Aditivo de Levaduras de Manzana en
Vacas Holstein Altas Productoras

Esta investigacién consta de tres experimentos cuyo objetivo fue la
evaluacioén de diferentes sustratos y cepas de levaduras obtenidas de la
fermentacién de subproductos de manzana. El primer trabajo consistio
en el desarrollo de un inéculo de levaduras, empleando aireadores para
evaluar ocho tratamientos, utilizando diferentes niveles de manzana
molida, melaza de canfa y dos cepas de levaduras, Saccharomyces
cerevisiae y Kluyveromyces lactis. El segundo trabajo consistié en
evaluar el comportamiento fermentativo in vitro de ocho cepas de
levaduras aisladas de subproductos de manzana, tomando como base
los resultados del primer estudio. El tercer trabajo consistio en
determinar el nivel 6ptimo de un aditivo elaborado a base de levaduras
y adicionado a dietas para vacas altas productoras mediante la técnica
de produccién de gas in vitro, utilizando cuatro tratamientos.
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LEVADURAS DE MANZANA Y SU EFECTO EN LA CINETICA DE
FERMENTACION IN VITRO EN DIETAS PARA VACAS HOLSTEIN ALTAS

PRODUCTORAS



RESUMEN GENERAL

Esta investigacion consta de tres experimentos cuyo objetivo fue la
evaluacion de diferentes sustratos y cepas de levaduras obtenidas de la
fermentacion de subproductos de manzana. El primer trabajo consistié en el
desarrollo de un in6culo de levaduras, empleando aireadores para evaluar ocho
tratamientos, utilizando diferentes niveles de manzana molida, melaza de cafa
y dos cepas de levaduras, Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis. El
segundo trabajo consistié en evaluar el comportamiento fermentativo in vitro de
ocho cepas de levaduras aisladas de subproductos de manzana, tomando
como base los resultados del primer estudio. El tercer trabajo consistio en
determinar el nivel 6ptimo de un aditivo-elaborado a base de levaduras y
adicionado a dietas para vacas altas productoras mediante la técnica de
produccion de gas in vitro, utilizando cuatro tratamientos. Los datos se
evaluaron con el procedimiento PROC MIXED del programa SAS. Los
resultados del primer estudio, demostraron que el conteo de levaduras (CL), fue
mayor (P<0.01) en el t4, con la levadura D, con valor de 2.8x10% 0.00 cel/mL a
la h 48 usando melaza de cafia. El acido lactico (AcL), mostrd efecto en la
reduccioén del AcL (P<0.01) entre tratamientos y entre levaduras. Los resultados
del segundo estudio, demostraron que el CL fue mayor (P<0.01) en el t1, con
una produccion de 1.9x107+0.02 t1, cel/mL. El AcL mostré efecto (P<0.01) en la
reduccién del AcL en los tratamientos t1, t2, t3 y t4 de la h12 a la h48. En la
produccion de gas (PG) mostré efecto en el aumento de la produccion gas entre

tratamientos (P<0.01) en la h3 y h48. En el tercer estudio el CL mostr6 efecto



(P<0.01) con mayor produccién en el t4, con 1.8x107+£0.01 cel/mL a la h48. El
conteo de protozoarios (CP) incrementd en funcién al tiempo (P<0.01) entre
tratamientos. El nitrdgeno amoniacal (N-NHs) incrementé (P<0.01) en todos los
tratamientos de la h12 a la h96. El AcL en el t4 se redujo (P<0.01) de lah12 a la
h96. La produccion total de AGV’S fue mayor (P<0.01) en la proporcion mM/mL
de acetato, propionato y butirato en el t2. Se concluye en este trabajo que el
uso de la melaza de cafia como sustrato, favorece el crecimiento de levaduras
en un tiempo de 96 horas. La adicién del aditivo de levaduras a las dietas
favorecio la PG, el CL, el CP y la produccién de AGV'S con una marcada

reduccion en el AcL.



ABSTRACT

This research consists of three experiments aiming to evaluate different
substrates and yeast strains obtained from apple products fermentation. The
first experiment was carried out to develop a yeast inoculum using oxygenators.
Eight treatments were evaluated consisting on different levels of ground apples,
sugar cane molasses and two type of yeast (Saccharomyces cerevisiae and
Kluyveromyces lactis). The second experiment aimed to evaluate the in vitro
fermentation performance of eight strains of yeasts, isolated from apple
products, based on the results of the first study. The third experiment was
carried out to determine the optimal level of yeasts as an additive in diets of
cows with four different treatments, being evaluated by in vitro gas production.
Data were evaluated with PROC MIXED procedure of SAS. The results of the
first study showed that yeast counts (YC) were higher (2.8x10°+0.00 cell/mL at
48h, P<0.01) and lactic acid production was lower with yeast D (t4), compared
to the yeast A, when using cane molasses as a substrate. The results of the
second study showed that YC were higher (P<0.01) using Kluyveromyces lactis
strain (t1), with a yield of 1.9x107+0.02 cells/mL. LA showed to be different
(P<0.01) among strains of Saccharomyces cerevisiae (1, 12, t3 and t4) from 12h
to 48h. Gas production (GP) showed an effect among the eight treatments
(P<0.01) from 12h to 48h. The third study showed that YC during ruminal kinetic
was affected (P<0.01) by the original amount of yeast added to the diet, getting
the higher counts with addition of 30mL (t4, 1.8x107£0.01 cells/mL at 48h).

Protozoa counts (PC), Ammonia nitrogen (AN) and LA were affected (P<0.01)



by yeast level from 12h to 96h. PC and AN increased proportionally on time to
the level of yeast added to diet, while decreased as the level of yeast was
higher. Total VFA production had an effect (P<0.01) in Mm/mL proportion of
acetate, propionate and butyrate, which were higher at level of 10mL (t2). It is
concluded that the use of molasses as a substrate, promotes the growth of
yeasts during 96h. The level of yeast added to diets has positive effects GP, YC,

PC and VFA production, and also has a remarkable reduction of the LA.
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INTRODUCCION GENERAL

Las fermentaciones en estado solido (FES), en estado liquido (FEL) y
sélida sumergida (FSS) son procesos que permiten el aprovechamiento de
fuentes no convencionales de carbohidratos para la alimentacion animal
mediante el uso de microorganismos.

Durante la fermentacion en estado sélido de algunos subproductos
agroindustriales ricos en azucares y celulésicos, la energia que se libera y la
urea como fuente de nitrégeno son utilizados para el crecimiento de la micro-
flora epifita de los subproductos (Pandey et al., 2001). De esta manera, se logra
duplicar la biomasa en alrededor de 5 min (Valifio et al., 1992; Nigan, 2000), lo
que permite un incrementd en la poblacién de bacterias y levaduras
principalmente, esto aun en la fase de secado, sin la utilizaciéon de in6culo en el
sistema (Elias y Lezcano, 1994).

La utilizacion del desecho de manzana ha recibido muy poca atencion, a
pesar de considerarse como una fuente de energia barata y debido a su gran
contenido de humedad (70-80 %). Estos parametros pudieran ser aprovechados
por la flora microbiana nativa y potencialmente elevar su valor nutritivo mediante
adiciones como el caso de nitrégeno no proteico (Becerra et al., 2008). Tanto la
manzana de desecho como los subproductos que aporta la industrializaciéon de
esta fruta representan una potencial fuente de alimento para los animales, con
la ventaja de ser de bajo costo y de poseer nutrientes altamente fermentables

por microorganismos como levaduras y bacterias (Becerra et al., 2008;



Rodriguez et al., 2010). Como resultado de este proceso, la produccién de
proteina microbiana sera de gran utilidad en la nutricion animal.

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar un inéculo liquido a
base de levaduras, obtenidas del bagazo de manzana para ser usado en
raciones para vacas holstein altas productoras.

Los resultados obtenidos de estas investigaciones seran de utilidad para
productores, profesionales del area e investigadores interesados en conocer la
importancia de los microorganismos presentes en la manzana de desecho de
forma natural en esos subproductos; este trabajo permitira también tener una
base para elegir cual subproducto, o cual combinacién es la mejor opcién para

la obtencion de un inéculo de levaduras.



REVISION DE LITERATURA

Produccién de Manzana

A nivel mundial se producen aproximadamente 60 millones de toneladas
de manzana al afio en una superficie de 5.6 millones de hectareas, siendo
China el principal productor con mas de 20 millones de toneladas, seguido de
Estados Unidos de América con 5.0 millones. Estos paises aportan el 45 % de
la producciéon mundial, mientras que México aporta 0.46 millones de toneladas
al afio; de este total en la regién Noroeste del Estado de Chihuahua, México; se
produjeron alrededor de 409,778 toneladas de manzana (SAGARPA, 2007) de
este total, cerca de 145,000 toneladas se comercializaron como manzana de
desecho (UNIFRUT, 2007). Este desecho, no apto para consumo humano, es
utilizado en su mayoria en la industria de la extraccion para la elaboracién de
jugo; proceso del cual se obtiene un residuo o subproducto conocido como
bagazo de manzana o pomasa. Gran parte de este bagazo es utilizado
inadecuadamente en la alimentacion animal y el resto, junto con buena parte de
manzana de desecho que se queda en la huerta sin utilizacion alguna, dan
origen a un problema de contaminacion del medio ambiente por su alta
velocidad de putrefaccion, con la consecuente pérdida de nutrientes y dinero
para el productor. Se estima una produccién de pomasa de aproximadamente
32,000 toneladas (UNIFRUT, 2007) la cual no es aprovechada, o en algunos
casos, se sub utiliza en la alimentacion animal.
Produccién de Manzarina

Becerra (2006) y Diaz (2006) desarrollaron un proceso biotecnolégico del



cual obtuvieron un producto al que llamaron “manzarina” el cual usan en la
alimentacién animal, que se obtiene de la fermentacion en estado sélido de la
manzana. En este proceso la energia de los carbohidratos disponibles y la urea
como fuente de nitrégeno son utilizadas para el crecimiento de la microbiota
epifita de la manzana.

El desarrollo biotecnolégico de la manzarina como alimento alternativo
para consumo animal, esta llamada a constituir un elemento importante en el
desarrollo de la produccién animal en el Estado de Chihuahua, demostrando la
factibilidad de aprovechar los recursos alimenticios de bajo valor nutritivo, como
son los subproductos de manzana a través de la fermentaciéon en estado sélido
(Diaz, 2006).El uso de la fermentacién en-estado solido de subproductos de
manzana constituye una alternativa para el aprovechamiento de estos, evitando
la contaminacién ambiental provocada por la rapida descomposicion de los
mismos (Diaz-Plascencia et al., 2010).

La Manzarina en la Alimentacion Animal

La manzarina ha sido utilizada como ingrediente en la elaboraciéon de
bloques multinutricionales los cuales fueron evaluados en la alimentaciéon de
becerros en crecimiento (Rodriguez et al, 2006a). La manzarina es un
suplemento proteico que se ha obtenido a mediana escala en condiciones
rusticas para utilizarla y evaluarla como ingrediente en dietas para rumiantes.
Se encontré que puede sustituir parte de los ingredientes en dietas de vacas
lecheras, con incrementds en la produccion lactea (Gutiérrez, 2007) y beneficios
en la salud del animal (Gallegos, 2007). Han sido evaluadas como ingrediente

en la dieta para la alimentacién de borregos en engorda (Hernandez, 2008) y

4



como parte del suplemento en alimentacion de bovinos de carne (Rodriguez et
al., 2006b).

Rodriguez et al. (2006b) reportaron que becerros en engorda,
alimentados con bloques multinutricionales, elaborados con un 14.6% de
manzarina como ingrediente puede tener ganancias diarias de peso de 0.570 kg
d; la dieta se baso en el uso de forraje verde picado, ensilaje y rastrojo de
maiz y como concentrado proteico, mineral y energético, se utilizaron los
bloques multinutricionales. El consumo de bloque fue de 1.52 Kg a™' d, el costo
de la materia prima para la elaboracion de los bloques fue menor al utilizar la
manzarina comparado con el costo de la materia prima que se requiere para
elaborar bloques multinutricionales con harinolina como principal fuente de
proteina.

Fermentacion Sélida

La fermentacion sélida' (FS) puede ser definida como un cultivo de
microorganismos adheridos a un soporte sélido poroso y humedecido en el cual
el medio liquido esta extendido en una capa muy fina en contacto con una
interface aérea. Las bacterias, levaduras y hongos son los microorganismos
que pueden crecer en la fermentacion soélida, pero la mayoria de las
investigaciones se llevan a cabo con hongos filamentosos. El crecimiento en
forma de micelio y su tolerancia a bajas actividades de agua y condiciones de
alta osmolaridad hacen que los hongos sean la microflora natural mas
adecuada para la fermentacion sélida (Hesseltine, 1972).

Pandey et al., (2001) define como fermentacion en estado soélido al

crecimiento de microorganismos en un material sélido y himedo, siendo el
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material solido la fuente energética, el sustrato también puede estar formado
por un material sélido e inerte y hiumedo, al cual se le adiciona una fuente
energética.

En la fermentacién en estado solido, generalmente no se requiere
agregar agua si el sustrato tiene un contenido alto de humedad (70 a 80%)
(Pandey et al., 2001) y no necesariamente se tiene que inocular con alguna
especie de microorganismo, si existe la posibilidad de potencializar el
crecimiento de algunas de las especies microbianas de las que se encuentran
de manera natural en los sustratos; algunos de estos tienen una amplia
diversidad de microorganismos, en este caso se tiene un sistema heterogéneo.
El modelo de crecimiento miceliar da _una ventaja adicional a los hongos
filamentosos sobre los microorganismos unicelulares en la colonizacion de la
matriz sélida y en la utilizacion de los nutrientes del medio de cultivo. El modelo
basico de crecimiento de los hongos es una combinacién del crecimiento apical
con la generacion de ‘huevas hifas por ramificacién. Mientras que el crecimiento
apical se lleva a cabo de manera lineal, la ramificacion se lleva a cabo de
manera exponencial y como resultado se logra una alta velocidad de
crecimiento y una gran capacidad de cubrir eficientemente la superficie de
cultivo (Valifio et al., 2002).

La estructura de la pared celular unida al crecimiento por las puntas y la
ramificacién da a los hongos una estructura solida y firme que les permite
penetrar en el interior de la matriz sélida. Las enzimas hidroliticas son
excretadas por las puntas de las hifas sin que se diluyan como en el caso de la

fermentacién liquida lo que hace la accion de las enzimas hidroliticas muy
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eficiente y les permite penetrar en la mayoria de los substratos sélidos, lo que
aumenta la disponibilidad de los nutrientes del interior de los substratos
(Raimbault, 1998).

Existe un gran interés en la utilizacion de S. cerevisiae para transformar
desechos agroindustriales en productos bioquimicos de valor comercial, por
medio de la fermentacion sélida (FS), porque se ha encontrado que durante la
FS se manifiestan caracteristicas fisioldégicas diferentes en los microorganismos
en comparacion con la Fermentacién liquida (FL). Entre los productos
comerciales mas importantes, se encuentran algunas enzimas que son
excretadas al medio y cuya produccion por FL se presenta en forma muy
disminuida debido a los fenémenos de represiéon catabodlica (Ramesh y
Lonsane, 1991; Solis-Pereira et al., 1993). A veces, las enzimas producidas por
FS tienen caracteristicas modificadas, como un aumento en su termo
resistencia, menores tiempos de produccion y mayor actividad (Grajek y
Gervais, 1987; Pandey et al,, 1992; Acufa-Argielles et al., 1995).

