26
né 22.7° 15.0° 16.5°¢ 64.3% 17.9¢ 2.84
n7 9.682 7.76"° 4.04° 1.17¢ 1.83¢ 1.446
n3 1.87% 2.17° 1.60°° 0.84°¢ 4582 1.059
no:n6 1.45° 2.76"° 3.38° 0.29° 1.03¢ 0.280
n9:n3 17.8¢ 18.9%¢ 35.32 22.7° 0.40¢ 4.122
n6:n3 12.4° 6.90° 10.5° 81.72 0.40° 3.90
SFA:UFA 0.512 0.532 0.32° 0.18° 0.19° 0.156

*Values are means of 10 determinations

2 B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10%
of added sunflower oil; LO: Diet with 10% of added linseed oil.

® SFA: Saturated fatty acids; UFA: Unsaturated fatty acids; MUFA: Monounsaturated fatty acids; PUFA: Polyunsaturated fatty acids.
abed y/alyes in the same row with no common superscript differ significantly
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Table 5.8. Total body fatty acid (g/100g fat)*?

Fatty acid® B T 00 SO LO Root MSE
C 14:0 0.77° 2.012 0.44° 0.44° 0.39°¢ 0.083
C 15:0 0.12° 0.292 0.11°° 0.07° 0.08"° 0.047
C 16:0 24.3% 22.62 18.2° 13.6° 11.9¢ 3.11

C 16:1n7 7.46° 6.02° 3.66° 2.56¢ 2.78¢ 0.748
C18:0 6.54% 7.62°2 5.05"¢ 4.60° 3.66° 1.599

C 18:1 n%t 0.00° 1.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.104

C18:1n9 35.1° 39.9° 51.1° 24.9¢ 22.2¢ 3.50

C18:1n7 2.502 2.50% 2.31° 1.17° 1.23° 0.231

C18:2n6 18.6° 14.3°¢ 15.4°¢ 49.2? 18.6° 1.82

C 18:3n6 0.432 0.18% 0.19%° 0.32% 0.11° 0.170
C 20:0 0.12° 0.13° 0.14° 0.03¢ 0.26° 0.041

C 18:3n3 1.29° 1.26° 1.14° 0.98° 35.282 0.658

C20:1n9 0.362 0.17°¢ 0.402 0.18¢ 0.24° 0.043

C20:2n6 0.19° 0.14° 0.14° 0.382 0.16°° 0.048

C20:3n3 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.382 0.014

C 20:4n6 0.872 0.712 0.662 0.842 0.36° 0.084

C 20:5n3 0.07° 0.05%° 0.05%° 0.00° 1.012 0.063

C22:4n6 0.502 0.36% 0.52°2 0.582 0.07° 0.218

C22:5n3 0.38"° 0.51° 0.32° 0.03¢ 0.91° 0.154

C22:6 n3 0.14° 0.25° 0.17°¢ 0.18° 0.35% 0.063

SFA 31.82 32.72 24.0° 18.8°¢ 19.8%° 458
UFA 68.2° 67.3¢ 76.1° 81.22 80.2% 4.58
MUFA 45.4° 49.6° 57.5% 28.8¢ 29.9¢ 4.07
PUFA 22.8° 17.8¢ 18.5¢ 52.52 50.3° 2.01
n9 35.5°¢ 41.0° 51.5% 25.0¢ 25.5¢ 3.54
né 20.9° 15.7¢ 16.9% 51.42 17.9¢ 1.72
n7 9.96° 8.52° 5.97°¢ 3.73¢ 4.43¢ 0.896
n3 1.87% 2.08° 1.68°¢ 1.13°¢ 32.4432 0.743
no:n6 1.82°¢ 2.75° 3.20% 0.45° 1.45¢ 0.244
no:n3 21.9° 21.9° 30.82 23.1° 0.80° 4.62
n6:n3 11.5° 7.80° 9.60" 49.62 0.60° 4.20
SFA:UFA 0.472 0.492 0.33° 0.23° 0.25° 0.103

Values are means of 10 determinations

2 B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10%

of added sunflower oil; LO: Diet with 10% of added linseed oil.
% SFA: Saturated fatty acids; UFA: Unsaturated fatty acids; MUFA: Monounsaturated fatty acids; PUFA: Polyunsaturated fatty acids.
abcd y/alyes in the same row with no common superscript differ significantly
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Figure 5.1. Equations for energy and nutrient balance

AN =IN-EN
GN=FBC-IBC
NL = AN -GN

NE (%) = (GN x 100) AN

EC protein = GP (Kcal) x 1.25 Kcal

ECfat: Basal diet = GF (Kcal) x 0.36 Kcal
Diets with fat = GF (Kcal) x 0.16 Kcal

AN = Absorbed nutrients; IN = Ingested nutrients; EN = Excreted nutrients;
GN = Gained nutrients; FBC = Final body composition; IBC = Initial body
composition; NL = Nutrient losses; NE = Nutrient efficiency; EC = Energy
cost of deposition; GP = Gained protein; GF = Gained fat.
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12.1. ABSTRACT

Previous experiments have shown lower abdominal and body fat deposition in broilers fed PUFA,
respect to those fed SFA or MUFA. These changes in fat deposition may be related to different rates
of lipid synthesis and / or lipid oxidation. In Experiment 1, in vivo lipogenesis of broilers fed different
dietary fatty acid profiles (tallow, sunflower oil or linseed oil) was investigated. In Experiment 2, liver
fatty acid deposition of broilers fed a basal diet (without additional fat) or diets with added tallow, olive,
sunflower or linseed oil was studied. Results from Experiment 1 showed higher rates of de novo fatty
acid synthesis in broilers fed the diet with added linseed oil (P < 0.05), respect to those fed tallow or
sunflower oil. In Experiment 2, values of liver to dietary fatty acid ratios of fatty acids from endogenous
synthesis (SFA, n7 and n9 fatty acids) were higher in broilers fed linseed oil and the basal diet.
Results obtained in both experiments suggest that lower abdominal and body fat deposition of broilers
fed PUFA respect to those fed SFA or MUFA is mainly due to differences in lipid oxidation rates and
that the higher in vivo lipogenesis found in broilers fed linseed oil would be another mechanism to

dissipate energy, contributing to the lower fat deposition in these birds.

(Key words: Broilers, dietary fatty acid profile, in vivo lipogenesis, liver fatty acids).

12.2. INTRODUCTION
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Changes in body fat deposition between broilers fed different dietary fatty acid profiles may be related
to different rates of lipid synthesis and / or lipid oxidation (Crespo and Esteve-Garcia, 2001a) . Results
of in vitro experiments in broilers and mammals suggest that PUFA may inhibit hepatic lipogenesis.
The only experiment performed on broilers (Sanz et al.,, 2000) showed that hepatic fatty acid
synthetase activity is decreased by diets with added sunflower (rich in PUFA of n6 series) respect to
those fed lard. The same results were previously obtained in some experiments in mammals in which
PUFA of n6 and n3 series were implicated in the inhibition of several lipogenic enzymes (Wilson et al.,
1986 and 1990; Blake and Clarke, 1990; Iritani et al., 1998). Determinations of in vivo lipogenesis
rates in broiler chickens have been performed by several authors in order to study lipid metabolism in
chickens (Griffin et al., 1992) or to compare differences between lean and fat lines (Saadoun and
Leclercq, 1987). However, in vivo determinations of de novo lipogenesis in broilers fed different dietary
fats have not been yet studied.

In our previous report (Crespo and Esteve-Garcia, 2002), fatty acid balance during a 20-day period,
showed that proportion of endogenous fatty acids deposited was higher in broilers fed linseed oil or
sunflower oil than in those fed tallow or olive oil. This suggested higher net endogenous fatty acid
synthesis in birds fed diets rich in PUFA. These results led us to perform an experiment whose aim
was to study the effect of different dietary fatty acids on in vivo hepatic lipogenesis in broilers.
Incorporation of tritiated water into hepatic fatty acids was determined in broilers fed tallow, sunflower
and linseed oil. This method has been previously used in chickens, by Saadoun and Leclercq (1987)
and Griffin et al. (1992). In a second experiment, the hepatic fatty acid profile was also determined in

broilers fed different dietary fats.

12.3. MATERIAL AND METHODS

12.3.1. Experiment 1

Animals and Diets. One hundred day-old female broiler chickens of the Ross 308 strain were
obtained from a commercial hatchery. They were placed in floor pens and fed a commercial starter
diet. From 21 to 27 days, birds were fed a basal diet based on wheat and soybean meal, without
additional fat. On day 27, 22 birds per treatment were weighed, placed in individual cages and fed the
3 experimental diets until day 53. On day 41, body weight and feed intake were determined in order to
calculate performance parameters before starting determination of in vivo lipogenesis. On day 53, all
chickens except those used for lipogenesis were killed in a local processing plant. During all the
experimental period feed and water were provided for ad libitum consumption. Experimental diets
consisted in 3 diets based on wheat and soybean meal with 10% of added tallow, sunflower or linseed

oils. Composition, nutrient analysis and fatty acid profile of diets are shown in Table 6.1.
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Determination of in vivo lipogenesis. In their experimental trials Saadoun and Leclercq (1987) and,
Griffin et al. (1992) used high doses of tritiated water in order to determine in vivo lipogenesis (1.5 mCi
/ bird and, 2 mCi / kg b.w, respectively). However, in the experiment of Donalson (1985), 0.1 mCi / bird
was enough to determine radioactivity in liver fatty acids. Based on these experiments we decided to
inject 0.2 mCi / bird that we thought should be enough to obtain detectable values. With tritiated water,
chain elongation cannot be differentiated from de novo fatty acid synthesis, however most of label
incorporation in liver fatty acids is due to de novo synthesis (Saadoun and Leclercq, 1987).

On day 45, two birds per treatment were selected by weight. After a fasting period of 6 hours, these
birds were allowed feed access during 4 hours. After this period of time feed was removed again.
Three hours after feed removal, 2 birds per treatment were injected intravenously with a tritiated water

solution (0.2 mCi™*

in 0.8 ml saline solution), through a catheter situated in the tibial vein. Blood
samples were collected and 10 minutes after injection chickens were rapidly killed by intravenous
administration of sodium pentobarbital. Liver and abdominal fat (from gizzard to Bursa of Fabricius)
were removed and weighed. Liver was immediately placed in liquid nitrogen and then stored at —20°C
until analysis. On days 46, 47, 48 and 49 the same process was carried out, obtaining a total of 11
broilers per treatment. Ten minutes after tritium injection equilibrium within body compartments is
achieved and labelled fatty acid exchange among organs is minimised (Saadoun and Leclercq, 1987;
Griffin et al., 1992).

Livers were divided in 2 samples and lipids extracted according to the Folch method (Folch et al.,
1957). Extracted lipids were saponified in 15 ml of ethanolic 1IN KOH. Saponification lasted 45 min at
60°C and 15 h at room temperature. Unsaponificable materials were extracted 5 times with 10 ml
hexane. The soap solution was acidified with 4 ml of 6 N HCI. Fatty acids were collected 5 times with
10 ml hexane, and weighed after evaporation of hexane. Fatty acids were then diluted in 2 ml hexane
and placed in the scintillation vial. Fifteen ml of counting solution*? were added, and counting was

. . .. . 13 .
carried out in a scintillation counter™ for 5 minutes.

12.3.2. Experiment 2

Animals and Diets. One hundred one-day-old female broiler chickens of the Ross 308 strain were
obtained from a commercial hatchery. They were placed in floor pens and fed a commercial started
diet. From 21 to 27 days birds were fed a basal diet based on wheat and soybean meal, without
additional fat. On day 28, after a fasting period of 12 hours, 80 birds were randomly selected, weighed
and located in individual cages. From day 28, broilers were fed the experimental diets. They consisted
in the same treatments as for Experiment 1, with two additional diets: a basal diet without additional fat
and a diet with supplemental olive oil at 10% inclusion level. Fatty acid profile is shown in Table 6.2.

Feed and water composition was ad libitum during all the experimental period.

' NET-001B WATER, [3H] (spcific activity 1mCilg); NEN Life Science. Products, Inc., Boston, MA.
12 LS-111-Hydrofluor-1 gal. National Diagnostics USA, 305 Patton. Drive, Atlanta, GA.
'3 packard Tri-Carb scintillation counter model 1217.
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Determinations. On day 53, birds were killed at a local processing plant. Abdominal fat and liver were
removed and weighed. Liver fat was extracted by the Folch method (Folch, 1963) and fatty acids

determined as previously (Crespo and Esteve-Garcia, 2001a).

12.3.3. Statistical Analysis

Results were subjected to one-way ANOVA by using the GLM procedure of SAS (SAS institute, 1992).
When de F test for treatments was significant at P < 0.05 in the ANOVA table, means were compared
for significant difference using Duncan’s multiple range test of the same statistical package. Since
lipogenic results were obtained in different days, this factor was included in the model as a blocking

factor (two-way ANOVA) and body weight was taken as covariance factor.

12.4. RESULTS

12.4.1. Experiment 1

Percentage of abdominal fat, liver fat and liver fatty acid content are shown in Table 6.3. Abdominal fat
was affected by dietary fat as in previous experiments (Crespo and Esteve, 2001a, 2001b). Broilers
fed the tallow diet presented higher abdominal fat than those fed sunflower and linseed oil, although
differences were only significant respect to birds fed linseed oil. Values of abdominal fat obtained in
this experiment are lower than those obtained previously and those from Experiment 2 due to the
extraction method (fat surrounding gizzard was not removed). Liver fat was lower in broilers fed diets
with linseed oil, respect to those fed tallow or sunflower oil (P < 0.05) in agreement with results from
Experiment 2. Percentage of fatty acids in liver fat was also lower in these birds. Consequently, total
liver fatty acid content was reduced in broilers fed linseed oil. However, there were not significant
differences between broilers fed tallow and sunflower oil.

Values of lipogenic activity are shown in Table 6.4. All broilers received very similar amounts of
tritiated water as shown by radioactivity levels in plasma. Incorporation of [SH] per gram of fatty acids
was higher in broilers fed linseed oil, as total incorporation in liver and in relation to plasma
radioactivity. Thus, results in this experiment suggest that, in post-prandial state, de novo lipogenic
activity in liver is higher in broilers fed diets with added linseed oil respect to those fed tallow or

sunflower oil.

12.4.2. Experiment 2
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Performance parameters obtained from 28 to 53 days are shown in Table 6.5. Final weight and weight
gain were significantly lower in birds fed the basal diet respect to the rest of treatments with added fat
due to the lower fat deposition (Crespo and Esteve-Garcia, 2002). These chickens presented the
highest feed to gain ratio which was significantly different respect to birds fed olive, sunflower and
linseed oil (P < 0.05). Abdominal fat followed the same trends as in previous experiments (Crespo and
Esteve-Garcia, 2001a,b) and in Experiment 1. Broilers fed tallow showed higher percentage of
abdominal fat than those fed the basal diets or sunflower and linseed oil diets (P < 0.05).
Quantitatively, differences were only significant respect to birds fed the basal diet or the sunflower diet
(Table 6.6).

Liver weight was not different between treatments (Table 6.6) in agreement with results from
Experiment 1. However, values in this experiment were higher than those obtained in Experiment 1,
possibly due the higher age of birds in this experiment. Fat content of liver followed the same trend as
in Experiment 1. Broilers fed linseed oil presented the lowest liver fat content although in this case
differences were only significant respect to birds fed tallow. Percentage of liver fat from broilers fed the
basal diet was lower than that from broilers fed tallow, although values were similar to those fed olive,
sunflower or linseed oil.

Fatty acid profile of liver lipids is presented in Table 6.7. Although the trend is to reflect that of the diet,
differences between treatments were not as evident as in other fat depots (Crespo and Esteve-Garcia,
2001a). Birds fed tallow diets showed higher values of c14:0 and ¢15:0 than the rest of the treatments.
C16:0 was found in higher proportions in broilers fed the basal diet and the tallow diet. Palmitoleic acid
was also higher in broilers fed the basal diet as was found in total body lipids (Crespo and Esteve-
Garcia, 2002). However, stearic acid presented higher percentages in broilers fed sunflower or linseed
oils despite the lower content of this fatty acid in these diets, respect to the rest of the treatments.
Different results were found in total body lipids where broilers fed these diets showed lower values of
this fatty acid than those fed the basal or tallow diets (Crespo and Esteve-Garcia, 2002). Oleic acid
was found in higher proportion in broilers fed olive oil, but differences were not statistically different
respect to those fed the basal diet or the tallow diet. The lowest value of this fatty acid was in broilers
fed sunflower or linseed oils (P < 0.05). The highest percentage of linoleic acid and its derivatives was
found in broilers fed sunflower oil and the lowest content of these derivatives was found in birds fed
linseed oil. The same trends were found with linolenic acid in broilers fed linseed oil. Linolenic acid
and derivatives were found in higher proportions in these birds while the lowest content of n3
derivatives were found in those fed sunflower oil, with respect to the rest of the treatments.