Los efectos que se derivan de la utilizacion de FS sobre los
microorganismos son multiples como modificaciones en el transporte de
azucares, la composicion de la pared, la membrana celular y en la actividad
enzimatica (Grajek y Gervais, 1987; Pandey et al, 1992). Mientras que las
bacterias y las levaduras requieren de alta actividad de agua (A, > 0.98), los
hongos filamentosos pueden crecer con valores de Aw tan bajos como 0.85, y
por esta razén, son microorganismos muy bien adaptados para la fermentacion
sélida sugiere incluso que un bajo nivel de Aw favorece la germinacion y el

crecimiento miceliar de los hongos (Raimbault, 1998).
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De acuerdo con Raimbault, (1998) el soporte de la fermentacién solida
debe cumplir con varios requerimientos como son: Poseer una matriz porosa
que puede ser biodegradable o inerte, y requiere presentar una gran superficie
de area por volumen dentro del rango de 103 o 106 cm?cm?® que permita el
crecimiento microbiano en la interface sélido-liquido. Debe absorber agua en
una o varias veces su propio peso con una actividad de agua relativamente
grande en la interface solido-liquido para poder permitir una alta velocidad de
los procesos bioquimicos.

Fermentacion Semi-Sélida

Es este tipo de fermentacion, utilizada basicamente para hongos, el
microorganismo se desarrolla en la superficie himeda de un material sélido, el
cual generalmente es algun grano de cereal procesado, aunque se han
realizado intentos para utilizar materiales de desecho. Esto permite al hongo
crecer en condiciones similares a las encontradas en la naturaleza; las esporas,
los propéagulos infectivos mediante los cuales el hongo sobrevive e infecta
insectos, son producidas en el aire. Aunque las fermentaciones semi solidas
son relativamente faciles de desarrollar en pequefa escala, el escalado de las
mismas a las proporciones necesarias para productos comerciales es bastante
dificil (Taborsky, 1992).

En el caso de los hongos entomopatdgenos, los paises en vias de
desarrollo han aplicado métodos de fermentacién en sustrato sélido, pero estos
presentan muchas restricciones para la producciéon a nivel comercial. Por un

lado, el escalado se dificulta por problemas asociados con la esterilizacion del



sustrato, intercambio gaseoso, control de la temperatura, mantenimiento de
cultivos puros y recuperacién del producto a partir del sustrato (Jackson, 1997).

Por otra parte, el tiempo de fermentacion necesario para la esporulacion
en sustratos solidos generalmente requiere semanas, la cantidad de personal y
la infraestructura grandes espacios fisicos, son factores que aumentan los
costos de gran manera en este tipo de metodologias (Deshpande, 1999;
Jackson et al., 2004).
Fermentacion Liquida

Se puede definir a la fermentacion liquida (FL) o sumergida como un
cultivo de células microbianas dispersas en forma homogénea en un recipiente
agitado que puede no ser aireado por medios mecanicos. La forma de
fermentacion liquida mas utilizada en _los' laboratorios de investigacion es el
matraz agitado. El desarrollo de esta técnica ha sido importante porque ha
permitido el cultivo de organismos aerébicos en condiciones homogéneas con
una densidad moderada de la biomasa y ha simplificado el estudio de la
fisiologia de los organismos. A su vez, el cultivo de suspensiones de células en
fermentadores agitados ha evolucionado a gran escala, pues no es raro ver
fermentadores con volumenes superiores a 10 mil litros, en los cuales se
producen todo tipo de compuestos derivados del metabolismo microbiano
(Jackson, 1997).

En estos sistemas, la agitacion mecanica permite aumentar la
transferencia del gas a la biomasa de tres formas basicas: 1) Dispersa el gas en
burbujas mas pequefias incrementando el area de interface gas-liquido. 2)

Incrementa el tiempo de contacto de liquido con las burbujas de gas. 3)
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Disminuye el grueso de la capa estacionaria del liquido al aumentar la
turbulencia del cultivo. Ademas, la agitacion mezcla el cultivo manteniéndolo
homogéneo. Esto es particularmente importante para la dispersion de la
biomasa y la transferencia de calor (Henzler y Schedel, 1991).

Gran parte del gasto energético que debe realizarse en la FL esta
relacionado con la necesidad de satisfacer la demanda de oxigeno en el
crecimiento de los microorganismos, esto es muy claro en el caso de
Aspergillus niger, que es un organismo aerobico estricto y necesita una alta
tasa de transferencia de oxigeno para mantener su crecimiento (Righelato,
1975; Solomon, 1975; Raimbault, 1998).

Principales Caracteristicas de las Levaduras

Hubert (1987), Jones y Thomas (1987) mencionan que los cultivos de
levaduras Saccharomyces cerevisiae presentan varias caracteristicas
importantes: 1) No son patégenos, ni toxicos. 2) No se absorben en el tracto
digestivo. 3) No dejan residuos en los tejidos animales. 4) Se utilizan en
pequefas cantidades. 5) Proliferan in vivo e in vitro. 6) Promueven el
crecimiento de bacterias celuloliticas. 7) Son estables a temperaturas elevadas
y 8) no causan mutacion.

Condiciones de Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras requieren para su éptimo crecimiento un ambiente acuoso,
pH con rango de 3.5 a 5.0, posiblemente debido a que la actividad de las
proteinas plasmaticas de las levaduras en los limites de su membrana se da en
estos valores de pH (Rose, 1987a); en estas condiciones de pH requerido para

el crecimiento de la levadura, la actividad bacteriana a nivel ruminal tendria
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consecuencias detrimentales para los microorganismos y para los rumiantes;
aunque las levaduras mantienen su actividad metabdlica y resisten el estrés
fisico asociado con el secado, calentamiento y exposicion al pH acido en
condiciones anaerobicas (Dawson, 1993).

El rango de temperatura 6ptima para el crecimiento de las levaduras es
de 28 a 30 °C, con sobrevivencia a 37 °C por medio de la formacion de
ascosporas (Dengis et al,, 1995), aunque a 39 °C que es la temperatura del
ambiente ruminal, se ve afectado su crecimiento y disminucion de la viabilidad
de la levadura a 48 h de incubacion (Mendoza y Ricalde-Velasco, 1993).
Fermentacion en Estado Sélido Comparada con la Fermentacion Soélida
Sumergida

Doelle et al., (1992) consideran como ventajas los siguientes aspectos:
Los medios de cultivo son simples, generalmente subproductos agricolas que
presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios. La baja actividad del
agua es de gran ayuda-para evitar las contaminaciones, especialmente de
bacterias y levaduras. La aireaciéon forzada es facilitada por la porosidad del
soporte, lo que permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.
Pueden emplearse, frecuentemente conidios como in6culo en los procesos de
crecimiento de hongos, lo cual disminuye los costos y las manipulaciones en la
preparacion del inoculo. Los conidios de los hongos que se producen son
mucho mas resistentes y tienen mejor adaptabilidad a las condiciones en las
que se aplican como agente de biocontrol. El proceso de recobrado es

simplificado. Algunos productos son utilizados integralmente, como alimento
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animal 6 productos para el control biolégico. Los procesos se consideran
generalmente como tecnologias limpias.

Entre las principales desventajas se encuentran: Aplicacion limitada para
microorganismos que crecen en contenidos bajos de humedad. La extraccion
del calor metabodlico puede ser un problema, sobre todo cuando se trabaja a
gran escala y no se controla el proceso. La naturaleza soélida del sustrato trae
problemas al medir los parametros de la fermentaciéon tales como el pH, la
temperatura, el contenido de humedad y la concentracion de sustrato y
productos. Los procesos de transferencia de masa son limitados por la difusion.
Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado estan
muy poco caracterizados. El tiempo de fermentacién es mayor debido a que
generalmente se utilizan microorganismos que presentan bajas velocidades
especificas de crecimiento (Gervais y Bazelin, 1986).

Optimizacion de Medios de Cultivo

Los medios de‘cultivo con fines industriales, en la mayoria de los casos
han sido disefiados mediante procedimientos empiricos de ensayo y error, no
solo en la formulacién del medio de cultivo, sino también en las condiciones de
operacion. De cualquier manera es probable que el medio de cultivo original
pueda ser optimizado, modificando el porcentaje de los componentes del mismo
y las materias primas utilizadas, siendo factible en muchos casos optimizar un
medio de tal manera que no sea solamente mas productivo, sino de menor o
igual costo que el original, para lo cual se requiere del uso de varios métodos de

optimizacion (Maddox y Richert, 1977).
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Un aspecto relevante en la optimizacion de un medio de cultivo de interés
industrial no es sélo el logro de una formulaciéon racional del mismo, sino
también la posible inclusion de materias primas de bajo costo que hagan
rentable el proceso. Ello ha llevado a la busqueda de subproductos de bajo
valor comercial que puedan sustituir componentes costosos y que puedan ser
utilizados como fuentes de carbono o nitrégeno (Dreyer et al., 2000).

La Manzarina en la Alimentacién Animal

Becerra et al., (2008); Villagran et al., (2009); Diaz-Plascencia et al.
(2010), coinciden en que durante la FES del BM, el producto obtenido se ve
enriquecido nutricionalmente y esto es resultado del incrementd de la cantidad
de levaduras con que se inocul6 o de la potencializacion del desarrollo
poblacional de aquellas que se encuentran presentes de manera natural en el
BM; esto genera que en el caso de la manzarina, se pueda asumir que ademas
de ser un alimento rico en PV, sea un alimento con un aporte importante de
levaduras, debido a la alta cantidad de levaduras que contiene, ya sea obtenida
del bagazo de manzana o de manzana de desecho.

Una célula de levadura puede llegar a pesar 7.922x10"'g (Haddad y
Lindegren, 1953), tomando esto en cuenta, las levaduras pueden representar
una fraccion importante de la MS de la manzarina, considerando que se han
obtenido conteos de hasta 4.5x108 cel/mL (Rodriguez et al., 2006b), en base
seca esa cantidad puede ser hasta 10 veces mayor.

Uso de Levaduras en la Nutricion Animal
En la alimentacion de rumiantes, las levaduras agregadas en la dieta

influencian el metabolismo microbiano ruminal (Miller-Webster et al., 2002); se
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ha reportado que al agregar cultivos de levaduras en dietas con una alta
proporcion de concentrado, se puede reducir la produccion de lactato e
incrementar un poco el pH en el rumen (Moya et al., 2008); incluso la adicién de
cultivos de levaduras en la dieta de vaquillas lecheras puede incrementar la
cantidad total de bacterias viables en el rumen (Lazcano y Heinrichs, 2008).

Sin embargo, aun y cuando algunas levaduras son anaerobias
facultativas, debido a su habitat natural aerobio (requieren oxigeno para el
desarrollo normal de sus poblaciones), 24 h después de suspender su
suplementacion en la dieta, la cantidad de levaduras viables en condiciones
ruminales puede ser indetectable (Kung et al., 1997).

Cuando se incluyen en dietas. para ganado lechero, las vacas
alimentadas muestran tendencias a tener menor concentracion de &cidos
grasos no esterificados en la circulacion sanguinea periférica, después del parto
(Allbrahim et al., 2008); tienden a incrementar el porcentaje de grasa en la
produccion de leche (Putnam et al., 1997; Wang et al., 2001), tienden a
incrementar la produccion de leche (Putnam et al, 1997; Wohlt et al., 1998;
Wang et al., 2001; Bitencourt et al., 2008), pueden incrementar el consumo de
materia seca (Wohlt et al., 1998; Dann et al., 2000) e incluso pueden disminuir
la pérdida de condicién corporal antes del parto (Robinson, 1997).

En no rumiantes, productos obtenidos de las levaduras, tienen un efecto
benéfico en la ecologia microbiana del conducto gastrointestinal; disminuyen la
poblacion de clostridium perfringens (Hernot et al, 2008), pueden capturar
bacterias patégenas en el conducto gastrointestinal, esto debido a que esas

bacterias se unen a las paredes celulares de levaduras (Ganner et al., 2008),
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permitiendo tener un efecto de modulaciéon en la concentracién microbiana en el
intestino de cerdos destetados (Weedman et al., 2008).

Los cultivos vivos de levaduras permiten la estabilizacién de la micro flora
normal del ciego cuando se ofrecen en la dieta a cerdas gestantes y lactantes
(Walker et al., 2008), existiendo la posibilidad de incrementar su productividad,
debido a incrementds en la ganancia de peso de las camadas y reduccion del
numero de dias del destete al empadre exitoso (Kim et al., 2008).

Alimento Funcional

Se refiere a cualquier alimento en forma natural o procesada, que
ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes adicionales que
favorecen a la salud, la capacidad fisica y el estado mental de una persona. El
calificativo de funcional se relaciona ‘con el concepto bromatolégico de
"propiedad funcional", la caracteristica de un alimento, en virtud de sus
componentes quimicos y de los sistemas fisicoquimicos de su entorno, sin
referencia a su valor nutritivo.

En Europa se define alimento funcional a "aquel que satisfactoriamente
ha demostrado afectar benéficamente una o mas funciones especificas en el
cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales adecuados en una forma que
resulta relevante para el estado de bienestar y salud o la reduccion de riesgo de
una enfermedad" (Roberfroid, 2000).

Producto Nutracéutico

Cualquier producto que pueda tener la consideracion de alimento, parte

de un alimento, capaz de proporcionar beneficios saludables, incluidos la

prevencion y el tratamiento de enfermedades. El concepto de alimento
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nutracéutico ha sido recientemente reconocido como "aquel suplemento
dietético que proporciona una forma concentrada de un agente
presumiblemente bioactivo de un alimento, presentado en una matriz no
alimenticia y utilizado para incrementar la salud en dosis que exceden aquellas
que pudieran ser obtenidas del alimento normal” (Zeisel, 1999).

Mecanismos de Accion de las Levaduras en el Rumen

Aunque se han propuesto muchos mecanismos de accion que regulan la
respuesta en los rumiantes al incluir levaduras (Rose, 1987b; Martin y Nisbet,
1992; Wallace y Newbold, 1992; Dawson, 1993; Newbold et al., 1996), estos
aun no quedan debidamente esclarecidos (Marrero, 2005).

Uno de los mecanismos propuesto es-que las levaduras vivas a través de
su respiracion aerobia permiten eliminar el pequefio porcentaje de oxigeno (1%)
que entra al rumen cuando el-animal ingiere los alimentos, facilitando asi el
crecimiento de los microorganismos anaerobios mas estrictos como bacterias
Celuloliticas y hongos (Rose, 1987a; Newbold et al., 1996).

Otro mecanismo de accion propuestos es que los cultivos de levaduras
proveen vitaminas (especificamente tiamina), glucanos, mananoproteinas y
acidos organicos que estimulan el crecimiento de microorganismos que digieren
la fibra y utilizan el acido lactico (Nisbet y Martin, 1991; Chaucheyras et al.,

1995; Oeztuerk et al., 2005).
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ESTUDIO |. DESARROLLO DE UN INOCULANTE PARA RACIONES A
PARTIR DE DOS SUSTRATOS MEDIANTE FERMENTACION SOLIDA
SUMERGIDA
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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar dos sustratos para la elaboracion de un
inoculante para raciones a base de levaduras, fueron utilizadas dos cepas de
levaduras mediante fermentacion solida sumergida (cepa A, levadura comercial
del genero Saccharomyces cerevisiae y cepa D, levadura del genero
Kluyveromyces lactis, obtenida del bagazo de manzana) bajo condiciones
aerodbicas utilizando oxigenadores en un medio de cultivo liquido. Los
tratamientos usados fueron: t1) 200 mL manzana molida (MA) + 1 g levadura A;
t2) 132 mL manzana molida (MA) + 34 g melaza (ME) 1 g levadura A; t3) 66
mL manzana molida (MA) + 66 g melaza (ME) + 1 g levadura A; t4) 100 g
melaza (ME) + 1 g levadura A; t5) 200 mL manzana molida (MA) + 1 g levadura
D; t6) 132 mL manzana molida (MA) +'34 g melaza (ME) + 1 g levadura D; t7)
66 mL manzana molida (MA) +.66 g melaza (ME) + 1 g levadura D; t8) 100 g
melaza (ME) + 1 g levadura D. Todos los tratamientos contaron con la adicién
de 1.2% de Urea, 0:2% de sulfato de amonio, 0.5% de suplemento mineral
aforando a 1,000 mL con agua destilada en matraces de vidrio con 5
repeticiones por tratamiento y diferentes tiempos de muestreo (0, 12, 24, 48 y
96 horas). Las variables evaluadas fueron: pH, temperatura, azucares solubles,
conteos de levaduras, nitrbgeno amoniacal y acido lactico. Se utilizé un disefio
con arreglo factorial 2x4 en parcelas divididas. Los resultados mostraron que el
pH tuvo diferente comportamiento entre sustratos y levaduras (P<0.01). La
temperatura se increment6 (P<0.01) de la h 0 a la h 12 en todos los sustratos.
El nitrégeno amoniacal aumenté en el t4 (P<0.01) entre sustratos y levaduras.

El &cido lactico reporto los niveles mas bajos en el t1 (P<0.01) entre sustrato y
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levaduras. Los azUcares solubles mostraron una perdida similar (P<0.01) entre
sustratos y tiempo. El conteo total de levaduras fue (P<0.01) sobresaliendo el
sustrato 4, con la levadura D, con valor de 2.8x10% 0.00 cel/mL a la h 48, en
tanto que para la levadura A, el mayor valor fue de 9.6x108+0.02 cel/mL en t4 a
la h 96. Se concluye que el uso de melaza como sustrato, favorece el
crecimiento de levaduras especialmente de la cepa D de origen K. lactis, a las
24 horas de fermentacion durante la preparacion de un inoculante para

raciones.
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ABSTRACT
DEVELOPMENT OF A DIET INOCULATE WHIT TWO SUBSTRATES BY
SUBMERGED SOLID FERMENTATION

Two strains of yeasts by solid submerged fermentation (strain A,
commercial yeast of the genus Saccharomyces cerevisiae strain D, yeasts
Kluyveromyces lactic, obtained from bagasse apple) under aerobic conditions
using oxygen in a liquid culture medium, were used in order to evaluate an
inoculant for yeast-based rations . Substrates (treatments) used were: t1) 200
mL apple ground (AB) + 1 g yeast A, t2) 132 mL ground apple (AB) + 34 g
molasses (CM) 1 g yeast A, t3) 66 mL ground apple (AB) + 66 g molasses (CM)
+ 1 g yeast A; t4) 100 g molasses (CM) + 1-g yeast A; t5) 200 mL apple ground
(AB) + 1 g yeast D, t6) 132 mL apple ground (AB) + 34 g molasses (CM) + 1 g
yeast D t7) 66 mL ground apple (AB) + 66 g molasses (CM) + 1 g yeast D, t8)
100 g molasses (CM) + 1 g yeast D. Treatments were added with 1.2% urea,
0.2% ammonium sulfate and 0.5% of mineral supplement dilute to 1,000 mL with
distilled water, and placed in glass flasks by 5 replicates / treatment at different
sampling times (0, 12 , 24, 48 and 96 h). The variables studied were: pH,
temperature, soluble sugars, yeast counts, lactic acid and ammonia nitrogen. A
2x4 factorial design in two parcels divided was performed to statistics analysis.
pH had different behavior between substrates and yeasts (P<0.01). The
temperature was increased (P<0.01) from Oh to 12h in all substrates. Ammonia
nitrogen and lactic acid showed an effect (P<0.01) between substrates and
yeasts. On the other hand soluble sugars showed an effect (P<0.01) between

substrates and time. On total counting of yeasts, substrate 4 with the yeast D
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was overhanging (P<0.01), with a value of 2.8x10%+0.00 cells/mL at 48h, while
for yeast A, the highest value was 9.6x108+0.02 cells/mL in 96h to t4. As a
conclusion, the use of molasses as a substrate, promotes the growth of yeast
strains during the preparation of inoculants for rations, especially K. lactis, strain

D.
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INTRODUCCION

El desarrollo de productos mediante la fermentaciéon en estado sélido
(FES), estado liquido (FEL) y so¢lida sumergida (FSS) ha mantenido un interés
creciente en los Ultimos afios. Esto se debe entre otros factores, al aumento en
los costos de los ingredientes convencionales como esquilmos agricolas y
subproductos agroindustriales utilizados en la alimentacion del ganado. Un
ejemplo lo representan los cultivos de levaduras, las cuales se han empleado
en una forma dinamica en las ultimas décadas buscando mejorar la respuesta
productiva de los animales a menor costo. Esta bien documentado que los
aditivos alimenticios de levaduras, compuestos fundamentalmente por
Saccharomyces cerevisiae han permitido-mejorar la salud y la productividad de
los rumiantes (Miller et al., 2002; Lila et al., 2004).

La manzarina es el resultado del proceso de FES de los subproductos de
la manzana (Malus domestica) y posee el beneficio comparativo de tener un
mayor valor nutritivo que los productos de los que se obtiene como es el caso
de bagazo de manzana o manzana de desecho en razén de un mayor
contenido de proteina (Becerra et al., 2008; Rodriguez et al, 2010). Esta
aplicacion biotecnologica se desarrolld6 tomando como base los trabajos
desarrollados por (Hang et al., 1981; Elias et al., 1990; Joshi y Sandhu 1996).

Es importante mencionar que el enriquecimiento nutritivo de
subproductos agroindustriales a través de procesos de fermentacion, también
se ha probado en otro tipo de sustratos (Reid, 1985; Pefaloza et al., 1985).
Diversos estudios se han enfocado a evaluar el proceso de fermentacién en la

busqueda de su optimizacion (Becerra et al., 2008; Diaz-Plascencia et al.,
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2010a; Rodriguez et al., 2010). Estos autores describieron la existencia de una
variabilidad en la concentracion y calidad nutritiva del producto, dependiendo en
su mayor parte, por los niveles de concentracion de carbohidratos estructurales
del sustrato utilizado.

Todo este analisis permite plantear la necesidad de desarrollar nuevos
inoculos, incluso distintas a la Saccharomyces cerevisiae, de manera liquida
que puedan ser utilizadas como aditivos para rumiantes ya que esta informacion
es escasa (Tai Shin et al., 2002; Oeztuerk et al., 2005).

Por lo anteriormente escrito el objetivo del presente estudio fue evaluar
dos cepas de levaduras mediante la fermentacion. solida sumergida para la
preparacion de un inoculante bajo condiciones aerdbicas utilizando

oxigenadores portatiles en un medio de cultivo liquido.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Trabajo

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de nutricion animal de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua,
ubicada en el km 1 del Periférico Francisco R. Almada de la ciudad de
Chihuahua; latitud norte 28° 35°, longitud oeste 106° 04", con una altitud de
1595 m.s.n.m.; tiene una temperatura media anual de 17 °C (Alvarez, 1992).
Material y Equipo Experimental

El material utilizado para este experimento fue: manzana de desecho
molida, melaza de cafia, urea, sulfato de amonio, premezcla de minerales y
vitaminas, agua destilada, levadura A y levadura D, picadora estacionaria,
balanza analitica, matraces Erlenmeyer de 1,000 mL (Kimax)®, bombas
oxigenadoras portatiles mangueras y conexiones de plastico, envases de
plastico de 10 mL, potenciometro de mesa (HANNA)®, microscopio, camara de
neubauer™R, refractometro HI 96801 (HANNA)®, termometro digital (TAYLOR)
® y espectrofotometro Coleman Junior® Il modelo 6|20.
Tratamientos

Para la realizacion de este estudio se prepararon cuatro combinaciones
con los dos sustratos dando origen a ocho tratamientos con una levadura
comercial, A; del género Saccharomyces cerevisiae, y una cepa de levadura de
manzana, D; del género Kluyveromyces lactis, utilizando la FSS, (Cuadro 1y 2).
Todos los tratamientos contaron con la adicién de 1.2 g de urea, 0.2 g de sulfato
de amonio, 0.5 g de premezcla de vitaminas y minerales traza y se aforo a

1,000 mL con agua destilada en matraces de vidrio.
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Cuadro 1. Disefio de tratamientos con dos sustratos y diferentes combinaciones
con la Levadura A

Lev. A

Ingredientes % m T2 T3 T4
Manzana molida (g) 20 200 132 66
Melaza de cafa (g) 10 34 66 100
Lev. A (9) 0.1 1 1 1 1
Urea (9) 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
Minerales (g) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfato de amonio (g) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Agua destilada (mL) CBP 7971 831.1 865.1 897.1
TOTAL mL 1000 1000 1000 1000
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Cuadro 2. Disefio de tratamientos con dos sustratos y diferentes combinaciones
con la Levadura D

Lev.D

Ingredientes % L T2 T3 T4
Manzana molida (g) 20 200 132 66
Melaza de cafa (g) 10 34 66 100
Lev. D (g) 0.1 1 1 1 1
Urea (g) 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
Minerales (g) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfato de amonio (g) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Agua destilada mL CBP 7971 831.1 865.1 897.1
TOTAL mL 1000 1000 1000 1000
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Sus combinaciones fueron evaluadas en 40 matraces Erlenmeyer de
1,000 mL, cada tratamiento consté de 5 repeticiones, a cada matraz se le
adapté un oxigenador portatil con la finalidad de suministrar el oxigeno
necesario para favorecer el crecimiento de las levaduras. Durante el periodo de
fermentacion fueron tomadas 5 muestras por sustrato en diferentes horas (h),
(0,12, 24,48 y 96 h).

Variables Medidas
pH

Se determindé de manera directa con un potenciometro digital de una
precision de +0.1 unidades, tomando como base la metodologia descrita por
Rodriguez et al. (2001a).

Temperatura (T)

Se midi6 directamente con-la ayuda de un termémetro digital de una
precision de +0.1.
Azucares Solubles (AS)

Se tomod la lectura con la ayuda de un refractébmetro digital de una
precision de +0.2. Para este analisis fueron utilizadas 2 gotas de muestras para
su lectura directa y se utilizaron 3 gotas de agua destilada para su calibracion.
Conteo de Levaduras (CL)

Para este analisis se tom6 como base, la metodologia descrita por (Diaz,
2006). Se realizd en las muestras de la h 0, 12, 24, 48 y 96. Se tomaron las
muestras de 30 mL de cada matraz, fueron depositadas en frascos de plastico
con tapa de 50 mL; en cada muestra, se agregaron dos gotas de solucion de

formalina al 10% para preservarla en refrigeracion hasta realizar el conteo.
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El CL se realizé por microscopia; con una pipeta de volumen variable con
un rango de 100 a 1000 pl y puntas desechables se tomé 1 mL de muestra
liguida y se prepar6 una dilucién serial utilizando solucién salina como
diluyente; con una pipeta de volumen variable con un rango de 0.5 a 10 pl y
puntas desechables; se tomaron 10 pl de la dilucion de cada muestra, y se
colocaron en un hematocimetro (camara de Neubauer) para el conteo.

La camara de Neubauer se lavé con agua destilada después de cada CL.
La cantidad de células identificadas como levaduras, de manera individual o en
gemacion se contaron en las cuatro esquinas del hematocimetro (4 cuadrantes
de 1 mm? cada uno; (Figura 1). Se calcul6 el promedio de células de levaduras
(cel) por cuadrante y se calculd la cantidad de células por mililitro (cel/mL) para
su andlisis estadistico, los valores fueron convertidos a logaritmo base 10
(Log10 cel/mL).

Nitrégeno Amoniacal (N-NHs3)

De las muestras liquidas obtenidas de las h 0, 12, 24, 48 y 96 se tomaron
30 mL de cada muestra, se colocaron en frascos de plastico de 50 mL y se
congelaron (-5 °C) para su conservacién hasta el momento de la determinacion
de N-NHj3 las muestras se descongelaron a temperatura de refrigeracion, (4 °C)
y la concentracion de N-NH3 de las muestras liquidas se determin6 por
colorimetria segun el procedimiento de (Broderick y Kang, 1980).

La ecuacion de prediccion para calcular la concentracion de N-NHs en las
muestras liquidas, se obtuvo del analisis por triplicado de soluciones estandar
con concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 yl de N-NHs/mL; se utilizé6 H20

como blanco (estandar con concentracion de 0 pl/mL).
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Area (Cuadrante) para conteo de células de mayor tamafio (e g. levaduras)
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Figura 1. Cuadricula de un hematocimetro (camara de Neubauer). a, b, cyd,
fueron los cuatro cuadrantes utilizados para el conteo de levaduras, su
superficie suma un total de 4 mm?, el espacio entre un cubre objetos y
la superficie de la camara de Neubauer, utilizando los limites de cada
cuadrante como guia tiene 0.1 mm? de volumen.
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El procedimiento para medir la absorbancia de las muestras liquidas
diluidas, de las soluciones estandar y de los blancos (0 pl/mL), se realiz6 por
triplicado y consistio en lo siguiente: en tubos de ensayo se agrego 920 ug de
agua destilada y 80 pl de la muestra concentrada para completar 1 mL, se
mezclaron en vortice (Vortex Genie Il) posteriormente se tomaron 50 pl de la
muestra diluida para cada repeticiéon y se depositaron en tubos de ensayo, a lo
que se le agregaron 2.5 mL de fenol y se mezclo en un vortice, posteriormente
se agrego 2 mL de hipoclorito y se mezclaron nuevamente, para el estandar o el
blanco, se agrego 50 pl de agua destilada, 2.5 mL de fenol y 2 mL de
hipoclorito, las soluciones obtenidas se mezclaron en un vortice y se incubaron
por 5 min en bafio de agua caliente’ (temperatura de 95~100 °C).
Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar por 5 minutos a temperatura
ambiente para después tomar-la lectura de la absorbancia del contenido de
cada muestra, se midié a una longitud de onda de 630 nm; previamente el valor
de la absorbancia fue ajustado a 0 utilizando los blancos como referencia. Con
los resultados de la absorbancia de las muestras liquidas diluidas, la ecuacion
de prediccion obtenida con las soluciones estandar y el porcentaje de dilucion
de las muestras liquidas en agua, se calculd la concentracion de N-NHs3 en
milimolar por mililitro de muestra (mM/mL).

Acido Lactico (AcL)

De las muestras liquidas obtenidas de la h 0, 12, 24, 48 y 96 se tomaron
30 mL de cada muestra, se colocaron en frascos de plastico de 50 mL y se
congelaron (-5 °C) para su conservacion hasta el momento de la determinacion

de AcL. Al momento de la determinacién, las muestras se descongelaron a
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temperatura de refrigeracion (4 °C) y la concentracion de AcL de las muestras
liquidas se determind por colorimetria segun el procedimiento de Taylor (1996).
Como estandar se utilizaron soluciones con una concentracion de 5, 10, 15, 20
y 25 yl de AcL/mL y agua destilada como blanco (0 yl de AcL/mL). El analisis se
realizé por triplicado, se agregaron 3 mL de H2SOs4 concentrado y 0.5 mL de la
muestra diluida en tubos de ensayo, del estandar o del blanco, las soluciones
obtenidas se mezclaron en voértice (Vortex Genie Il) y se incubaron por 10
minutos en bafio de agua caliente (temperatura de 95~100 °C). Posteriormente,
se agregaron 100 pl de solucion de CuSOs4 al 4% y 200 pl de solucién de 1.5%
de p-fenilfenol en etanol al 95% en cada Celda; las soluciones obtenidas se
mezclaron en vortice nuevamente y se dejaron reposar por al menos 30 minutos
a temperatura ambiente (no menos de 20.°C). La absorbancia del contenido de
cada Celda se midi6é a una longitud de onda de 570 nm. Con la concentracion
de AcL vy la ecuacion de prediccion obtenida con las soluciones estandar y el
porcentaje de diluciéon ‘de las muestras liquidas en agua, se calcul6 la
concentracion de AcL en milimolar por mililitro de muestra (mM/mL).
Andlisis Estadistico

El disefio para este experimento se hizo con un arreglo factorial con dos
efectos principales, considerando efectos fijos los niveles sustrato y levadura; el
efecto aleatorio del matraz dentro de cada tratamiento (parcela), el efecto de
tiempo, el efecto de las interacciones de sustrato, levadura y tiempo, para el
ultimo el efecto de la interaccion doble factor sustrato y factor levadura; los
datos se evaluaron con el procedimiento (Proc Mixed) del programa SAS

(2004), para un disefio al azar de 8 tratamientos con arreglo factorial 4x2.
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Modelo Estadistico

Yijkl = p + Si + Lj + SLij + R(SLK) ij + R(S*L) ijk + TI + S*Til + LTjl + SLTijl + €ijkI

Donde:
Yijkl.-
Y-

Si.-

Lj.-
SLij.-

R(SLK) ij-.