Relation of liver fatty acid respect to diet fatty acid is represented in Figure 6.1. Values above 1
indicate an increased liver content of a determined family of fatty acids respect to diet. SFA presented
values above 1 in all treatments except in broilers fed tallow diet. Broilers fed linseed oil presented the
highest value (P < 0.05) increasing more than 4 times respect to diet. Liver to diet ratio of n9 fatty acid
was always below 1, except in broilers fed the basal diet. The highest value of n7 fatty acids was also

obtained in broilers fed the basal diet, followed by those fed sunflower and linseed oil. Total liver to
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diet ratio of fatty acids from endogenous synthesis shows maximal values for broilers fed linseed oil
and the basal diet, followed by those fed sunflower oil. However, birds fed tallow or olive oil showed
low variability of these liver fatty acids respect to ingested. N6 fatty acids reached values above 1 only
in broilers fed tallow diet. Since these fatty acids are not from endogenous synthesis, this increase of
n6 fatty acids in liver fat could be consequence of the decrease in SFA and n9 fatty acids respect to
diet observed in these bhirds, or to a preferential deposition of these fatty acids. N3 fatty acids
presented values above 1 in all broilers except in those fed the basal or linseed oil diet. As for n6 fatty
acids, the increase of liver n3 fatty acids in broilers fed tallow, olive oil or sunflower oil could

consequence of the reduction of other fatty acids or to a preferential deposition of these fatty acids.
12.5. DISCUSSION

Results of Experiment 1 and 2 show that diets rich in linseed oil reduces liver lipids and liver fatty acid
content, respect to diet rich in tallow, olive or sunflower oils. This effect was previously found in laying
hens by Schumann et al. (2000) who fed laying hens with flaxseed, flax oil or n3-fatty acid supplement
and found a reduction in liver lipid content, respect to a mixture of animal and vegetable oil. Similar
results were found in rats fed fish oil (Lambert et al., 1998). This reduction of liver lipid content by
dietary n3 fatty acids could be consequence of the higher oxidation rate of these fatty acids (Madsen
et al., 1999; Fu and Sinclair, 2000). Lambert et al. (1998), in their study with rats, suggested a
reduction on lipid lipogenesis produced by these fatty acids. However, higher deposition of fatty acids
from endogenous synthesis found in a previous experiment (Crespo and Esteve-Garcia, 2002) and
higher [3H] incorporation into liver fatty acids obtained in Experiment 1 suggests that de novo
lipogenesis is increased in broilers fed linseed oil respect to those fed tallow or sunflower oil which is
in disagreement with some previous experiments carried in mammals (Wilson et al., 1986 and 1990;
Blake and Clarke, 1990; Iritani et al., 1998) and in broilers (Sanz et al., 2000). However, other authors
found higher lipogenesis in adipose tissues of pigs fed diets with added maize oil respect to those fed
diets containing beef tallow (Kouba and Mourot, 1998), and higher lipogenesis in liver and
retroperitoneal fat of rats fed polyunsaturated n6 fatty acids respect to those fed SFA (Gaiva et al.,
1996). These results suggest that lipogenesis control may differ between liver and adipose tissue. The
fact that the main site of lipogenesis in broilers is liver (Griffin et al., 1992) suggests that different
mechanism may be implicated in the control of hepatic lipogenesis in this species. Saadoun and
Leclercq (1987) have related hepatic lipid content with hepatic lipogenesis. However, in our
experiment, birds fed the low fat diet showed the lowest liver lipid content although endogenous
synthesis in these broilers is clearly enhanced as was shown by fatty acid balance in a previous
experiment (Crespo and Esteve-Garcia, 2002). Liver lipid content of broilers fed linseed oil is very
similar to that of broilers fed the basal diet. These results suggest that enhanced lipogenesis could not
be always related to higher liver lipid deposition. Moreover, it could be suspected that higher liver lipid

content in broilers fed tallow respect to those fed linseed oil or the basal diet could be consequence of
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a direct deposition of dietary lipids instead of a higher hepatic lipogenesis. Since n3 fatty acids are
preferentially oxidised (Fu and Sinclair, 2000) they would not be disposable for inhibition of lipogenesis
enzymes. Moreover, de novo fatty acid synthesis in broilers fed diets with added fat represents a small
portion of total fat deposition (from 1.2 to 8.5%), as was found by Crespo and Esteve-Garcia (2002).
Thus, higher lipogenesis in broilers fed linseed oil would not be contradictory with lower fat deposition.

Although liver fatty acids reflected dietary fatty acid profile, differences between treatments in this
tissue were smaller. Lower modification of liver fatty acids by dietary lipids was also observed by
Scaife et al. (1994). This lower effect could be consequence of the endogenous fatty acid synthesis in
hepatic tissue. The highest content of stearic acid and the lowest of oleic acid were found in livers of
broilers fed sunflower or linseed oil. This reflects inhibitory activity of D-9 desaturase by PUFA
(Lochsen et al., 1997; Kouba and Mourot, 1998). The lowest content on n6 derivatives in broilers fed
linseed oil and the lowest content on n3 derivatives in those fed sunflower oil reflects competition of
these fatty acid families by desaturases D-5 and D-6. The same effect was found by other authors and
in other fat depots (Scaife et al., 1994; Crespo and Esteve-Garcia, 2001a). Values of liver to dietary
fatty acid ratios higher than 1 of SFA, n9 and n7 fatty acids in broilers fed the basal diet is clearly
consequence of the high endogenous fatty acid synthesis in these birds. Between broilers fed diets
with added fat, different deposition ratios could be consequence of different preferences of fatty acid
deposition, different oxidation rates or different lipogenesis. Values of [SH] incorporation into liver fatty
acids obtained in Experiment 1 suggest that the higher ratio of SFA in broilers fed linseed oil respect
to the rest of the treatments and higher of n7 respect to broilers fed tallow or olive oil could be
consequence of higher lipogenic activity in these birds. Although similar values of fatty acid ratios were
found in broilers fed sunflower oil, lipogenesis in these birds was lower than in broilers fed linseed oil
and did not differ from that of birds fed tallow diet. These results suggest that lower abdominal fat
deposition in broilers fed linseed oil is due to very high rates of lipid oxidation despite the higher
lipogenesis activity. In broilers fed sunflower oil, although lipid oxidation is not as high as in birds fed
linseed ail, it is higher than in broilers fed tallow or olive oil, and although lipogenesis is similar to that
of birds fed tallow, final result would be also lower abdominal fat deposition.

Results in these experiments suggest that differences in fat deposition between broilers fed different
dietary fatty acid profiles are more related to different rates of lipid oxidation than to lipid synthesis.
This suggestion was also supported by Calabotta et al. (1985) comparing chickens from high and low
body weight lines. Thus, higher de novo lipogenesis in broilers fed linseed oil would be another
mechanism to dissipate energy. Synthesis of fat from carbohydrates may suppose dissipation of 28%
of the total energy provided by carbohydrates if they were directly oxidised. In this concern, metabolic
role of de novo lipogenesis on high fat diets would be a mechanism to dissipate energy as was

suggested by Hellerstein (1996) in a review article.
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12.6. CONCLUSIONS

Results in these experiments suggest that lower abdominal fat deposition in broilers fed sunflower and
linseed oil respect to those fed tallow and olive oil, would be manly consequence of higher rates of
lipid oxidation instead of lower lipogenesis as has been suggested by other authors. Higher de novo
fatty acid synthesis found in broilers fed linseed oil would be a mechanism to dissipate energy,

contributing to the reduction of fat deposition found in these birds.
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12.9. TABLAS Y FIGURAS TRABAJO EXPERIMENTAL 4
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Table 6.1: Ingredients, nutrient composition and fatty acid profile of experimental

diets®.
Ingredients T SO LO
Wheat 58.2 58.3 58.3
Soybean meal (48% CP) 26.9 27 27
Ext. Soybean Int. 0.2 0.1 0.1
Tallow 10
Olive il
Sunflower oil 10
Linseed ol 10
DL-Methionine 0.29 0.29 0.29
L-Lysine 0.25 0.26 0.26
L-Threonine 0.06 0.06 0.06
Calcium carbonate 1.79 1.77 1.77
Dicalcium Phosphate 1.62 1.62 1.62
Salt 0.31 0.31 0.31
Vitamin and mineral premix? 0.4 0.4 0.4
Calculated Metabolizable Energy (Kcal/kg) 3,300 3,300 3,300
Analyzed nutrient content
Crude protein (%) 20.5 21.0 20.6
Lipid content (%) 10.9 10.8 10.6
Crude fiber (%) 2.8 2.4 2.5
Dry matter (%) 90.1 90.5 90.8
Fatty acid profile (%)*
SFA 44.2 11.9 105
UFA 55.8 88.1 89.5
MUFA 39.8 26.1 17.5
PUFA 16.0 61.9 71.9
Total n9 35.3 25.1 16.6
Total n6 14.2 60.9 23.4
Total n3 1.8 1.0 48.6

1 B = Basal diet; T = Tallow diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.

2Composition of vitamin and mineral premix: 1 Kg of feed contains: vitamin A, 12000 UI; vitamin D;, 5000 UI; vitamin E,
30 mg; vitamin Ks, 3 mg; vitamin B;, 2.2 mg; vitamin B,, 8 mg; vitamin Bs, 5 mg; vitamin B,, 11 Mg; folic acid, 1.5 mg;
biotin 150 Mg, calcium pantothenate, 25 mg; nicotinic acid, 65 mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; I, 0.33 mg; Fe, 80 mg; Cu, €
mg; Se, 0.15 mg; and ethoxyquin, 150 mg.

®SFA = Saturated fatty acids; UFA = Unsaturated fatty acids; MUFA = Monounsaturated fatty acids; PUFA =
Polyunsaturated fatty acids.
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Table 6.2: Fatty acid composition of diets (Experiment 2) (g/100g fat)™:

Fatty acid®

C 14:.0
C 15.0
C 16:.0
C 16:1 n7
C 18:.0
C18:1n9t
Cc18:1n9
C18:1n7
C 18:2n6
C 18:3n6
C 20:.0
C18:3n3
C20:1n9
C 20:2n6
C20:3n3
C 20:4 n6

SFA
UFA
MUFA
PUFA
N9
N7
N6
N3
n6:n3
SFA:UFA

Experimental diets®

B T 00 SO LO
0.20 3.23 0.11 0.11 0.10
0.11 0.47 0.05 0.05 0.06
14.95 27.40 13.67 8.01 6.60
0.20 2.52 0.89 0.11 0.10
2.46 16.89 2.78 3.69 2.14
0.00 5.13 0.00 0.00 0.00
18.38 32.28 59.88 22.91 17.90
1.02 1.78 2.29 0.67 0.81
57.30 7.79 18.08 63.12 22.94
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 0.16 0.38 0.27 0.15
4.56 1.82 1.55 0.88 48.73
0.47 0.33 0.31 0.20 0.26
0.10 0.11 0.00 0.00 0.07
0.00 0.03 0.00 0.00 0.07
0.00 0.05 0.00 0.00 0.08
17.97 48.15 16.99 12.12 9.05
82.03 51.85 83.01 87.88 90.95
20.07 42.04 63.37 23.88 19.06
61.96 9.80 19.64 63.99 71.88
18.85 37.74 60.19 23.11 18.15
1.22 4.30 3.18 0.78 0.91
57.40 7.95 18.08 63.12 23.08
4.56 1.85 1.55 0.88 48.80
12.61 4.69 11.64 71.97 0.47
0.22 0.94 0.20 0.14 0.10

"Values are mean of two determinations

2B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with
10% of added sunflower oil: LO: Diet with 10% of added linseed oil.

3SFA: Saturated fatty acids; UFA: Unsaturated fatty acids; MUFA: Monounsaturated fatty acids; PUFA: Polyunsaturated fatty

acids.
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Table 6.3: Abdominal fat, liver fat and liver fatty acid content of broilers used for the lipogenesis test*:

. Feed intake . . . . Fatty acids Fatty acid
Treatment? Body weight during 4 hours Abdominal fat Liver weight Liver fat in liver fat in liver
g g g % g g % % g %
T 2515 56.4 45.8°2 1.83?2 51.9 3.62° 6.97° 75.82 2.782 5.342
SO 2478 56.8 40.5% 1.62% 52.8 3.20° 6.27° 73.8° 2.40° 4.68°
LO 2473 57.7 35.1° 1.41° 50.9 2.32° 4.54° 67.9° 1.57° 3.07°
Root MSE 56.7 9.55 7.27 0.288 4.49 0.912 1.654 4.34 0.800 1.455

“Values are means of 11 determinatios obtained during 5 days of lipogenesis determination. Means within a column lacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
2T = Tallow diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.

Table 6.4: Effects of different dietary fat on in vivo lipogenesis":

2 DPM/ DPM/ DPM liver/
Treatment DPM/g AG 0.1ml plasma liver DPM plasma
T 1261° 18503 3701% 0.20%
SO 1747° 18892 3088° 0.16°
LO 4125° 18564 54632 0.30%
Root MSE 1884.5 737.2 2353.1 0.130

"Values are means of 11 determinatios obtained during 5 days of lipogenesis determination. Means within ¢
column lacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
2T = Tallow diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.
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Table 6.5: Performance parameters of birds from Experiment 2 (28-53 days)®:

Treatment? Initial weight Final weight  Feedintake  Weight gain FG
g 9 g 9
B 898 2472° 4011 1575° 2,572
T 911 2653% 4154 17422 2.39%
00 918 26562 4023 17382 2.32°
SO 904 26642 3873 17602 2.20°
LO 909 26332 3986 17243 2.32°
Root MSE 42.7 161.4 387.9 141.8 0.263

“Values are means of 16 determinatios. Means within a column lacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
2 B = Basal diet; T = Tallow diet; 0O = Olive oil diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.

Table 6.6: Liver weight, liver fat content and abdominal fat of broilers from Experiment 2%

Treatment? Liver weight Liver fat Abdominal fat
g g % g %
B 63.2 4.09% 6.26" 43.6° 1.76¢
T 63.7 4,742 7.292 77.8% 2.93%
00 64.5 4.32% 6.52% 73.1° 2.74%
SO 63.2 4.21% 6.49% 58.5° 2.20%
LO 66.7 3.70° 5.74° 64.8% 2.44°¢
Root MSE 8.02 1.376 1.538 18.28 0.636

*Values are means of 16 determinatios. Means within a column lacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
? B = Basal diet; T = Tallow diet; OO = Olive il diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.



Table 6.7: Fatty acid composition of livers from Experiment 2 (g/100g fat):

Fatty acid? B T 00 SO LO Root MSE
C 14:0 0.49° 0.70% 0.42°° 0.44°° 0.35° 0.100
C 150 0.03° 0.12° 0.03% 0.06" 0.05"° 0.037
C 16:0 25.82 24.0%° 21.0° 21.3% 17.5¢ 2.97

C16:1n7 3.89% 2.46° 1.67" 0.81° 0.93¢ 1.071
C 180 18.6° 20.0° 18.4°¢ 23.1°% 22.3% 3.26

C18:1n9t 0.00° 0.53% 0.00° 0.00° 0.00° 0.045

C18:1n9 29.2% 29.1° 35.12 18.0° 17.6" 6.60

C18:1n7 2.212 1.91° 2.09% 0.85° 0.95° 0.293

C18:22n6 12.1° 12.8° 12.1° 25.42 14.0° 3.14

C18:3n6 0.16° 0.09° 0.11° 0.172 0.08" 0.049
C 20:0 0.14 0.13 0.13 0.16 0.14 0.034