R(S™L) ijk.-

Tl.-

S*Til.-
LTjl.-
SLTijl.-

eijkl.-

es la variable de respuesta

es la media general

es el efecto del i-ésimo nivel de sustrato

es el efecto del j-ésimo nivel de levadura

es el efecto de la interaccion sustrato por levadura

Es el efecto anidado de la repeticion del i-ésimo nivel de sustrato y
j-ésimo nivel de levadura

es el efecto anidado de la repeticion dentro del i-€simo nivel
de sustrato por la interaccién del j-ésimo nivel de levadura

es el efecto del I-esimo tiempo de fermentacién sobre la variable
respuesta

es la interaccion del sustrato por tiempo
es la interaccion de levadura por tiempo
es la interaccion sustrato levadura y tiempo

es el error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION
pH

Esta variable mostré efecto (P<0.01) por efecto de levadura por hora con
la levadura A y D durante el proceso de fermentacion; Segun los valores
estimados, de la h 0 a la h 96 de FSS, el pH con la levadura A, incrementd su
valor de manera gradual en el tiempo de 4.88 a 5.51+0.08 y la levadura D,
incrementd de 5.02 a 5.99 £0.08. El incrementd de pH esta relacionado a que
los microorganismos presentes durante el tiempo de fermentacion, convierten
los carbohidratos de facil fermentacion a acidos organicos como el AcL y
acético fundamentalmente, que reducen el pH en el medio (Rodriguez et al.,
2001b) también esta relacionado directamente con la producciéon de NHs y con
una menor produccion de acidos organicos como lo reporto (Elias et al., 1990 y
Morgan, 2003) con datos similares; (Grafica 1).

En la FSS de algunos sustratos, la disminucion del pH esta relacionada
con el incremento de la‘concentracion de acidos organicos; la produccion de
acidos organicos la cual es resultado del consumo de carbohidratos de facil
fermentacion (Calderon et al, 2005). Considerando lo anterior puede
observarse en el caso de las levaduras A y D pudieron haber tenido bajos
niveles de acidos organicos e increment6 en la produccion de NHz de lah 0 a
las 24 h de fermentacion, durante este periodo puede haberse dado un
increment6 en la concentracion de aminoacidos. Los resultados son

confirmados con el analisis de concentracion de NHs y AcL.
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pH

4 - ——LevA

—-lLevD

0 12 24 48 96
Horas

Gréfica 1. Comportamiento del pH con la levadura A 'y D en funcién al tiempo
durante la fermentacién sélida sumergida.
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Temperatura (T)

Esta variable presento un comportamiento (P<0.01), por efecto de la
interaccion sustrato por levadura y tiempo, incrementando la temperatura de la
h 0 ala h 12 en todos los sustratos con las levaduras A y D posteriormente
disminuyo la temperatura en los sustratos para mantenerse cerca de la
temperatura de incubacién, (Graficas 2 y 3).

El calor acumulado en los sustratos fermentados es el resultado de la
actividad metabolica de los microorganismos; la temperatura también puede ser
afectada por la conductividad del material biolégico fermentado como lo
menciona (lbarra et al., 2002). En el proceso de obtenciéon de la manzarina, la
temperatura interna tiende a mantenerse constante a pesar de los cambios de
temperatura ambiental; aun asi, esta’ puede influenciar ligeramente la
temperatura del sustrato (Ruiz et al., 2002).

En este estudio el incrementé de la temperatura podria deberse a una
mejor conductividad del calor; debido a la melaza en los medios de cultivo,
permitiendo deducir por su apariencia, que los sustratos tuvieron mejor
conduccion de calor, como sucede con polvos de uso industrial (Pefia et al.,
2002).

Azucares Solubles (AS)

Esta variable mostré6 un comportamiento (P<0.01) por efecto de la
interaccion sustrato por levadura y tiempo, indicando que la disminucion en los
azucares fue distinto entre sustratos. EI comportamiento de los azucares en la
fermentacion fue distinto por sustratos, esto coincide con la producciéon de

levaduras, en donde se muestra una clara apreciacién de como los azucares

41



Levadura A

—+—1: MA 200 ml

=2 MA132ml, ME34 g
+3; MA 66 ml, ME 66 g

——4:ME100 g

28.0 -

27,9

27.0 -

26:5 -

Temperatura °C

26.0 +

25.5

0 12 24 48 96
Horas

Grafica 2. Comportamiento de la temperatura en sus diferentes combinaciones
(MA) manzana, (ME) melaza con la levadura A durante la FSS.
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Levadura D

——1; MA 200 ml
-2, MA132ml, ME 34 g

28.0 - +—3; MA 66 ml, ME 66 g
-4, ME100g
5% -
Q
v
S 27.0
s
Q
o
E 265 -
[
26.0 -
255
0 12 24 48 96
Horas

Gréfica 3. Comportamiento de la temperatura en sus diferentes combinaciones
(MA) manzana, (ME) melaza con la levadura D durante la FSS.
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juegan un papel importante en la produccién de levaduras; el sustrato melaza
manzana también presento un crecimiento de levaduras favorable pero el
sustrato melaza contiene la mayor cantidad de azucares disponibles para las
levaduras, por lo que se considera un excelente sustrato para producir
levaduras, (Graficas 4 y 5).

Este mismo comportamiento estd muy ligado en la misma trayectoria que
siguié el acido lactico. Es importante destacar que las tasas especificas de
crecimiento y los rendimientos de las levaduras encontrados en este estudio, se
encuentran dentro de los valores reportados por los investigadores (Kosaric et
al., 1989; Lyutskanov et al., 1990; Ferrer et al., 1996), quienes en sus
experimentos de produccion de levaduras-obtuvieron datos similares a este
experimento.

Conteo de Levaduras (CL)

Se encontré efecto (P<0.01) por efecto de la interaccion sustrato por
levadura y tiempo, esto indica que hubo diferencias en la cantidad de levaduras
y su comportamiento fue en aumento en los distintos sustratos con las
diferentes levaduras A y D en los valores estimados, de la h 0 a la h 96 de la
FSS mostrando una mayor produccion de levaduras en el sustrato melaza con
ambas levaduras, (Graficas 6y 7).

La concentracién mas alta de levaduras se observé en el sustrato 4 que
contiene 100% melaza. La levadura A, reporto una produccion de 9.6x108+0.02
cel/mL y la levadura D con el mismo sustrato reporto una produccién de
2.2x10°+0.03 cel/mL siendo esta, la ultima, la mejor opcion para producir

levaduras. En este caso las levaduras son mas favorecidas en el NNP que fue

44



Levadura A

——1, MA 200 ml

-2 MA132ml, ME34 g

+3,MABE ml, ME 66 g
9.0 ——4, ME100 g
8.0
7.0 1
6.0 1
5.0 +
40
3.0 -
2.0 1
10
0.0

(gbrix/mL)

Horas

Gréfica 4. Comportamiento de los azucares en los diferentes sustratos
(MA) manzana, (ME) melaza con la levadura A durante la FSS.
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Levadura D

——1; MA 200 ml

-2 MA132ml, ME34 g
10.0 - + 3, MAB6 ml, ME 66 g
——4; ME100 g

9.0 -
8.0
78 -
6.0
5.0 -

(gbrix/mL)

40 -
3.0 -
2.0 A
1.0 -

0.0

I
0 12 24 48 96
Horas

Grafica 5. Comportamiento de los azucares en los diferentes sustratos
(MA) manzana, (ME) melaza con la levadura D durante la FSS.
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Levadura A

——1;, MA 200 ml

-2, MA132ml, ME34 g
3; MA 66 ml, ME 66 g

——4, ME100 g

1.2E+09 +

1.0E+09 -

8.0E+08

6.0E+08 |

4.0E+08 |

Levaduras (cel/mL)

2.0E+08

0.0E+00

0 12 24 48 96

Horas
Gréfica 6. Comportamiento en la poblacién de levaduras por sustrato (MA)

manzana, (ME) melaza en los dieferentes tiempos de fermentacion
con la levadura A.
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LevaduraD

——1: MA 200 ml

—m-2 MA 132 ml, ME 34 g
3, MA 66 ml, ME 66 g

——4: ME100 g

3.0E+09

2.5E+09 -

2.0E+09

1.5E+09 -

1.0E+09 -

Levaduras (cel/mL)

5.0E+08 -

0.0E+00

0 12 24 48 96

Horas

Gréafica 7. Comportamiento en la poblacién de levaduras por sustrato (MA)
manzana, (ME) melaza en los dieferentes tiempos de fermentacion
con la levadura D.
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aportado por la urea y el sulfato de amonio, datos similares lo reportaron (Elias
et al., 1990; Becerra et al., 2008; Diaz-Plascencia et al., 2010b) en trabajos
similares.

El aumento en la calidad nutritiva de algunos sustratos fermentados, se
puede atribuir en gran parte al incrementé de la poblacion de levaduras, es
conocido desde hace décadas que su valor proteico es alto y debido a esto,
como concentrado, las levaduras pueden ser comparables a la pasta de soya,
aun y cuando su contenido de metionina es bajo (Klose y Fevold, 1945).

En otros estudios se ha demostrado que la melaza y la combinacion de
manzana expuesta a FSS especificamente con levaduras, mejora su calidad
nutritiva (Hang et al., 1981; Joshi y Sandhu, 1996) en estudios similares donde
usaron la melaza y bagazo de manzana.

Nitrogeno Amoniacal (N-NHs)

En esta variable se encontr6 efecto (P<0.01) por efecto de la interaccion
sustrato por levadura y tiempo entre sustratos. El sustrato 4, que contenia el
100% melaza con la levadura A, mostré un incrementé en la concentracion de
NHs de la hO a la h 12 con un valor de 4.25+0.01 a 5.15+0.03 mM/mL. Los
sustratos 1, 2 y 3 mostraron una reduccién gradual a partir de la h12 a la h 96
con las diferentes levaduras, (Graficas 8 y 9).

La urea afiadida a los sustratos en procesos de FSS, es transformada a
NHs por efecto de especies microbianas ureoliticas (Valifio et al., 2002;
Calderdn et al., 2005), si el sustrato tiene un aporte energético bajo, los

microorganismos no pueden incorporarlo en la formacién de aminoacidos para
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6.00 -

5.00

4.00

3.00

NH, (mM/mL)

2.00

1.00

0.00

Levadura A

—+—t1: MA 200 m
-=-t2: MA 132 ml, ME 34 g
+£3; MA 66 ml, ME 66 g

——t4; ME 100 g

v

0 12 24 48 96

Horas

Gréfica 8. Comportamiento en la concentracion de nitrégeno amoniacal en los
sustratos (MA) manzana, (ME) melaza con la levadura A durante
diferentes tiempos de fermentacion.
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Levadura D

——t1; MA 200 ml
-B-12; MA 132 ml, ME 34 g
+—13; MA 66 ml, ME 66 g
——14; ME100 g
6.00 -

5.00
4.00

3.00

NH; (mM/mL)

2.00

1.00

0.00

0] 12 24 48 96

Horas

Gréfica 9. Comportamiento en la concentracién de nitrégeno amoniacal en los
sustratos (MA) manzana, (ME) melaza con la levadura D durante
diferentes tiempos de fermentacion.
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su crecimiento 6 lo hacen en una proporcion baja. Cuando se tiene un pH bajo,
el NHs producido es retenido en el sustrato (Rodriguez et al., 2001b).

El NHs también puede producirse por actividad desaminativa como lo
reporta (Calderén et al., 2005). EI NHs puede ser utilizado por ciertos
microorganismos como forma de energia como resultado de esto, la cantidad
de algunos microorganismos presentes en los sustratos fermentados se puede
incrementar (Valifio et al., 2002).

La reduccion de NHs con la levadura D puede estar relacionada a que las
levaduras utilizaron el NHs de manera eficiente durante el proceso de
fermentacion al no presentar excesos en los diferentes sustratos que pudieran
alterar o detener la fermentacion tal y como sucedié en el presente estudio
donde se aprecia que la levadura D-consumi6 la totalidad del amoniaco del
medio liquido en la h48.

Acido Lactico (AcL)

Esta variable mostr6 significancia (P<0.01) por efecto de la interaccion
sustrato por levadura y tiempo entre sustratos. El sustrato 1 que contiene 100%
manzana reporto los niveles mas bajos de AcL con las levaduras A 'y D en
comparacion con los demas sustratos. Los sustratos 2, 3 y 4 mostraron un
incremento gradual en la produccion de AcL con la levadura A en funcién al
tiempo de la h 0 a la h96 (Graficas 10 y 11). En dichas graficas se observa
claramente que la levadura D consume el AcL de los cuatro sustratos no asi la
levadura A, donde se observa que hubo acumulacion de dicho acido. También
se observa que el sustrato melaza mostr6 una tendencia a producir mas este

compuesto.
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Levadura A

——t1; MA 200 ml

12 MA132ml, ME 34 g
+—13; MA 66 ml, ME 66 g

——t4; ME100 g

5.00 -
4.00 -
3.00 -
2.00 -

1.00 -

AcL (mM/mL)

0.00

-1.00 -

Horas

Gréfica 10. Comportamiento en la concentracién de acido lactico en los
sustratos (MA) manzana, (ME) melaza con la levadura A.
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3.00
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-1.00

Levadura D

—+—t1; MA 200 ml
W12, MA 132 ml, ME 34 g

t3; MA 66 ml, ME 66 ¢
——t4: ME 100 g
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Gréfica 11. Comportamiento en la concentracién de acido lactico en los
sustratos (MA) manzana, (ME) melaza con la levadura D.
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El aumento de AcL en las fermentaciones inhibe el crecimiento
microbiano e induce a la muerte celular de la levadura (Elias y Lezcano, 1993;
Ludovico et al., 2001). Es conocido que la toxicidad del AcL depende del pH en
el sistema. A un pH bajo, el AcL presente se encuentra principalmente en
forma no disociada y puede entrar a la célula microbiana por difusién pasiva
(Geros et al., 2000) en el citoplasma se disocia debido al pH mas neutro y se
liberan los protones, bajando el pH del citoplasma, lo cual interfiere con
algunos senderos metabdlicos (Schiiller et al., 2004).