C18:3n3 0.25" 0.33" 0.25° 0.18° 8.83% 0.924

C 20:1n9 0.40° 0.45° 0.57% 0.31° 0.25¢ 0.056

C 20:2n6 0.37° 0.42° 0.35° 1.17°8 0.41° 0.197

C 20:3n3 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.85% 0.139

C 20:4 n6 3.21° 2.88° 3.82% 4.96° 1.31° 1.639

C 20:5n3 0.31° 0.46° 0.30° 0.00° 6.51° 1.033

C 22:4n6 0.74° 0.61°° 0.72° 1778 0.19°¢ 0.473

C22:5n3 1.07° 1.58° 1.12° 0.93" 3.952 1.016

C22:6n3 1.15" 1.56" 1.78° 0.52° 3.86% 1.187

SFA 45.0° 45.0° 40.0° 45.1° 40.3° 1.90
UFA 55.0° 55.1° 60.0% 54.9° 59.72 1.90
MUFA 35.72 3452 3952 20.0° 19.7° 7.54
PUFA 19.3° 20.7° 20.5° 34.92 40.0% 7.27
n9 29.6° 30.1° 35.72 18.3° 17.8° 6.60

né 16.6" 16.8" 17.1° 33.3% 16.0° 5.14

n3 2.78" 3.92° 3.45° 1.63° 24.00° 2.769
n6:n3 6.22° 4.64° 563"  21.18° 0.67° 1.827
SFA:UFA 0.82° 0.82° 0.67° 0.83° 0.68" 0.060

"Values are means of 10 determinatios. Means within a row lacking a common superscript differ statistically (P < 0.05)
? B = Basal diet; T = Tallow diet; OO = Olive oil diet; SO = Sunflower oil diet; LO = Linseed oil diet.
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Figure 6.1: Liver to dietary fatty acid ratio (Experiment 2).
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Values are means of 10 determinations of liver fatty acids divided by dietary fatty acid percentage. Bars correspond to
broilers fed Basal diet (), Tallow diet ( ] Olive oil diet ( [T}, Sunflower oil digT] ), or Linseed oil diet[] ).
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13.1. ABSTRACT.

An experiment was conducted to study the effect of different dietary fatty acid profiles on plasma
levels of insulin, VLDL and other serum lipids. Diets with four types of fat (tallow, olive, sunflower, and
linseed oils) at an inclusion level of 10%, and a basal diet without additional fat, were administered to
female broiler chickens. Only insulin and VLDL were affected by the different treatments. In the fasted
state, broilers fed diets with sunflower or linseed oil presented lower levels of insulin respect to those
fed tallow (P = 0.07). VLDL in the fasted state was reduced in broilers fed sunflower and linseed oils
(P < 0.05) respect to those fed tallow, olive oil or the basal diet. Plasma levels of VLDL were only
significantly correlated with abdominal fat in birds fed the basal diet, in the fed and in the fasted state,
and in those fed linseed oil in the fed state (P < 0.05).

Results on this experiment suggest that higher insulin levels in broilers fed diets rich in SFA could be
related with higher fat deposition. Fat deposition in birds fed high fat diets is not correlated with VLDL
secretion suggesting direct dietary fat deposition, except for birds fed linseed oil diets. Although birds
fed linseed oil diets presented lower levels of VLDL than those fed tallow, olive oil or the basal diet, the
higher correlation with abdominal fat suggests that in these birds, fat deposition continues depending

on hepatic VLDL secretion, despite the high dietary fat level.

(Key words: Broiler, abdominal fat, dietary fatty acid profile, insulin, VLDL).

13.2.  INTRODUCTION
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Diets rich in PUFA have been found to reduce fat deposition in broiler chickens when compared to
diets supplemented with the same amount of fats rich in SFA or MUFA (Sanz et al., 1999; Crespo and
Esteve-Garcia, 2001 and 2002a). Differences in lipid oxidation rates seem to be the main mechanism
involved in this effect (Crespo, 2002b; Sanz et al., 2000). Preferential oxidation of PUFA respect to SFA or
MUFA could reduce fatty acids available for deposition in broilers fed diets rich in PUFA. However,
other physiological mechanisms which regulate lipid metabolism could be also involved.

Dietary fatty acid profile seems to affect insulin secretion and insulin resistance which causes obesity
in mammals (Grill and Qvigstad, 2000; Storlien et al, 2000). In broilers, insulin seems to be involved in
the differences between fat and lean lines. Higher fat deposition in broilers selected for high body
weight or high abdominal fat content is associated with increased plasma concentrations of insulin and
glucagon (Sinsigalli, 1987; Dupont et al., 1999) and is perhaps related to some kind of glucose-insulin
imbalance (Touchburn et al., 1981). Also, fat lines present higher levels of VLDL respect to lean lines
(Griffin et al., 1982; Whitehead and Griffin, 1982; Hermier, 1997) suggesting differences in lipoprotein
metabolism between lines.

Differences in fat deposition due to different dietary fatty acid profiles could be also related to the
same metabolic differences between lean and fat chicken lines. Thus, in this experiment, the effect of
different dietary fatty acid profiles on serum VLDL, insulin, cholesterol and glucose was studied to
determine if changes in fat deposition between broilers fed diets rich in SFA or MUFA respect to those

fed diets rich in PUFA are accompanied by changes in these metabolic parameters.

13.3. MATERIAL AND METHODS

13.3.1. Animals and Facilities

The animal facilities, working protocol and kiling methods were approved by IRTA’s Ethical
Committee. One hundred one-day-old female broiler chickens of the Ross 308 strain were obtained
from a commercial hatchery. They were placed in floor pens and fed a commercial starter diet. From
21 to 28 d, birds were fed a basal diet based on wheat and soybean meal, without additional fat. On d
28 of the experiment, 70 birds were weighed and placed in individual cages and fed the experimental
diets until day 50. Fourteen animals were fed each experimental diet. On day 50, all birds were
weighed and killed in a local processing plant. Abdominal fat pad (including fat surrounding gizzard,

Bursa of Fabricius, cloaca and adjacent muscles) was removed and weighed individually.

13.3.2. Experimental Diets

Experimental diets were formulated as previously published (Crespo and Esteve-Garcia, 2001). Four

diets were based on wheat and soybean meal with 10% added tallow, olive, sunflower, or linseed oil.
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An additional diet without supplemental fat and, consequently, with lower energy content was used as
control diet. Composition, nutrient and fatty acid analyses of diets are shown in Table 7.1. Dry matter,
crude protein, and crude fiber were determined as outlined by AOAC (1990). Lipid content was
determined by the Folch method (Folch et al., 1957). Fatty acid profile was determined as previously

described (Crespo and Esteve-Garcia, 2001).

13.3.3. Biochemical Determinations

Blood samples were collected by intracardiac puncture. All determinations were performed in serum
samples to avoid anticlotting agent interference with analytical procedures, except VLDL that was
determined in plasma to obtain higher amount of sample. Serum was obtained by centrifugation at
1000 g during 10 minutes, and stored at — 20°C until analysis. Plasma was obtained using EDTA as
anti-clotting agent and then spinning at 1000 g during 10 minutes. Because metabolic parameters in
this study are highly influenced by feeding state, biochemical determinations were ferformed in fed
and fasted states.

Cholesterol and glucose were determined with a clinical chemistry autoanalyzer14 and enzymatic
reagentsls, in the Clinical Biochemistry Service of the Veterinary Faculty of Universitat Autonoma of
Barcelona.

Insulin, glucose and VLDL were measured in fasted and fed state whereas cholesterol was
determined only in the fasted state. For the fasted state, blood samples were collected after a 12-hour
fasting period. For the fed state, blood samples were collected 3 hours after the beginning of feed
ingestion. Insulin determinations were performed in the Clinical Biochemistry Service of the Veterinary
Faculty of Universitat Autdbnoma of Barcelona. It was determined by RIA, using the method described
by Geraert et al. (1996). A calibration curve was performed using seriated dilutions of chicken insulin
between 0 and 5 ng/ml and represented in a semilogarithmic scale. For measuring counts per minute,
a rat insulin RIA kit was used'®. VLDL was determined using the method described by Griffin and
Whitehead (1982). A calibration curve was mede with solutions containign different concentration of
human VLDL". An aliquot of 0.2 ml of plasma were mixed with 4 ml of a buffer solution containing
0.25 g of heparin / L. After a 30 minutes standing at environmental temperature, absorbance was

measured at 520 nm.