El aumento del pH, coincide con la disminucién en la concentracién de
AcL (Cuadro 3 y 4). Esta disminucion, pudo haber estado asociada a una
fermentacion secundaria del AcL, formando otros acidos organicos mas débiles.
La incorporacién de oxigeno por el movimiento del sustrato, elimina las
condiciones de anaerobiosis y por lotanto impide la produccion de AcL (Anrique

y Viveros, 2002).
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Cuadro 3. Medias (+ EE) en la comparacién de los diferentes sustratos con la levadura A

Horas
Variable Sustratos Lev 0 12 24 48 96
1 A 3.8+0.00¢ 3.5+0.01¢ 3.60.01f 3.6+0.019 6.0+0.85°
2 A 4.9+0.02° 4.6+0.01¢ 4.7+0.054 4.7+0.05¢ 5.6+0.16°
pH 3 A 5.2+0.01° 4.8+0.03° 4.8+0.03°¢ 4.8+0.03¢ 5.1+0.12¢
4 A 5.5+0.012 5.2+0.012 5.2+0.032 5.2+0.03° 5.1+0.07¢
1 A 26.1+0.042 26.6+0.16° 25.9+0.06° 25.9+0.06° 26.3+0.042
Temperatura 2 A 26.1+0.082 27.0£0.002 25.9+0.08° 25.9+0.08° 26.2+0.032
°C 3 A 25.9+0.08° 27.1+0.062 26.1+0.042 26.1+0.042 26.3+0.002
4 A 26.5+0.07° 27.9+0.052 26.1+£0.102 26.0£0.052 26.5+0.042
1 A 0.5+0.03f 0.4+0.06f 0.4+0.02¢ 0.4+0.02¢ 0.0+0.00¢
Azucares 2 A 3.1+0.059 2.5+0.07¢ 2.240.03° 2.2+0.03° 1.3+0.07¢
(grbrix) 3 A 5.6+0.05° 4.0+0.04¢ 3.3+0.04° 3.3+0.04° 2.8+0.18°
4 A 8.0+0.17° 5.5+0.05P 4.9+0.052 4.9+0.052 3.9+0.112
1 A 9.1x107+0.08° 1.7x108+0.06° 2.3x108+0.009 3.9x108+0.019 5.1x108+0.04¢
Levaduras 2 A 1.1x108+£0.032 3.6x107+0.05¢ 3.2x108+0.04° 3.7x108+0.03¢ 5.1x108+0.01¢
(cel/mL) 3 A 1.1x108+0.042 3.9x107+0.01¢ 3.8x108+0.01¢ 6.5x108+0.05° 7.5x108+0.004
4 A 8.6x107+0.01° 3.7x107+0.02¢ 13.6x108+0.01¢ 7.7x108+0.00° 9.6x108+0.02°
1 A 3.0+£0.01P 2.240.03° 1.7+0.06° 1.240.03° 0.0£.0.00¢
HN3 2 A 3.1+0.00° 3.0+0.02° 2.5+0.02° 1.2+£0.01b 0.9+.0.00°
mM/mL 3 A 3.0+£0.01° 3.4+0.02° 2.2+0.02° 1.0+0.00° 0.2+0.01°
4 A 4.2+0.012 5.1+0.032 3.2+0.002 2.1+0.022 1.2+0.032
1 A 0.0+0.00¢ 0.0£0.004 0.0+0.004 1.940.02° 1.3+0.00°
AcL 2 A 0.8+0.014 0.9+0.05¢ 2.0+0.03° 3.0+0.002 3.3+0.012
mM/mL 3 A 1.6+£0.00¢ 1.74£0.00¢ 1.8+£0.00¢ 1.840.03° 1.9+0.17°
4 A 2.6+0.08P 3.240.232 3.8+0.042 4.0+0.012 4.8+0.00°

abcde | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre tratamientos
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Cuadro 4. Medias (+ EE) en la comparacion de los diferentes sustratos con la levadura D

Horas
Variable Sustratos Lev 0 12 24 48 96
1 D 4.0+0.014 3.8+0.07¢ 3.4+0.049 4.6+0.27¢ 4.7+0.21°
2 D 4.9+0.02¢ 4.8+0.01b 4.6£0.14¢ 5.5+£0.102 6.2+0.162
pH 3 D 5.4+0.012 5.3+£0.002 4.9+0.04° 5.4+0.092 5.6+0.17¢
4 D 5.6+0.002 5.4+0.002 5.0+£0.012 5.3+0.07° 5.3+0.124
1 D 26.1+0.022 27.1+0.032 26.5+0.042 26.58+0.042  26.52+0.082
Temperatura 2 D 26.2+0.032 26.9+0.05° 26.4+0.102 26.40+0.062  26.16+0.112
°C 3 D 26.2+0.032 26.9+0.09° 26.6+0.072 26.48+0.052  26.22+0.162
4 D 26.4+0.002 27.2+0.062 26.7+0.092 26.48+0.042  26.48+0.092
1 D 1.82+0.06° 0.60+0.05f 0.2+0.02¢ 0.0+0.00¢ 0.0+0.009
Azucares 2 D 5.22+0.13¢ 3.80+0.03¢ 1.9+0.124 1.840.044 1.54£0.05¢
(grbrix) 3 D 6.78+0.17° 5.32+0.04° 3.3+0.12° 3.1+0.02° 2.5+0.09°
4 D 8.40+0.242 8.18+0.172 4.1£0.052 3.8+0.14P 3.5+£0.022
1 D 1.5x107+£0.02° 2.0x108+0.04®> 4.8x108+0.01° 6.7x108+0.00° 7.3x108+0.03¢
Levaduras 2 D 1.7x107#0.03° 2.6x108+0.01> 5.3x108+0.03> 8.1x108+0.01° 7.3x108+0.03¢
(cel/mL) 3 D 1.9x107#0.03° 4.1x108+0.022 6.6x108+0.04> 1.1x109+0.022 8.9x108+0.02¢
4 D 1.7x107#0.01¢ 3.7x108+0.032 1.5x10%+0.042 2.8x1090.002 2.2x10°+0.032
1 D 3.0+0.00P 2.8+0.01¢ 2.4+0.04° 1.0+0.00P 0.0£0.00¢
HN3 2 D 3.1+0.00P 2.5£0.01¢ 2.2+0.01° 1.240.00° 0.2+0.01°
mM/mL 3 D 3.0+0.01° 2.7+0.00° 2.6+0.00° 0.3£0.00° 0.0+0.00¢
4 D 4.0£0.002 3.4+0.00P 2.2+0.00° 0.1+0.02¢ 0.0£0.00¢
1 D 0.0+0.00¢ 0.0£0.00¢ 0.0£0.004 0.0£0.00° 0.0+0.00¢
AcL 2 D 2.8+0.15P 1.8+0.02¢ 1.0+0.00° 0.9+0.09¢ 0.0+0.00¢
mM/mL 3 D 2.5+0.20P 1.84£0.00¢ 0.8+0.004 0.2+0.00¢ 0.0+0.00¢
4 D 3.3+0.112 2.7+0.01° 1.1£0.00° 0.0£0.00° 0.0+0.00¢

ab.cde | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre tratamientos



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el desarrollo de este indculo se observd que la levadura D,
Kluyevromyces lactis mostré la mayor cantidad de levaduras con el sustrato
100% nivel de melaza a las 48 horas de fermentacion.

El pH 6ptimo para el desarrollo de levaduras Kluyveromyces lactis fue de
5.30 a 5.65 con una temperatura de 26 °C.

La levadura D mostré mejores resultados en la reduccion del acido
lactico y del amoniaco.

En la elaboracion de este inoculé se recomienda no utilizar ninguna
fuente de minerales y vitaminas siempre y cuando el sustrato sea melaza ya
que la melaza aporta minerales y vitaminas, al aportar mas minerales y
vitaminas puede ocasionar un efecto antagdnico que pueda afectar la
fermentacion.

El proceso de produccion de proteina unicelular por medio de la FSS es
una via biotecnologica adecuada para el aprovechamiento de desechos
industriales ricos en carbohidratos, por lo que aportara grandes beneficios en la
alimentacion de los animales al mejorar la respuesta productiva de los

animales a menor costo.
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ESTUDIO Il. COMPORTAMIENTO FERMENTATIVO DE OCHO CEPAS DE
LEVADURAS AISLADAS DE SUBPRODUCTOS DE MANZANA MEDIANTE
LA TECNICA DE PRODUCCION DE GAS IN VITRO

63



RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el comportamiento fermentativo in vitro de
ocho cepas de levaduras aisladas a partir de subproductos de manzana, fueron
desarrollados ocho inéculos de levaduras con las siguientes cepas 2,9, 11y 13
de Kluyveromyces lactis (KI); 3 y 8 de Issatchenkia orientalis (lo); 4 y 6 de
Saccharomyces cerevisae (Sc), para ser evaluados mediante la técnica de
produccion de gas in vitro. Los ocho tratamientos consistieron de 0.2 g muestra
de alimento + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL de inéculo
de las diferentes cepas. Los diferentes inéculos fueron evaluados en 120
frascos de vidrio de 50 mL, con 3 repeticiones. por tratamiento y diferentes
tiempos de muestreo 12, 24 y 48 h para-las variables nitrogeno amoniacal
(NHs3), acido lactico (AcL) y conteo de levaduras (CL) 3, 6, 12, 24 y 48h para la
produccion de gas (PG). Los datos se evaluaron con el procedimiento (Proc
Mixed del SAS 9.0) para un disefio al azar de ocho tratamientos en parcelas
divididas en el tiempo. Los resultados mostraron efecto (P<0.01) de cepa y
tiempo de fermentacion en las variables NHs, AL y CL. Los valores mas bajos
de NHs fueron observados con la cepa KI-2 y los mas altos con las cepas lo-3,
lo-8 y Sc-6, con valores de 22.5, 24.8, 24.8 y 24.1 mM/mL, respectivamente. En
el CL se encontré efecto (P<0.01) con un mejor desempefio de las cepas KI-2,
KI-9, KI-11, KI-13 y Sc-6 con conteos celulares de 1.9, 1.3, 1.2, 1.1 y 1.0 x
107cel/mL, respectivamente a las 48h. Por lo tanto, se concluye que la levadura
K lactis mostré ser la cepa mas efectiva para la fermentacion ruminal con mejor
comportamiento en cuanto a mayor conteo de células y reduccién de acido

lactico.
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ABSTRACT
IN VITRO RUMINAL FERMENTATION OF DAIRY COW DIETS WITH EIGHT
YEAST STRAINS ISOLATED FROM APPLE BYPRODUCTS

In order to evaluate the performance of yeast for in vitro fermentation by
the technique of in vitro gas production. Eight strains of yeasts (Kluyveromyces
lactis |KI, strains 2, 9, 11 and 13; Issatchenkia orientalis, lo, strains 3 and 8, and
4; and Saccharomyces cerevisiae (Sc), strain 6) were isolated from apple
products and incubated (1mL) with 0.2 g of food samble, 10 mL of rumen fluid
and 20mL of artificial saliva. The inoculates were evaluated in 120 glass bottles
(50 mL, 3 replicates / treatment) at different sampling times (12, 24 and 48h)
comparing; ammonia nitrogen (AN), lactic acid (LA), yeast counts (YC ) (at 3, 6,
12, 24 and 48h) and gas production (GP). Data were analysed with the
procedure PROC MIXED of SAS into a random design of eight treatments in a
split plot in time. The results showed effect (P<0.01) of strain and fermentation
time for AN, LA and YC: The lowest values were observed for AN KI-2 strain
while strains lo-3, 10-8 and SC-6 had the highest values (22.5, 24.8, 24.8 and
24.1 mM/mL, respectively). In the YC was found an effect (P<0.01), where
strains KI-2, KI-9, KI-11, KI-13 and SC-6 had cell counts of 1.9, 1.3, 1.2, 1.1 and
1.0x107cells/mL, respectively at 48h. Therefore as a conclusion, K lactis yeast
strain was shown to be more effective for ruminal fermentation with the highest

performance in terms of increased cell counts and reduction of lactic acid.
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INTRODUCCION

El desempefio productivo de los rumiantes estd en funcion del valor
nutricional de la dieta que consumen. Muchos sustratos pueden ser utilizados
para ser fermentados, entre estos, los subproductos de manzana (Joshi y
Sandhu, 1996) los cuales pueden ser usados como alimento para produccion
animal.

La busqueda de alternativas de alimentos econémicamente viables para
los animales que mejoren su productividad y que no compitan con la
alimentacién humana y que ademas constituyan fuentes naturales y seguras
para la salud humana y la de los propios animales son algunas de las primicias
para los nutridlogos (Calsamiglia et al., 2005).

Una de las alternativas actualmente utilizadas es el uso de los aditivos
alimenticios de levaduras, compuestos fundamentalmente por Saccharomyces
cerevisiae, que han permitido mejorar la salud y la productividad de los
rumiantes (Miller-Webster et al., 2002; Lila et al., 2004).

La técnica de produccién de gas in vitro (PG) es una técnica que no es
nueva pero que ha sido perfeccionada, permitiendo obtener la cinética de
fermentacién del forraje cuando éste es incubado dentro de frascos. Mediante
esta técnica se puede predecir que el volumen de produccién de gas
corresponde a cierta cantidad degradada de materia seca (Theodorou et al.,
1994; Posada y Noguera, 2005; Villegas-Castafieda et al., 2010). Una de las
ventajas de este procedimiento es que el curso de la fermentacion y el papel de
los componentes solubles del sustrato puede ser cuantificado (Pell et al., 1997).

Un problema inherente a los métodos in situ e in vitro que se han tratado de
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solucionar a través de la técnica de PG es el estudio de las fases tempranas de
la fermentacién, ya que los procedimientos gravimétricos no son lo
suficientemente sensibles para medir los pequefios cambios que ocurren en el
peso del sustrato durante las primeras horas de fermentacion (Rosero, 2002).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el comportamiento de ocho
diferentes cepas de levaduras autoctonas, obtenidas de la fermentacion de
subproductos de manzana de la variedad Golden Delicious mediante la técnica

produccion de gas in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Trabajo

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de nutricion animal de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua,
ubicada en el km 1 del Periférico Francisco R. Almada de la ciudad de
Chihuahua; latitud norte 28° 357, longitud oeste 106° 04°, con una altitud de
1595 m.s.n.m.; tiene una temperatura media anual de 17 °C (Alvarez, 1992).
Material y Equipo Experimental

El material utilizado para este experimento fue: ocho cepas de levaduras
obtenidas de la fermentacion del bagazo de manzana, melaza de cafia, urea,
sulfato de amonio, premezcla de minerales y-vitaminas, agua destilada, balanza
analitica, matraces Erlenmeyer de 1,000 mL (Kimax)®, bombas oxigenadoras
portatiles, mangueras y conexiones de plastico, envases de plastico de 10 mL,
frascos de vidrio de 50 mL, malla de nylon® potenciémetro de mesa
(HANNA)®, microscopio, camara de Neubauer™R, refractometro HI
96801(HANNA)®, termometro digital (TAYLOR)®, espectrofotometro Coleman
Junior® Il modelo 6|20, Incubadora Shaker 12400, CO2 y tres vacas holstein en
produccion fistuladas con promedio de 600 kg de peso vivo.
Material Biologico y Medios de Cultivo

Las ocho cepas de levaduras que se utilizaron para este trabajo fueron
obtenidas a partir de la fermentacion en estado sélido de bagazo de manzana
(BM), las cuales fueron identificadas a través de la extraccion y amplificacion
del ADNr 18S mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus

siglas en ingles), en el laboratorio de transgénesis animal de la Facultad de

68



Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua. Para la
identificacion se realizé un cultivo de levaduras por dilucién seriada y se
aislaron 16 colonias a las cuales se les extrajo ADN para amplificar una region
del ADNr 18S (752 pb). El producto de PCR obtenido se sometié a
secuenciacion y el analisis de las secuencias se realizo con el programa Blast
de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

El analisis de las secuencias mostré que las levaduras correspondientes
a las 16 colonias aisladas fueron: Saccharomyces cerevisae; Issatchenkia
orientalis y Kluyveromyces lactis (Villagran et al., 2009). Las cepas utilizadas
para este trabajo fueron K. lactis, cepas 2, 9, 11 y 13; I. orientalis, cepas 3y 8;
S. cerevisae, cepas 4 y 6, todas obtenidas a partir de la fermentacién en estado
solido del BM.

Las cepas se mantuvieron viables mediante resiembras perioédicas en
cufas y en cajas petri. El medio que se utiliz6 fue Extracto de Malta a razén de
33.6 g/L y el tiempo de incubacion fue de 48 horas a una temperatura de 30 °C.
Posteriormente, se conservaron en refrigeracion a una temperatura de 4 °C.
Preparacion de In6culos

Se utilizaron ocho cepas de levaduras para la elaboracion de ocho
inoculos, todos contaron con la adicion de 100 g de melaza, 1 g de levadura
obtenidas de las diferentes cepas, 1.2 g de urea, 0.2 g de sulfato de amonio y
0.5 g de premezcla de vitaminas y minerales traza aforandose a 1,000 mL con
agua destilada y utilizando oxigenadores para cada matraz, el tiempo de
fermentacion para cada inoculo fue de 96 h a una temperatura ambiente

promedio de 20 °C. Una vez terminado el tiempo de fermentacién para cada
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uno de los indculos, se procedié a realizar los conteos de levaduras, a lo que
posteriormente se realizaron diluciones de cada uno hasta ajustarlos a en
1.8x10° células viables/mL.
Tratamientos

Con las ocho cepas se prepararon ocho tratamientos: t1) 0.2 g de
muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL in6culo cepa 2;
t2) 0.2 g de muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL
indculo cepa 9; t3) 0.2 g de muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva
artificial y 1 mL inéculo cepa 11; t4) 0.2 g de muestra + 10 mL liquido ruminal +
20 mL saliva artificial y 1 mL inéculo cepa 13; t5).0.2 g muestra + 10 mL liquido
ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL indculo cepa 3; t6) 0.2 g de muestra + 10
mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL inéculo cepa 8; t7) 0.2 g de
muestra + 10 mL liquido ruminal'+ 20 mL saliva artificial y 1 mL inéculo cepa 4
y; 18) 0.2 g de muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL
inoculo cepa 6.

Sus combinaciones fueron evaluadas en 120 frascos de vidrio de 50 mL,
con 3 repeticiones por tratamiento (t) y diferentes horas (h) de muestreo 12, 24
y 48 h para las variables; conteos de levaduras (CL), nitrégeno amoniacal (NH3)
y acido lactico (AcL); y 3, 6, 12, 24 y 48 h para la PG.
Variables Medidas
Conteo de Levaduras (CL)

Para este analisis se tom6 como base, la metodologia descrita por (Diaz,
2006). Se realizd en las mismas condiciones que se describen en la primer

parte de este trabajo.
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Nitrégeno Amoniacal (N-NH3)

De las muestras liquidas obtenidas de la h 12, 24 y 48 se determiné por
colorimetria segun el procedimiento de (Broderick y Kang, 1980) siguiendo los
mismos procedimientos que se describen en la primer parte de este trabajo.
Acido Lactico (AcL)

De las muestras liquidas obtenidas de la h 12, 24 y 48 se determind por
colorimetria segun el procedimiento de (Taylor, 1996) siguiendo los mismos
procedimientos que se describen en la primer parte de este trabajo.

Produccion de Gas In Vitro (PG)

El procedimiento de PG in vitro fue hecho de acuerdo a la técnica de
Menke y Steingass (1988) con algunas modificaciones hechas por (Muro,
2007). Este método es usado para determinar la cantidad de gas producido
para forrajes en un periodo de incubacién de 96 h. La cantidad de gas liberado
esta estrechamente relacionado con la degradabilidad del alimento.

La preparacion de-la muestra involucr6 el molido del sustrato en una
malla de 1Tmm (Menke et al., 1979). Se secaron las muestras a 105 ‘C por 8
horas. El medio ruminal in vitro estuvo formado por buferes de bicarbonato y
fosfato, un agente reductor, una fuente de nitrbgeno, varios minerales y
resazurina. El CO2fue usado durante la preparacion del medio para asegurar un
ambiente anaerobio en el tiempo de inoculacién. La solucion A (micro mineral)
esta constituida por 13.2 g CaCl2.2H20, 10.0 g MnCl2.4H20, 1.0 g CoCl2.6H20,
8.0 g FeCls.6H20 en 100 mL con agua destilada; la solucién B (solucién bufer)
consta de 39.0 g NaHCOs3 6 35.0 g NaHCOs + 4.0 g de (NH4) HCOs en 1 litro

con agua destilada; la solucion C (macro mineral) esta constituida por 5.7 g
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NazHPO4, 6.2 g KH2PO4, 0.6 g Mg S0O4.7H20 en 1 litro con agua destilada;
solucion resazurina (100 mg de resazurina) hecha en 100 mL con agua
destilada; y la solucién reductora que consta de 4 mL 1N NaOH, 625 mg
Na2S.9H20, agregado a 95 mL de agua destilada.

La incubacion se llevo a cabo en frascos de vidrio de 50 mL; dentro de
estos se colocd 0.2 g de muestra, 10 mL de liquido ruminal y 20 mL de saliva
artificial y 1 mL de levadura de los diferentes inoculos por tratamiento.

Para la recoleccion del liquido de ruminal se utilizaron tres vacas Holstein
en produccién con un peso promedio de 600 kg, fistuladas en el saco dorsal del
rumen y provistas con una canula simple (Bar Diamond, Inc). Las mismas se
encontraban estabuladas en cubiculos - individuales y consumian una dieta
integral formada por grano de maiz, semilla de algodon, salvado de trigo, grasa
animal, grasa de sobre paso, gluten de maiz, harinolina, pasta de soya, melaza de
cafa, minerales traza, bicarbonato de calcio, sal comun, urea, ensilaje como
forraje y alfalfa mas agua a voluntad.

La composiciéon quimica de la dieta consumida por las vacas fistuladas en
(base seca) fue la siguiente: MS, 61.13; PC, 17.80; FC, 21.87; Ceniza, 11.13, EE,
4.45y ELN, 44.75 de acuerdo al método de la AOAC, (2000).

El fluido ruminal se colect6 15 minutos antes de iniciar la prueba con la
ayuda de una bomba de vacio. La toma del fluido ruminal colectado de las
vacas fue realizada en la mafiana inmediatamente antes de la alimentacion,
considerando que los microorganismos son menos activos pero mas
consistentes en su composicion y actividad (Menke vy Steingass, 1988;

Blimmel y Orskov, 1993). Las muestras se trasladaron al laboratorio en un
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termo con capacidad para 1000 mL herméticamente cerrado previamente
atemperado y posteriormente se filtr6 a través de muselina. El procedimiento
se realiz6 bajo atmésfera de CO2 con el propésito de garantizar las condiciones
de anaerobiosis. Los frascos con muestra, liquido ruminal y saliva artificial se
sellaron y se incubaron a 39 °C con agitacion constante (68 rpm),
protegiéndolos de la luz; el periodo de evaluacién duré 48 h. La presién interna
de los frascos (ejercida por la PG) se midié con un transductor de presion a las
3, 6, 12, 24 y 48 h de incubacién. Los valores de presién se convirtieron a
volumen de produccion de gas (PG en mL) segun Theodorou et al., (1994) la
PG neta/h de cada muestra, se obtuvo de la diferencia de la PG observada
menos el promedio de PG del blanco. Los datos se expresaron en mililitros de
PG por cada 0.2 g de materia seca (mL PG/0.2 g MS).

Parametros de Fermentacién Ruminal In Vitro (A, B, C)

Las soluciones A, B, C'y resazurina se agregaron dentro de un matraz
con agua destilada, el cual se introdujo en un incubador rotatorio (Incubador
Shaker 12400) a 39 °C, posteriormente se le agregd la solucién reductora y se
burbujeé CO2 a toda la mezcla hasta que el color de torné de azul a rosa y
finalmente claro (transparente). El fluido ruminal previamente colectado fue
filtrado a través de una media de nylon y mezclado junto con la saliva artificial,
la relacién final saliva artificial: fluido ruminal fue de 2:1. Es de mencionar que
los parametros A, B y C solo se utilizaron para la preparacion de las muestras,
pero no se utilizaron en la interpretacion de los resultados debido a que solo se
busco ver el efecto de degradacion ruminal in vitro en el tiempo de este

experimento.
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Analisis Estadistico

Se realizd con un modelo mixto, utilizando como efectos fijos el tiempo y
tipo de cepa (in6culo). Como efecto aleatorio, se utilizo6 la repeticion anidada
dentro de cada tratamiento; los datos se evaluaron con el procedimiento (Proc
Mixed ) del programa SAS, (2004) para un disefio al azar de ocho tratamientos
en parcelas divididas en el tiempo.
Modelo Estadistico

Yiju = p + Ci + R(Cij) + Tk + C*Tik + &ijk

Donde:

Yijk.- es la variable de respuesta

M.- es la media general

Ci.- es el efecto del i-ésimo nivel de cepa

R(Cij).- es el efecto de la repeticion del i-ésimo nivel de cepa

Tk.- es el efecto del'j-ésimo tiempo de fermentacion sobre la variable
de respuesta

C*Tik.- es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de cepa por tiempo

eijk.- es el error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION
Conteo de Levaduras (CL)

Se encontr6 efecto (P<0.01) por la interaccion tiempo por inéculo, esto
indica que hubo diferencias en la cantidad de levaduras con un incrementoé en
los distintos tratamientos en funcién al tiempo. La concentracién mas alta de
levaduras que se encontré en la produccion de gas (PG) se observo en el t1,
con la cepa Kl-2 que sobresalié en todos los tiempos de muestreo, el t5 con la
cepa lo-3 y el t6 con la cepa lo-8 desaparecieron rapidamente del ambiente
ruminal como aparece en la (Gréafica 12).

Las levaduras de los diferentes inéculos sometidas a la PG disminuyeron
gradualmente a medida que transcurrié el tiempo de fermentacion lo cual
coincide con resultados similares obtenidos por (Ingledew y Jones, 1982;
Arambel y Rung-Syin, 1987; Castillo, 2009) cuando estudiaron el crecimiento de
la S. cerevisiae en ambiente ruminal. Estos autores sefialan que las levaduras
son incapaces de mantener una poblacion productiva dentro del ambiente
ruminal, ya que este contiene factores inhibitorios para su crecimiento como la
temperatura.

Los indculos t1, t2, t3 y t4 con la levadura K. /lactis y t8, con la levadura
S. cerevisiae mostraron tener una mayor poblaciéon de levaduras en el rumen
con respecto a los demas indculos hasta la h48, esto debido al
aprovechamiento del acido lactico como una fuente de energia para seguir
viables y seguir desarrollandose, lo que concuerda con otros trabajos realizados

por Rodriguez, (2009) y Diaz-Plascencia et al., (2010a).
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Gréfica 12. Comportamiento ruminal de los diferentes indculos de levaduras
durante la produccion de gas.
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Los inoculos t5, t6 y t7 proporcionaron una concentracion de levaduras
aceptables, pero de inmediato las mismas entran en fase de degradacion, lo
que corrobora lo planteado por Williams et al., (1990).

Sin embargo es de mencionar que el proceso de fermentacion
anaerobica en el rumen por parte de los microorganismos convierte a los
substratos principalmente en carbohidratos y proteinas, en proteina microbiana
y otros productos finales de la fermentacion como lo son los acidos grasos
volatiles, bioxido de carbono (CO2), péptidos y aminoacidos entre otros
(Henderickx y Martin, 1963; Mc Donald et al., 2002 y Dehority, 2003).
Nitrégeno Amoniacal (N-NH3)

Se encontr6 efecto (P<0.01) por la interaccién tiempo por inéculo,
indicando diferente comportamiento entre las cepas a través del tiempo de
fermentacion, este increment6 de tratamiento lo cual fue mas marcado en los
tratamientos t5, t7 y t8 con valores de 13.324+0.28 a 24.52+0.00 mM/mL en t5,
13.37+0.02 a 23.85+0.10.mM/mL en t7, 13.21+0.14 a 24.05£0.07 mM/mL en
t8; (Grafica 13).

El nitrogeno amoniacal (N-NHs) constituye la fuente principal de
nitrégeno para los microorganismos ruminales, el cual puede suplir entre el 40 y
el 100% de las necesidades de nitrogeno para la sintesis de proteina
microbiana (Dewhurst et al., 2000). Este efecto es dado por la urea afadida a
los sustratos en los procesos de fermentacion, ya que es transformada a NH3
por efecto de especies microbianas ureoliticas asi lo han reportado diversos

autores en diferentes trabajos en la produccion de manzarina y sacharina
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Gréfica 13. Concentracion de amoniaco en los diferentes in6culos de levaduras
durante la produccion de gas.
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principalmente, mostrando efectos similares a este (Valiio et al, 2002;
Calderon et al., 2005; Rodriguez, 2009; Diaz-Plascencia et al., 2010b).

Si el sustrato tiene un aporte energético bajo, los microorganismos no
pueden incorporarlo en la formacién de aminoacidos para su crecimiento o lo
hacen en una proporcién baja. Cuando se tiene un pH bajo el NHs producido es
retenido en el sustrato, Diaz-Plascencia et al., (2010a). EI NHs también puede
producirse por actividad desaminativa y de esta manera el NHs puede ser
utilizado por ciertos microorganismos que no hidrolizan la urea agregada al
medio de fermentacion y como resultado, la cantidad de algunos
microorganismos presentes en los sustratos fermentados se puede incrementar
e incluso pueden desaparecer, haciendo que se-incrementen o bajen los niveles
de NHs; como resultado de esto, se modifica el medio de fermentacion y
provoca cambios en el pH, en la velocidad de transito ruminal y en la poblacién
microbiana predominante, que a su vez pueden alterar la actividad proteolitica
(Cardozo et al., 2000; Cardozo et al., 2002)

Acido Lactico (AcL)

En el analisis de los datos de esta variable se observé un efecto (P<0.01)
en las horas de fermentacion sobre la concentracion de AcL, en todos los
tratamientos. Los valores estimados de las medias de los tratamientos t1, {2, t3
y t4 con el indculo de la levadura K. /actis, presentaron mas perdida de AcL en
comparacion a los otros indculos de la h 12 a la h 48 con valores de 21.75+0.31
a 2.47+0.01 mM/mL en t1, 27.54+0.30 a 2.82+0.34 mM/mL en t2, 34.77+0.22 a

2.37+0.31 mM/mL en t3, 28.1440.20 a 2.39+0.07 mM/mL en t4.
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El comportamiento para esta variable por parte de las cepas de los tres
géneros diferentes, se aprecia que a las 48 horas, las cuatro cepas de K. /actis
tuvieron menos AcL, luego las dos cepas del genero S. cerevisiae y las
que mas concentracién mostraron de AcL fueron las dos cepas de [. orientalis,
(Gréfica 14).

El incrementd de AcL en algunas fermentaciones inhibe el crecimiento
microbiano e induce a la muerte celular de la levadura o de los
microorganismos presentes, asi lo manifiestan varios estudios (Elias y Lezcano,
1993; Madrid et al., 1999 y Ludovico et al., 2001). Es conocido que la toxicidad
del AcL depende del pH en el sistema. A un pH bajo, el AcL presente se
encuentra principalmente en forma no disociada y puede entrar a la célula
microbiana por difusion pasiva (Geros- et al., 2000); en el citoplasma se disocia
debido al pH mas neutro y.-se liberan los protones, bajando el pH del
citoplasma, lo cual interfiere con algunos senderos metabolicos (Schuller et al.,
2004), asi como en el transporte de nutrientes e iones, cambiando la estructura
de la membrana, en los acidos grasos, la composicion de los fosfolipidos y la
sintesis de proteina (Madrid et al., 1999; Ramos et al., 2006).