13.3.4. Statistical Analysis

All values were subjected to one-way ANOVA using the GLM procedure of SAS software (SAS

Institute, 1992). Insulin values had different variances between treatments, and logarithmic

4 Cobas Bio autoanalyzer, F. Hoffman-La Roche Ltd., Basel, Switzerland.

** Boheringer Mannheim, Indianapolis, IN.

*® Rat insulin RIA kit, 250 tubes (Cat.#RI-13K), Linco Research Inc., St. Charles, MO.
7 sigma, St. Louis, MO
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transformation was used for statistical analysis. For all determined parameters linear contrasts were
performed. Based on results of previous experiments (Crespo and Esteve-Garcia, 2001, 2002a) the
following hypotheses were tested: treatmens resulting in high abdominal fat were compared with those
resulting in low abdominal fat (tallow and olive oil versus sunflower and linseed oil diets). Basal
treatment was also contrasted with each of these groups and with the whole group of birds fed diets
with added fat. The levels of VLDL in the fasted and fed state were regressed against abdominal fat
within treatments (Snedecor and Cochran, 1980) using the REG procedure of SAS software (SAS
Institute, 1992).

13.4. RESULTS AND DISCUSSION

Serum insulin in fed and fasted state is shown in Table 7.2. In the fasted state, broilers fed diets with
sunflower or linseed oil presented lower levels of insulin with respect to those fed diets with tallow or
olive oil. High concentrations of insulin in broilers fed diets rich in SFA or MUFA are not accompanied
by a depletion in glucose levels (Table 7.3), with respect to those fed diets rich in PUFA, which could
suggest higher resistance to insulin of the first birds and an imbalance on glucose and insulin levels,
with respect to broilers fed PUFA. Incorporation of SFA into cell membranes is related with reduction
in metabolic rate and dysfunction of cellular receptors, changing both insulin binding and action
(Storlien et al., 2000) and causing insulin resistance. Differences in glucose-insulin balance could be,
in part, responsible for differences in fat deposition between broilers fed diets rich in PUFA and those
fed diets rich in SFA or MUFA, as has been suggested to occur in fat and lean line chickens
(Touchburn et al., 1981). Moreover, chronic hyperinsulinemia is related to higher activity of LPL in rat
adipose tissue (Ong et al., 1988) and higher levels of VLDL in mammals (Zammit et al., 2001) which
would enhance lipid deposition in adipose tissue. Higher insulin levels in the fasted state of broilers fed
SFA are concomitant with higher content of VLDL in fasted birds of this experiment (Table 7.2) and
agrees with observations made in mammals (Zammit et al., 2001). In the fed state there were no
significant differences in insulin values between broilers fed diets with added fat, however, broilers fed
the basal diet (without fat) presented significantly higher values with respect to those fed olive or
linseed oil (P < 0.05). This higher insulin concentration in the fed state of broilers fed the basal diet
could be consequence of the higher relative amount of carbohydrates of this diets, and could also be
the reason for the lower content in serum glucose levels found in these birds (Table 7.3).

Serum cholesterol in the fasted state is presented in Table 7.3. Addition of PUFA rich fat to diet
produced a reduction in serum cholesterol, respect to a diet rich in SFA and MUFA or a diet with no
added fat. Thus, the effect of increasing dietary PUFA in broilers seems to be the same of that
observed in mammals (Kobatake et al., 1983; Lee et al., 1988; Mendis et al., 2001).

VLDL in the fasted state was reduced in broilers fed sunflower and linseed oils (P < 0.05). Since
broilers were in fasted state and no differences in VLDL were observed in the fed state, this reduction

in VLDL in the fasted state could be explained by a higher period of VLDL secretion after feeding in
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birds fed tallow or olive oil which would be still detectable after feed withdrawal. Broilers fed diets
supplemented with sunflower and linseed oils present lower abdominal fat deposition (Crespo and
Esteve-Garcia, 2001), suggesting that this reduction in fat deposition could be related with low levels
of VLDL in these birds. However, plasma levels of VLDL were only significantly correlated with
abdominal fat in birds fed the basal diet, in the fed and in the fasted state, and in those fed linseed oll
in the fed state (P < 0.05) (Figure 7.1). Studies in birds show that VLDL is highly correlated with
abdominal fat in fed birds (Griffin et al., 1982; Whitehead and Griffin, 1982). In our experiment this
correlation decreases when fat is added to diet. Thus, with high levels of dietary fat, deposition of
abdominal fat is not as well correlated with VLDL synthesis as in birds fed diets with lower levels of
added fat. Higher endogenous fatty acid synthesis in broilers fed diets with low levels of added fat can
explain the higher correlation of VLDL with abdominal fat, in these birds. In this case almost all
deposited lipids can only come from hepatic VLDL. In broilers fed high fat diets, fat deposition can also
be due to direct deposition of portomicrons from dietary lipids which would produce low correlation of
VLDL with abdominal fat. However, in broilers fed diets added linseed oil this correlation presents
significant values. Preferential oxidation of dietary PUFA (Crespo and Esteve-Garcia, 2002b) instead
of deposition would produce higher dependant deposition of lipids in adipose tissues from hepatic
VLDL excretion. The higher correlation of abdominal fat and VLDL in broilers fed linseed oil suggests
that direct fat deposition from dietary fat is not as efficient as in broilers fed diets rich in SFA. This is
because PUFA may exert other metabolic functions in preference to being deposited. This result
would also explain higher endogenous de novo synthesis in broilers fed linseed oil, with respect to

those fed sunflower oil or tallow (Crespo and Esteve-Garcia, 2002c), despite the lower fat deposition.

13.5. CONCLUSIONS

Results from this experiment show that broilers fed diets rich in SFA present higher levels of serum
insulin and VLDL than those fed diets rich in PUFA which could be related with higher fat deposition.
This suggests that in chickens dietary fatty acid profile could affect insulin secretion and sensitivity in
the same way that in mammals, although this should be confirmed experimentally.

On the other hand, correlation of VLDL with abdominal fat is poor in birds fed high levels of dietary fat,
suggesting that direct dietary fat deposition can occur in birds fed these diets. However, when PUFA
predominate in the diet, this correlation is maintained suggesting that PUFA may exert other
physiological functions, and fat deposition in birds fed diets rich in PUFA depends more on hepatic

VLDL from endogenous fatty acid synthesis.
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13.8. TABLAS Y FIGURAS TRABAJO EXPERIMENTAL 5
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Table 7.1: Ingredients, nutrient composition and fatty acid profile of experimental diets”.

Ingredients B T 00 SO LO
Wheat 68.52 55.42 55.52 55.52 55.52
Soybean meal (48% CP) 25.82 30.78 30.76 30.76 30.76
Extruded soybean 1.107 - - - -
Tallow - 10 - - -
Olive oil - - 10 - -
Sunflower oil 0.36 0.03 - 10 -
Linseed oll - - - - 10
DL-Methionine 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
L-Lysine 0.23 0.14 0.14 0.14 0.14
L-Threonine 0.03 - - - -
Calcium carbonate 1.47 141 1.37 1.37 1.37
Dicalcium Phosphate 1.43 1.25 1.25 1.25 1.25
Salt 0.4 0.32 0.32 0.32 0.32
Vitamin-mineral premix? 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Calculated Gross energy (Kcal/kg) 2,828 3,300 3,300 3,300 3,300
Analyzed nutrient content

Crude protein (%) 21.2 21.7 21.8 21.8 21.7
Lipid content (%) 3.29 12.39 12.33 12.08 11.94
Crude fiber (%) 3.21 2.69 2.75 2.68 281
Dry matter (%) 89.2 90.6 91.0 90.9 90.8

Fatty acid composition (%)*

SFA 18.0 48.2 17.0 12.1 9.10
MUFA 20.1 42.0 63.4 23.9 19.1
PUFA 62.0 9.80 19.6 64.0 71.9
n9 serie 18.9 37.7 60.2 23.1 18.2
n6 serie 57.4 8.00 18.1 63.1 23.1
n3 serie 4.60 1.85 1.55 0.88 48.8
n6:n3 12.6 4.69 11.6 72.0 0.47
SFA:UFA 0.22 0.94 0.20 0.14 0.10

TB = Basal diet; T = Tallow diet; O = Olive oil diet; S = Sunflower oil diet; L = Linseed oil diet.

2Compositit:m of vitamin and mineral premix: 1 Kg of feed contains: vitamin A, 12000 Ul; vitamin D3, 5000Ul; vitamin E, 30 mg;

vitamin K3, 3 mg; vitamin B1, 2.2 mg; vitamin B2, 8 mg; vitamin B6, 5 mg; vitamin B12, 11 Mg; folic acid, 1.5 mg; biotin 150 Mg,

calcium pantothenate, 25 mg; nicotinic acid, 65 mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; |, 0.33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0.15 mg; and ethoxyquin, 150

mg.
3SFA = Saturated fatty acids; UFA = Unsaturated fatty acids; MUFA = Monounsaturated fatty acids; PUFA = Polyunsaturated fatty acids.
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Table 7.2: Plasma levels of VLDL and serum levels of insulin in fasted and fed states®:

Insulin (ng/ml) VLDL (mg/ml)
Treatment Fasted state Fed state Fasted state Fed state
B 0.212 0.908 0.030 0.099
T 0.386 0.663 0.027 0.130
00 0.179 0.555 0.028 0.113
SO 0.084 0.664 0.017 0.102
LO 0.097 0.496 0.017 0.105
Root MSE 0.6601 0.1992 0.0101 0.0435
Contrasts
Bvs. T, TO, SO, LO N.S. * * N.S.
B.vs. T, OO N.S. * N.S. N.S.
Bvs. SO, LO N.S. * *x N.S.
T, 00 vs. SO, LO * N.S. * N.S.

"Values are means of 14 determinations

’B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow; OO: Diet with 10% of added olive
oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil;

LO: Diet with 10% of added linseed oil.

N.S.: P> 0.05; * P <0.05; ** P < 0.01

Table 7.3: Glucose concentration in fasted and fed states and cholesterol
concentration in the fasted state (mg/dl)

Glucose Cholesterol
Treatment Fasted state Fed state Fasted state
B 218 212 159
T 220 226 156
(0]0) 226 223 149
SO 218 234 139
LO 223 227 119
Root MSE 18.5 16.9 35.3
Contrasts
Bvs. T, TO, SO, LO N.S. * N.S.
B.vs. T, OO N.S. 0.056 N.S.
Bvs. SO, LO N.S. * *
T, OO0 vs. SO, LO N.S. N.S. *

Values are means of 14 determinations

?B: Basal diet without supplemental fat; T: Diet with 10% of added tallow;

OO: Diet with 10% of added olive oil; SO: Diet with 10% of added sunflower oil; LO: Diet with 10% of
added linseed oil.

N.S.: P >0.05; * P <0.05;
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Figure 7.1: Linear regression of plasma VLDL (mg/ml) against abdominal fat (%) .
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(" ): Birds in fasted state; (*): Birds in the fed state. NS: Non significant correlation. B= Basal diet without sopplemental fat ; T= diet with 10%

added tallow; OO= diet with 10% added olive oil; SO= diet with 10% added sunflower oil; LO= diet with 10% added linseed oil.
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SECCION E: DISCUSION GENERAL
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En todos los experimentos realizados se observé que la inclusién de aceite de girasol o de linaza en
el pienso produjo una reduccién del porcentaje de grasa abdominal respecto a los pollos alimentados
con dietas con sebo o con aceite de oliva. Los pollos alimentados con aceite de girasol o linaza
presentaron una reduccion en el porcentaje de grasa abdominal siempre superior al 15%. Dichos
resultados confirman la hipétesis de que las dietas ricas en AGPI reducen la deposicion de grasa
abdominal en el pollo de carne al igual que los resultados obtenidos por otros autores (Sanz y col.,
1999).

Tal y como se observa en el Experimento 2, presentado en el Trabajo Experimental 2, la reduccién en
la deposicién de grasa abdominal en pollos alimentados con girasol o linaza, respecto a los
alimentados con sebo, se acompafia de una disminucion en otros depésitos lipidicos separables.
Dicho efecto podria implicar una reduccién significativa en la deposicién de grasa corporal, ya que
alcanza valores de 34g y 27,69 para los pollos alimentados con girasol y linaza, respectivamente. Sin
embargo, no se realizé la determinacion de la grasa corporal total de estos animales y en los pollos
en los cuales se determind (Experimento 1 del Trabajo Experimental 2 y Trabajo Experimental 3), no
se obtuvieron diferencias detectables estadisticamente, posiblemente consecuencia de un retraso en

el crecimiento de dichos pollos.

Sin embargo, otros autores (Sanz y col., 2000a), al determinar la grasa corporal en pollos alimentados
con pienso con un 8% de una mezcla de sebo y manteca y pienso con un 8% de aceite de girasol, si
obtuvieron una reduccion de 1.4% en la grasa corporal de los pollos alimentados con girasol, respecto
a los alimentados con la mezcla de sebo y manteca. Por tanto, de estos trabajos se puede concluir
que la reduccién en grasa abdominal en los pollos alimentados con una grasa rica en AGPI se
acompafia de una reduccion en la grasa corporal total. Tal y como se discute en el Trabajo
Experimental 2, dicha reduccién podria ser consecuencia de la reduccién de los depdsitos lipidicos
separables, mientras que la grasa del resto de la carcasa podria permanecer constante o reducirse
de forma poco importante. Un efecto mas acentuado en los depdsitos lipidicos que en el resto de
grasa de la carcasa podria ser consecuencia de su mayor contenido en triglicéridos, principal fraccion

lipidica de los tejidos adiposos de reserva de energia.

Tal y como se presenta en el Trabajo Experimental 3, la reduccién en la deposicién de grasa en los
pollos alimentados con dietas ricas en AGPI parece ser consecuencia de una mayor oxidacion de
éstos y, por tanto, una menor eficiencia energética de dichas raciones para la deposicién de acidos
grasos. Los valores de oxidacion obtenidos en los pollos alimentados con las dietas con girasol no
fueron tan evidentes como los obtenidos en los pollos alimentados con las dietas con linaza. En dicho
experimento, las diferencias en grasa abdominal fueron mas diluidas que en los otros experimentos
realizados y las aves alimentadas con girasol, aunque presentaron valores inferiores, no presentaron

diferencias significativas respecto a las aves alimentadas con sebo.
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Diferentes autores han mostrado el efecto estimulador de los AGPI sobre la oxidacion lipidica, tanto
en aves como en mamiferos. Sanz y col. (2000b) observaron mayor actividad in vitro de los enzimas
Carnitin Palmitoil transferasa-1 y L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de extractos mitocondriales de
células cardiacas en pollos alimentados con dietas con girasol, respecto a pollos alimentados con
dietas con sebo. Shimomura y col. (1990) determinaron el cociente respiratorio de ratas alimentadas
con aceite de cartamo (rico en acido linoleico) respecto a ratas alimentadas con sebo y concluyeron

gue el aceite de cartamo estimulaba la oxidacion de &cidos grasos, respecto al sebo.

Por tanto, no se puede descartar que la reduccion en grasa abdominal de los pollos alimentados con
dietas con girasol respecto a los alimentados con dietas con sebo, observada en la mayoria de
trabajos experimentales presentados en esta tesis, no sea consecuencia en parte y al igual que en los

pollos alimentados con dietas con linaza, a una mayor oxidacién de los acidos grasos.

Paralelamente a una mayor oxidacion, y tal y como se muestra en el Trabajo Experimental 4, parece
ser que la inhibicién en la sintesis enddgena de acidos grasos producida por una dieta rica en grasa
(Donaldson, 1985) es inferior en los pollos alimentados con aceite de linaza. Asi, los valores de
lipogénesis in vivo mostraron ser significativamente superiores en las aves alimentadas con aceite de
linaza, respecto a las alimentadas con aceite de girasol o sebo. Junto con la mayor oxidacion de
AGPI, esta mayor sintesis de acidos grasos enddgenos, con el consecuente coste energético
(Emmans, 1994), contribuiria a un mayor gasto energético y por tanto a una menor disponibilidad de

energia para su deposicion.

El efecto de los acidos grasos dietéticos sobre la actividad lipogénica ha sido estudiada por varios
autores en mamiferos. Wilson y col. (1990) midieron la capacidad lipogénica hepatica determinando
la incorporacion de 3H20 a la fraccion de lipidos saponificables. Los resultados obtenidos sugieren
que la incorporacion de aceite de cartamo a la dieta de ratas producia una inhibicibn mas
pronunciada de la lipogénesis hepatica que la incorporacién de sebo, respecto a una dieta control sin
grasa afadida. Dicha inhibicién parece ser mediada por la supresién en la expresién genética de los
enzimas lipogénicos hepaticos segun sugieren algunos autores (Blake y Clarke, 1990; Iritani y col.,
1998).