El &cido lactico es producido por el catabolismo de los carbohidratos y es
el mejor indicador de la correcta fermentacion de los forrajes en condiciones
anaerobias, sin embargo la levadura K. lactis, tiene un efecto muy marcado en
la utilizaciéon del AcL al utilizarlo como fuente de energia para seguir

sobreviviendo por periodos prolongados, (Cuadro 5).
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Gréfica 14. Comportamiento del acido lactico en los diferentes inéculos de
levaduras durante laproduccion de gas.
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Cuadro 5. Medias (+ EE) del comportamiento fermentativo in vitro entre
tratamientos de ocho cepas de levaduras

Horas
Variable Tratamientos Cepa 12 24 48
1 KI-2  12.1+0.752 15.3+0.33 22.8+0.35°
2 KI-9  12.0+1.152 15.1£0.48° 23.2+0.33°
3 KI-11  12.6+0.762 15.0+0.32° 23.2+0.31°
NHs 4 KI-13  12.2+0.592 15.0+0.86° 23.2+0.21°
(mM/mL) 5 lo-3  13.340.282 17.5+1.672 24.5+0.002
6 lo-8  11.7+0.722 16.5+1.652 24.7+0.042
7 Sc-4  13.3+0.022 15.0+0.40° 23.8+0.10°
8 Sc-6  13.2+0.142 13.8+0.23¢ 24.0+0.072
1 Kl-2  21.7+0.31¢ 7.5+0.10¢ 2.4+0.01°
2 KI-9  27.5+0.30° 10.1£0.04¢ 2.840.34¢
3 KI-11  34.7+0.22° 10.4+0.18¢ 2.3+0.31¢
AcL 4 KI-13  28.1+0.20° 15.8+0.35¢ 2.3+0.07¢
(mM/mL) 5 lo-3 . 45.7+0.392 34.4+0.282 17.6+0.312
6 lo-8  32.8+0.34° 21.9+0.510 15.3+0.432
7 Sc-4  26.3+0.30° 17.7+0.47¢ 8.8+0.32°
8 Sc-6  36.1+0.36° 18.2+0.18¢ 9.9+0.39°
1 Kl-2 3.3x107+0.012 2.5x107+0.012 1.9x107+0.022
2 KI-9 2.6x107+£0.01° 1.5x107+0.02° 1.3x107+£0.01°
3 KI-11 2.6x107+0.01° 1.4x107+£0.03° 1.2x107+0.03
Levaduras 4 KI-13 2.3x107£0.02° 1.4x107+0.03° 1.1x107+0.02°
(cel/mL) 5 lo-3 2.2x107+0.02° 8.0x10°+0.02¢ 3.2x106+0.26¢
6 lo-8 2.4x107£0.01° 9.0x10%+0.00° 1.5x106+0.05°
7 Sc-4 2.8x107+0.02° 1.1x107+0.03" 9.8x106+0.00°

8 Sc-6 2.6x107+0.01° 1.3x107+0.06° 1.0x107+0.03°

a b o d e| jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre
tratamientos
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Produccion de Gas (PG)

Se observé efecto (P<0.01) sobre la PG en todos los tratamientos. En los
inoculos donde se incluyeron las diferentes cepas de levaduras, se puede
observar el maximo increment6 de la PG acumulada enlah 3y en la h 48 con
valores de 4.63+0.06 a 2.00+0.05 PG en mL/0.2g MS en t1, 4.36+0.08 a
2.00+0.03 PG en mL/0.2g MS en t2, 4.36+0.12 a 2.03+0.03 PG en mL/0.2g MS
en t3 y 4.26+0.012 a 1.93+0.08 PG en mL/0.2g MS en t4, todas del genero K.
lactis (Grafica 15 y Cuadro 6).

La velocidad y grado de fermentacion de los carbohidratos en el rumen
varia segun el tipo y estructura de los mismos (lvan et al,, 2005) y segun la
poblacion microbiana predominante (Dehority, 2003). El incrementd en la
produccion de gas que se obtuvo con estas cepas que podria ser el resultado
del incremento de la produccion de acido propidnico debido a que el dioxido de
carbono es producido cuando el acido propiénico es formado por alguna
bacteria ruminal por la ruta metabodlica succinato propionato (Wolin y Miller,
1988). Tang et al., (2008), también encontraron un efecto positivo en la adicion
de un cultivo de levaduras en la produccion de gas de pajas de diferentes
cereales.

Resultados similares coinciden por varios autores cuando utilizaron la
técnica PG para evaluar el comportamiento de las levaduras frente a diferentes

sustratos (Lila et al., 2004; Marrero, 2005; Castillo, 2009).
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Grafica 15. Produccién de gas acumulada entre cepas en los diferentes
inoculos de levaduras durante la fermentacion ruminal.
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Cuadro 6. Medias (+ EE) de produccién de gas entre cepas de levaduras
durante la fermentacion ruminal in vitro (PG en mL/0.2g MS)

Tratamientos Cepa

Horas

3

6

12

24

48

T

1
2
3
4
5
6
7
8

testigo 3.16+0.03¢

Kl-2
KI-9
Kl-11
KI-13
lo-3
lo-8
Sc-4
Sc-6

4.63+0.062
4.36+0.08°
4.36+0.12°
4.26+0.12¢
4.26+0.03°
4.16+0.12¢
4.33+0.08°

1.63+0.12"
2.80+0.00°
2.86+0.03°
2:40+0.009
2.4620.03f
2.96+0.182
2.60+0.11¢
2.86+0.06°

0.83+0.03°
2.80+0.00°
2.8310.03°
2.23+0.03¢
2.33+0.08¢
2.93+0.062
2.16+0.06"
2.83+0.08°

0.60+0.00f
2.60+0.052
2.36+0.14°
2.23+0.03¢°
2.20+0.05¢
2.33+0.27°
1.80+0.00¢
2.66+0.062

4.36+0.08° 2.56+0.03° 2.46+0.03¢ 2.10+0.10¢

0.60+0.00¢
2.00+0.052
2.03+0.032
2.03+0.032
1.9310.08°
1.03+0.08¢
0.66+0.14f
1.80+0.01¢
1.43+0.06¢

abocde,fgh|jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01)
entre tratamientos
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De las ocho cepas de levaduras utilizadas en este experimento, la K.
lactis, mostré ser la mas viable en la produccién de gas y la que resisti6 mas a
la degradacion ruminal, mostrando tener un mejor desempefio en la produccion
de levaduras y en la participacion por reducir el acido lactico.

Las levaduras S. cerevisae y I. orientalis, mostraron tener un papel
importante durante la fermentacion, siendo estas las que dan las condiciones
primarias a la levadura K. lactis, para los procesos de fermentacién posteriores.

Las levaduras son incorporadas a las dietas con el propésito de mejorar
la salud y sobre todo el desempefio de los animales y mejorar sus
caracteristicas zootécnicas, por lo que es recomendable seguir probando este
inoculo de levaduras obtenidas a partir.del bagazo de manzana, con la finalidad

de seguir mejorandolo.
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ESTUDIO Iil. CINETICA DE FERMENTACION IN VITRO DE RACIONES
PARA VACAS HOLSTEIN ALTAS PRODUCTORAS ADICIONADAS CON UN
INOCULO A BASE DE LEVADURAS
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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el nivel éptimo de un in6culo a base de
levaduras, adicionado a dietas para vacas holstein altas productoras mediante
la técnica de produccion de gas in vitro, fueron evaluados cuatro tratamientos:
t1) 0.2 g de muestra de la dieta sin adicion de levaduras t2) 0.2 g de muestra
con 3x10" cel/kg de MS; t3) 0.2 g de muestra con 6x10'" cel/kg de MS y t4) 0.2
g de muestra con 9x10'"" cel’lkg de MS. Ademas, todos los tratamientos
contaron con 10 mL de liquido ruminal + 20 mL saliva artificial. El inéculo fue
elaborado a partir de 4 cepas de levaduras: Kluyveromyces lactis, cepas 2y 11;
Issatchenkia orientalis, cepa 3 y Saccharomyces cerevisae, cepa 6. Las
variables evaluadas fueron pH, conteo de levaduras (CL), conteo de protozoos
(CP), nitrégeno amoniacal (NA), acido lactico (AcL), acidos graso volatiles
(AGV) con muestreos a las 12, 24,48 y 96 h y para la produccién de gas (PG)
con muestreos a las 3, 6, 12,24, 48 y 96 h. Los datos se evaluaron con el
procedimiento (PROC MIXED) para un disefio al azar de cuatro tratamientos en
parcelas divididas en el tiempo. Todas las variables evaluadas mostraron
(P<0.01) de tratamiento por la interaccion de tiempo. El pH se incrementd
(P<0.01) a través del tiempo de 7.1 a 7.4; en tanto que los tratamientos t2, t3 y
t4 con inéculo mostraron un descenso gradual a partir de la h12 a la h24. En el
CL se incremento (P<0.01) con mayor produccion el t4, (1.8x107+0.01 cel/mL a
la h48). CP sobresalié (P<0.01) en el t4, con 2.0x107+0.00 cel/mL a la h48. El
NA subi6 (P<0.01) en todos los tratamientos de la h12 a la h96. El AcL bajo
(P<0.01) con la adicion del aditivo en el t2, t3 y t4 con un marcado descenso en

la reduccion del AcL, de la h12 a la h96 con valores de 7.12+0.19 a 2.04+0.19
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mM/mL en t2 de 6.73+0.19 a 1.36+0.17 mM/mL en t3 y de 10.73+0.29 a
1.954£0.16 mM/mL en t4 siendo este el que mejor reduccién presento de AcL. La
produccion de AGV's subié (P<0.01) entre tratamientos con mayor
concentracion de acetato, propionato y butirato los cuales fueron superiores en
el t2 con una mayor concentracion de estos compuestos a las 12 y 24 h. Se
concluye que la adicién del inéculo a las dietas favorecié la PG, CL, CP y
AGV'’s con una marcada reduccion del AcL con la adicion del inoculo a la dieta
en los t2, t3 y t4 mostrando que el nivel mas adecuado de in6culo para ser

empleado en las dietas para vacas altas productoras fue de 10mL/kg de MS.
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ABSTRACT
IN VITRO FERMENTATION KINETICS OF RATIONS OF HIGH PRODUCING
HOLSTEIN COWS WHIT A YEAST BASED ADDITIVE

In order to determine the optimal level of yeast-based inoculums added to
diets for high producing Holstein cows, four levels of the enzyme were evaluated
using the technique of in vitro gas production: T1) 0.2 g of diet sample without
yeast; t2) 0.2 g of sample with 3x10'" cells/kg; t3) 0.2 g of sample with 6x10"
cells/kg and t4) 0.2 g of sample with 9x10'! cells/kg. All treatments were also
added with 10 mL of rumen fluid and 20 ml artificial saliva. The inoculum was
prepared from 4 strains of yeasts: Kluyveromyces. lactics, strains 2 and 11;
Issatchenkia orientalis, Saccharomyces cerevisiae strain 3 and strain 6. The
variables studied were pH, yeast count(YC), protozoa count (PC), ammonia
nitrogen (AN), lactic acid (LA), volatile fatty acids (VFA) on samples at 12, 24, 48
and 96h of gas production (GP) with samples at 3, 6, 12, 24, 48 and 96h. Data
were analized with PROC -MIXED procedure of SAS into a randomized design of
four treatments in a split plot in time. All variables showed (P<0.01) interaction
treatment x time. t1 showed a, gradual increased over time of pH from 7.1 to
7.4, while the t2, t3 and t4 showed a gradual decrease from 12h to 24h. YC was
also affected (P<0.01) having a higher production in t4 (1.8x107£0.01 cells/mL at
48h). PC was considerably higher (P<0.01) in t4, with 2.0x107+0.00 cells/mL at
48h. All treatments had different (P<0.01) AN from 12h to 96h. LA was reduced
(P<0.01) in t2, t3 and t4 with the additive from12h to 96h (2=7.12+0.19 to
2.04+0.19 mM/mL, t3=6.73+0.19 to 1.36+0.17 mM/mL and t4 10.73+0.29 to

1.95+£0.16 mM/mL) being t4 the best to reduce LA. VFA production increased
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(P<0.01) between treatments resulting the higher concentrations of acetate,
propionate and butyrate in t2 at 12 and 24h. It is concluded that the addition of
inoculums to diets favored GP, YC, PC and VFA with a marked reduction of LA
on t2, t3 and t4. The most appropriate level of inoculums to be used in diets for

cow’s production resulted to be t2 (10 mL/kg of DM).
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de promotores de crecimiento en la produccion
animal y la creciente demanda por satisfacer las necesidades de alimentos, en
una sociedad cada vez mas exigente, se plantean nuevas alternativas para
reducir el uso de aditivos que pongan en riesgo la salud humana y animal.

Algunos microorganismos benéficos, conocidos como 'probidticos’, asi
como ciertas biomoléculas y compuestos derivados, se suministran
directamente a los animales para mejorar su metabolismo, salud y produccion
(Glade y Biesik, 1986; Wiedmeier et al., 1987; Cole et al., 1992).

Los probiéticos estimulan la digestién y ayudan a mantener el equilibrio
microbial en el intestino de los animales, acciones que contrarrestan el estrés
derivado de los cambios en las dietas, las condiciones detrimentales de manejo,
y el ataque de patégenos (Kornegay et al., 1995; Anderson et al., 1999).

Las enzimas, vitaminas 'y otros nutrientes o factores de crecimiento
producidos por estos microorganismos originan respuestas de produccion
benéficas en los animales que los consumen (Kornegay et al., 1995; Castro y
Rodriguez, 2005).

El uso de un in6culo de levaduras Kluyveromyces lactis obtenido a partir
del bagazo de manzana, por medio de la técnica fermentacién soélida sumergida
(FSS) ha contribuido en el desarrollo de levaduras de gran utilidad en la
nutricion y alimentacion animal, al aportar de una manera eficiente levaduras
efectivas benéficas activas (LEBAS), siendo una via biotecnologica adecuada
para el aprovechamiento de desechos agroindustriales ricos en carbohidratos

(Diaz-Plascencia et al., 2010).
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El objetivo del presente trabajo fue determinar el nivel optimo de un
in6culo a base de levaduras, adicionado a dietas para vacas Holstein altas

productoras mediante la técnica de produccion de gas in vitro.

98



MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Trabajo

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de nutricion animal de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autbnoma de Chihuahua,
ubicada en el km 1 del Periférico Francisco R. Almada de la ciudad de
Chihuahua; latitud norte 28° 35°, longitud oeste 106° 04", con una altitud de
1595 m.s.n.m.; tiene una temperatura media anual de 17 °C (Alvarez, 1992).
Material y Equipo Experimental

El material utilizado para este experimento fue: cuatro cepas de
levaduras obtenidas del bagazo de manzana, melaza de cafia, urea, sulfato de
amonio, agua destilada, suero de leche,” balanza analitica, bombas
oxigenadoras, mangueras y conexiones de plastico, envases de plastico de 10
mL, frascos de vidrio de 50 mL, maya de nylon®, potenciometro de mesa
(HANNA)®, microscopio, camara de NeubauerMR, refractometro HI
96801(HANNA)®, termémetro digital (TAYLOR)®, espectrofotometro Coleman
Junior® 1l modelo 6|20, Incubadora Shaker 12400, cromatdgrafo SRI 8610 CO2 'y
tres vacas Holstein fistuladas con promedio de 620 kg de peso vivo,
alimentadas con una dieta tipica para vacas en produccion.
Preparacion del Inéculo

Las cepas de levaduras utilizadas para este trabajo fueron:
Kluyveromyces lactis, cepas 2 y 11; Issatchenkia orientalis, cepa 3 y
Saccharomyces cerevisae cepa 6, todas obtenidas a partir de la fermentacion
en estado solido del bagazo de manzana (BM), las cuales fueron identificadas a

través de la extraccion y amplificacion del ADNr 18S mediante la reaccién en
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cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), en el laboratorio de
transgénesis animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua (Villagran et al., 2009). Ademas se agregaron 250 g
de melaza de cana, suero de leche 750 mL, 1x102 células vivas de levaduras de
las diferentes cepas, 2 g de urea, .04 g de sulfato de amonio por inéculo
utilizando un oxigenador; el tiempo de fermentacién para el inéculo fue de 96 h
a una temperatura ambiente promedio de 28 °C. Una vez terminado el tiempo
de fermentacion se realiz6 el conteo de levaduras encontrando la cantidad de
1.2x10° para posteriormente ajustar la cantidad de células requeridas por
tratamiento; empleando las mismas condiciones y metodologia que se
describen en la segunda parte de este trabajo.