Contrariamente a estos resultados, Gaiva y col. (1996) obtienen mayor lipogénesis en el higado y la
grasa retroperitoneal de ratas alimentadas con dietas ricas en AGPI de la serie n-6, respecto a ratas
alimentadas con dietas ricas en AGS. Por otro lado, en el trabajo de Kouba y Mourot (1998) se
observa mayor lipogénesis en el tejido adiposo subcutaneo de cerdos alimentados con dietas con

aceite de maiz, respecto a cerdos alimentados con dietas con sebo. Dichos resultados sugieren la
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posibilidad de que existan diferencias en el efecto de los acidos grasos de la dieta sobre la capacidad

lipogénica del tejido hepatico y el tejido adiposo en mamiferos.

En aves, Sanz y col. (2000b) midieron la actividad lipogénica en broilers alimentados con una dieta
con aceite de girasol y una dieta con sebo. La dieta rica en AGPI reducia la actividad especifica in
vitro del enzima &cido graso sintasa respecto a la dieta rica en AGS. Sin embargo, en el Trabajo
Experimental 4 de la presente tesis se observa como la incorporacién de 3HZO a la fraccion de lipidos
hepéticos saponificables es significativamente superior en pollos alimentados con dietas con linaza,
respecto a los alimentados con dietas con sebo o aceite de girasol y no se hallaron diferencias entre

los pollos alimentados con aceite de girasol y sebo.

Dicha discrepancia en los resultados obtenidos podria ser consecuencia de los diferentes métodos
utilizados para la determinacién de la actividad lipogénica. Por tanto, seria necesaria la realizacién de
mas estudios al respecto, para determinar con seguridad cual es el papel que juegan los diferentes

acidos grasos de la dieta sobre la actividad lipogénica del broiler.

Por otro lado, tanto con la disminucion en la lipogénesis producida por los AGPI de la serie n-6
observada por Sanz y col. (2000b), como con el aumento de la lipogénesis producida por los AGPI de
la serie n-3 y el efecto similar de los AGPI de la serie n-6 y los AGS, observada en el Trabajo
Experimental 4, un resultado comin de ambos grupos de investigacién es que los AGPI de la dieta

reducen la deposicién de grasa en el broiler.

Por tanto, se podria sugerir que no es la modificacion de la actividad lipogénica la principal causa de
la reducciéon de la deposicién de grasa por los AGPI de la dieta, sino que seria la mayor actividad
oxidativa de acidos grasos y por tanto, la menor eficiencia energética de las dietas suplementadas
con dichos acidos grasos para la deposicion de energia y, posiblemente, la desviacién de esta
energia para la deposicién de proteina. Dicha hipétesis se refuerza si se considera la escasa
contribucion de la sintesis endégena de acidos grasos a la deposicién de grasa en pollos alimentados

con dietas con un alto porcentaje de inclusién de grasa.

En el trabajo de Donaldson (1985) la lipogénesis, medida por la incorporacién de 4 en los acidos
grasos hepaticos, se redujo casi hasta una quinta parte al pasar de una dieta con un 2% a una dieta
con un 8.6% de grasa (con una misma concentracion energética) manteniéndose el porcentaje de
grasa corporal constante. Por tanto, la deposicién de grasa corporal en los pollos alimentados con las
dietas ricas en grasa se debe principalmente a la deposicién directa de la grasa dietética, al menos en
un 80%. Dicha deposicion compensa la reduccién en la actividad lipogénica de forma que al aumentar
la inclusién de grasa en la dieta manteniendo la concentracién energética, la deposicion de grasa

corporal se mantiene constante.
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En el Trabajo Experimental 3, también se sugiere que la sintesis endégena de acidos grasos
repercute de forma minima a la deposicion de grasa en el broiler alimentado con dietas ricas en
grasa. Aunque los valores de sintesis endégena sugeridos son bastante inferiores a los obtenido por
Donaldson (1985), dicha diferencia es probablemente consecuencia del calculo indirecto de dicho
valor: se hace un célculo a partir de los datos obtenidos del balance de acidos grasos, por lo que no

es posible considerar los 4cidos grasos sintetizados de novo, que han podido ser oxidados.

El hecho de que la lipogénesis en pollos alimentados con dietas ricas en grasa tenga esta baja
repercusion sobre la deposicién total de grasa hace pensar, de nuevo, que, aunque diferentes tipos
de grasa dietética produzcan mayor o menor inhibicién de la lipogénesis, dicho efecto no conduciria a
cambios en la deposicion de grasa, puesto que quedaria diluido por la deposicion directa de la grasa

dietética.

En conclusion, se podria decir que el efecto del perfil de acidos grasos de la dieta sobre la deposicion
de grasa corporal se debe principalmente a la eficiencia de deposicion de la grasa dietética o
diferente oxidacion de los acidos grasos y por tanto, diferente utilizacion de la energia de la racién.
Los valores superiores de insulina obtenidos en pollos alimentados con sebo y aceite de oliva
respecto a los alimentados con aceite de girasol y linaza (Trabajo Experimental 5) podrian estar
implicados en dicho efecto. El hecho de que dichas diferencias hayan sido observadas en fase de
ayuno, sugiere unos valores basales de insulina mayores en los pollos alimentados con las dietas
mas saturadas o monoinsaturados, lo cual podrian relacionarse con una mayor actividad LPL en el
tejido adiposo, como se ha sugerido en mamiferos (Ong y col., 1988), y por tanto, mayor eficiencia de

deposicion de grasa.

Un aspecto a considerar de los experimentos realizados son los valores obtenidos en los pollos
alimentados con aceite de girasol. Aunque el efecto sobre la deposicion de grasa en el pollo parece
ser muy similar al producido por el aceite de linaza, los resultados obtenidos en algunos de los
parametros estudiados difieren entre ambos tipos de grasa y, en algunos casos los valores obtenidos
en los pollos alimentados con el aceite de girasol son similares a los obtenidos en los pollos
alimentados con sebo. Tal es el caso de los valores de lipogénesis in vivo, que son significativamente
inferiores a los obtenidos en los pollos alimentados con aceite de linaza, y similares a los obtenidos
en los pollos alimentados con sebo, contrariamente a lo obtenido por otros autores (Wilson y col.,
1990; Gaiva y col., 1996; Kouba y Mourot, 1998; Sanz y col., 2000b).

Por otro lado, tanto el aceite de girasol como el de linaza reducen la concentracién plasmatica de

VLDL en estado de ayuno, tal y como se muestra en el Trabajo Experimental 5. Sin embargo, la

correlacion entre la concentracion de VLDL y la grasa abdominal sélo se mantiene en los animales
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alimentados con aceite de linaza en la fase postprandial. Dichos hallazgos hacen pensar en
diferentes mecanismos de accion de los acidos grasos de la serie n-6 y n-3 sobre el metabolismo

lipidico de aves, lo cual podria ser sujeto de investigaciones posteriores.
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SECCION F: CONCLUSIONES

200



201



Las dietas ricas en AGPI, tanto de la serie n-6 como de la serie n3, disminuyeron la
deposicion de grasa abdominal y la deposicion de grasa en otros depésitos lipidicos

separables, en comparacion con las dietas ricas en AGS o AGMIL.

Los pollos alimentados con linaza presentaron mayor oxidacion de acidos grasos que los
alimentados con sebo u oliva, lo cual estaria relacionado con su menor deposiciéon de grasa.
Sin embargo, no se encontraron diferencias en la oxidacion de &cidos grasos entre los pollos

alimentados aceite de girasol y aquellos alimentados con sebo o aceite de oliva.

Los pollos alimentados con linaza presentaron mayor sintesis endégena de acidos grasos,
determinada en base a la incorporacién de *H a los acidos grasos hepéticos, que los pollos

alimentados con sebo o girasol.

Cuando se utilizan dietas con un alto porcentaje de grasa, la sintesis enddégena de lipidos
supone un pequefio porcentaje sobre el total de grasa depositada, por lo que, en estas
condiciones, una modificacion en la actividad lipogénica no habria de suponer una

modificacion en la deposicién de grasa corporal.

Los pollos alimentados con dietas ricas en AGPI, tanto de la serie n-6 como de la serie n-3,
presentan una concentracién plasmatica de VLDL e insulina en estado de ayuno menor que
los pollos alimentados con una dieta rica en AGS, lo cual se relacionaria con la menor

deposicién de grasa observada en estas aves.

Los AGPI de la serie n-6 y n-3, aunque afecten de forma similar a la deposicion de grasa en
el pollo, parecen presentar diferencias en algunos de los mecanismos fisiolégicos en los

cuales estan implicados.