Tratamientos

t1) Testigo: 0.2 g de muestra de la dieta sin adicion del indculo + 10 mL
liquido ruminal + 20 mL saliva artificial; t2) 0.2 g de muestra con 3x10'" cel/kg
de MS+ 10 mL liquido.ruminal + 20 mL saliva artificial; t3) 0.2 g de muestra con
6x10'"" cel/lkg + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y t4) 0.2 g de
muestra con 9x10"" cel/kg + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial.

Para cada tratamiento se pes6 1 Kg de MS de alimento (racion completa)
ofreciéndose a las vacas altas productoras, (Cuadro 7). Posteriormente se moliod
la muestra de alimento y se agregd la cantidad mencionada de inéculo de
levaduras por tratamiento en una charola de plastico, se mezclé6 manualmente y
se homogeniz6 con el alimento, posteriormente se tomé la cantidad de 0.2 g de
muestra de la dieta y se depositd en frascos de vidrio de 50 mL a lo que se les

agreg6 también: 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial, (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Contenido y analisis calculado de la dieta para vacas Holstein altas
productoras con produccién esperada de 35 L de leche vaca/d
utilizada en el experimento

Ingredientes %
Alfalfa 25
Maiz rolado 20
Pasta de soya 14
Céascara de soya 13
Salvado de trigo 10
Semilla de algodén 10
Melaza 4

Grasa de sobrepaso (vegetal de palma) 2.5
Premezcla de vitaminas y minerales 0.5
Ortofosfato 0.5
Bicarbonato de sodio 0.5
Total 100

Analisis Calculado

Energia neta lactante 1.73 MC/Kg
Materia seca 85.69 %
Proteina total 17.29 %
Extracto etéreo 5.85 %
Fibra detergente neutro 32.70 %
Fibra detergente acido 23.10 %
Fibra cruda 17.84 %
Cenizas 5.93 %
Fosforo total 0.58 %
Calcio 0.87 %
Magnesio 0.22 %
Potasio 1.47 %

*

Formulacion y analisis calculado por medio del software Nutrion 5
** Requerimientos nutricionales tomados del (NRC, 2001)
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Cuadro 8. Disefio de tratamientos con diferentes niveles de in6culo

Inéculo Liquido ruminal Saliva artificial

Tratamientos Muzstra celikg mL mL

t1 (0 mL) 0.2 0 10 20
t2 (10 mL/kg) 0.2 3x10M 10 20
t3 (20 mL/kg) 0.2 6x10" 10 20
t4 (30 mL/kg) 0.2 9x10" 10 20
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Sus combinaciones fueron evaluadas en 48 frascos de vidrio de 50 mL,
con 3 repeticiones por tratamiento (t) y diferentes horas (h) de muestreo 12, 24,
48 y 96 h para las variables; pH, conteos de levaduras (CL), conteos de
protozoarios, nitrégeno amoniacal (NHs), acido lactico (AcL), produccién de gas
(PG), acidos grasos volatiles (AGV's).

Para la produccion de gas in vitro (PG) fueron utilizados 12 frascos de
vidrio de 50 mL con 3 repeticiones por tratamiento en diferentes horas de
muestreo 3, 6, 12, 24, 48 y 96 h.

Variables Medidas
pH

Se midié de manera directa con un potencidmetro digital de una precision
de +0.1 unidades.

Conteo de Levaduras (CL)

Para este analisis se tom6 como base, la metodologia descrita por (Diaz,
2006). Se realizd6 en las muestras de las h 12, 24, 48 y 96 Unicamente,
siguiendo las mismas condiciones que se describen en la primera parte de este
trabajo.

Conteo de Protozoarios (CP)

Los protozoarios se contaron al microscopio Optico en camara de
Neubauer. Para ello los protozoarios se tifieron con una solucién de violeta de
genciana al 0.01% en acido acético glacial al 1% segun método de Painting y
Kirsop (1990).

Nitrogeno Amoniacal (N-NH3)
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De las muestras liquidas obtenidas de la h 12, 24, 48 y 96 se
determinaron por colorimetria segin el procedimiento de (Broderick y Kang,
1980) siguiendo las mismas condiciones que se describen en la primera parte
de este trabajo.

Acido Lactico (AcL)

De las muestras liquidas obtenidas de las h 12, 24, 48 y 96 y fue
determinado por colorimetria segun el procedimiento de Taylor, (1996)
siguiendo las mismas condiciones que se describen en la primer parte de este
trabajo.

Produccién de Gas In Vitro (PG)

El procedimiento de PG in vitro fue-hecho de acuerdo a la técnica de
Menke y Steingass (1988) con algunas modificaciones hechas por Muro, (2007)
y con las mismas condiciones que se describen en la segunda parte de este
trabajo.

Concentracién de Acidos Grasos Volatiles (AGV’s)

La concentracién de acido acético, propiénico y butirico se determind por
cromatografia de gases. Los analisis se hicieron en un cromatégrafo SRI 8610,
con una columna Alltech phase EC™ 1000, de 15 metros de largo, 0.53 mm de
diametro interno y un espesor de capa de 1.20 ym. Las muestras se inyectaron
con una jeringa Hamilton de 10 pl. Cada muestra se inyecté (2 pl) dos veces; se
utilizd nitrgeno como gas acarreador y un detector de iones con flama
alimentada por una mezcla de hidrégeno y aire.

El programa de temperatura usado fue: inici6 100°C, increment6 desde

100 hasta 130°C en dos minutos (A15°C*min"), increment6 desde 130 hasta
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140°C en 1 minuto (A10°C*min™"), para terminar, la temperatura se incremento
desde 140 hasta 200°C en 2.4 minutos (A25°C*min-"). La columna se calentd a
200°C por al menos 30 minutos antes de comenzar a realizar el analisis de las
muestras diariamente. El estandar de acidos grasos volatiles se preparé
Unicamente con &cido acético (3.46 g*L™"), acido propionico (3.97 g*L™") y acido
butirico (1.53 g*L-") con las concentraciones recomendadas por Galyean (1997).
Analisis Estadistico

Se realizé con un modelo mixto, en el cual, se utilizaron como efectos
fijos el tiempo y el tratamiento. Como efecto aleatorio, se utilizé la repeticion
anidada dentro de cada tratamiento; los datos se evaluaron con el
procedimiento (Proc Mixed) del programa SAS; (2004) para un disefio al azar
de cuatro tratamientos en parcelas divididas en el tiempo.
Modelo Estadistico

Yiju = p + Ci + R(Cij) + Tk + C*Tik + €ijk

Donde:

Yijk.- es la variable de respuesta

M.- es la media general

Ci.- es el efecto del i-ésimo nivel de tratamiento

R(Cij).- es el efecto de la repeticion del i-ésimo nivel de tratamiento

Tk.- es el efecto del j-ésimo tiempo de fermentacion sobre la variable
de respuesta

C*Tik.- es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de tratamiento por
tiempo

eijk.- es el error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION
pH

Esta variable mostré efecto (P<0.01) por la interaccion tratamiento por
tiempo, los valores estimados, de la h12 a la h96 el pH en el t1, increment6 su
valor de manera gradual en el tiempo de 7.1+0.00 a 7.4+0.00 en tanto que los
tratamientos t2, t3 y t4 mostraron un descenso gradual a partir de la h12 a la
h24, con un ligero incremento de la hora 48 a la 96, (Grafica 16). El pH ruminal
refuerza el balance entre la capacidad amortiguadora y la acidez de la
fermentacion ya que al disminuir el pH, se estrechan las relaciones acetato
propionato, por consecuencia al incrementarse el pH se amplian las relaciones
acetato propionato (Hobson, 1972).

En el presente estudio el pH fue mas alto de lo normal, arriba de 7 ya que
la alfalfa tiene propiedades amortiguadoras y ademas se incluy6 bicarbonato de
sodio en la dieta, lo que también hace que suba el pH del rumen.

La composicion-de la dieta y las practicas de alimentacién influyen sobre
el pH ruminal, ya que a medida que se incrementa la proporcién de ingredientes
de fermentacion rapida disminuye el pH y viceversa (Kaufmann, 1976). Aun
cuando no puede definirse un pH 6ptimo en el medio ruminal, los
microorganismos presentan cierto intervalo en el cual se reproducen mejor y su
metabolismo es mas eficiente, los protozoarios manifiestan su principal
desarrollo a pH cercano a 6.5 y son severamente afectados con pH superiores
a 8 e inferiores a 5.5, siendo este ultimo uno de los factores que mas afectan su

poblacion (Hino et al., 1973).
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Grafica 16. Comportamiento del pH en los diferentes tratamientos durante la
produccion de gas.
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Conteo de Levaduras (CL)

Se encontré efecto (P<0.01) por la interaccién tratamiento por tiempo en
la cantidad de levaduras, con un comportamiento de rduccién en los distintos
tratamientos en funcién al tiempo. La concentracién mas alta de levaduras que
se encontrd en la PG se observé como era de esperar en el t4, con un valor de
5.4x107+0.00 ala h12 y de 1.8x107+0.01 cel/mL a h48 (Grafica17).

Las levaduras de los diferentes tratamientos disminuyeron a medida que
transcurrié el tiempo de fermentacion lo cual coincide con resultados similares
obtenidos por (Ingledew y Jones, 1982; Arambel y Rung-Syin, 1987; Castillo,
2009), cuando estudiaron el crecimiento de la S. cerevisiae en ambiente
ruminal. Las levaduras mantienen su actividad metabdlica y resisten el estrés
fisico asociado con el secado, calentamiento y exposicion al pH acido en
condiciones anaerdbicas. No obstante, se ha demostrado que S. cerevisiae
presenta crecimiento limitado bajo esas condiciones (Andreasen y Stier 1953) y
es incapaz de mantener una poblacién productiva dentro del ecosistema
ruminal (Dawson y Newman 1987; Arambel y Rung-Syin 1987), en donde
mencionan que no pueden mantener una poblacion viable en el rumen y son
incapaces de establecerse permanentemente (Williams et al. 1990); por tal
motivo, no es comun que desarrolle crecimiento a nivel ruminal, en forma
adicional a lo anterior el crecimiento de las levaduras se ve afectado por la
presencia de acidos grasos insaturados, tales como el colesterol y el acido
nicotinico.

En este estudio la mayor cantidad de células viables adicionadas por

tratamiento permitié6 una permanencia mayor en el ambiente ruminal, pues las
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Gréfica 17. Produccion de levaduras en los diferentes tratamientos durante la
produccion de gas.
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levaduras ayudaron a mantener el medio anaerobio y fueron capaces de
permanecer por mas de 48 horas viables, en particular las del t4.
Conteo de Protozoarios (CP)

Se encontré efecto (P<0.01) por la interaccion tratamiento por tiempo en
la cantidad de protozoarios destacando el t4 con una produccién de
2.0x167+0.00 cel/mL, (Gréfica 18). El increment6 probablemente se debio a que
hubo un pH favorable y un suministro de N-NHs y del AcL adecuados para su
crecimiento y multiplicacion.

La degradacion de los protozoos generalmente esta asociada con una
disminucioén en la proporcion de butirato e incrementé de propionato o acetato
(Jouany, 1994). Los tiempos de multiplicacién varian de 5 a 14 h para los pro-
tozoarios como lo mencionan Williams'y Coleman (1988) y de 24 a 30 h para
los hongos (Bauchop, 1981; Joblin, 1981). Es posible que la eficiencia del
crecimiento bacteriano este directamente relacionada con la tasa de dilucion de
las bacterias y/o del contenido ruminal, debido a que las bacterias en el rumen
estan asociadas a los sélidos alimenticios, al liquido y la pared ruminal; por lo
tanto, la tasa de crecimiento bacteriano puede estar en relaciéon a la tasa de
dilucion del liquido, lo cual se explica porque solamente en cultivos continuos in
vitro de estado estable, la tasa de crecimiento especifico de los
microorganismos es igual a la tasa de dilucién del cultivo (Bergen, 1979).

Se ha reportado también, que la adicion de levadura S. cerevisiae
incrementa la concentracién de bacterias gram- en el contenido ruminal (1.6x
10* vs 2.0xI0° UFC/mL, unidades formadoras de colonias) y también

incrementa el contenido de bacterias gram- en las heces (1.1x10* vs 2.6x10°
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Gréfica 18. Produccién de protozoarios en los diferentes tratamientos durante la
produccion de gas.
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UFC/mL), mencionando ademas, que la levadura estimula el crecimiento de
bacterias amiloliticas a nivel ruminal Wiedmeier et al., (1987), Harrison et al.,
(1988), Dawson et al., (1990), Gedek et al.,(1993) estos resultados que fueron
confirmados por Kumar et al, (1994), quienes indican que la levadura
incrementa el numero de bacterias totales, bacterias viables totales,
celuloliticas, amiloliticas y protozoarios; sin embargo; se han encontrado
resultados contradictorios por Chiquette (1995), Sohn y Song (1996).

Nitrogeno Amoniacal (N-NH3)

Se encontré efecto (P<0.01) por interaccion tratamiento por tiempo en el
N-NHs, este incremento fue para todos los tratamientos de la h12 a la h96 con
valores de 1.3+0.03 a 2.4+0.03 mM/mL ent1; 1.1+£0.08 a 2.4+0.03 mM/mL en
t2; 1.3+£0.05 a 2.4+0.05 mM/mL en t3'y 1.2+0.05 a 2.5¢0.06 mM/mL en t4;
(Grafica 19).

Este efecto es dado por la urea afiadida a los sustratos en los procesos
de fermentacion, ya‘que es transformada a NHs por efecto de especies
microbianas ureoliticas asi lo han reportado diversos autores en diferentes
trabajos en la produccion de manzarina y sacharina mostrando efectos similares
a este (Valifo et al., 2002; Calderén et al., 2005 y Rodriguez, 2009), si el
sustrato tiene un aporte energético bajo, los microorganismos no pueden
incorporarlo en la formaciéon de aminoacidos para su crecimiento o lo hacen en
una proporcion baja. Cuando se tiene un pH bajo el NH3 producido es retenido

en el sustrato, Diaz-Plascencia et al., (2010).
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Gréfica 19. Acumulacién de nitrogeno amonical en los diferentes tratamientos
durante la produccién de gas.
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La digestion de las proteinas también esta relacionada con su solubilidad
dentro del rumen, cuando la solubilidad es menor, disminuye la liberacion de
amoniaco; por lo tanto, la sintesis de proteina microbiana se ve limitada por la
deficiencia de este compuesto (Pérez Gavilan, et al., 1976). Distintas fuentes
de nitrogeno contribuyen a la produccién de amoniaco ruminal: el nitrégeno no
protéico (NNP) de la dieta, nitrdbgeno salival y posiblemente pequefias
cantidades de urea que penetran al rumen a través de sus paredes, todas éstas
son convertidas casi totalmente en amoniaco; dependiendo del tipo de dieta
suministrada a los rumiantes, los microorganismos ruminales convierten en
amoniaco del 60-90% de nitrogeno diario consumido y del 50-70% del nitrogeno
bacteriano puede ser derivado del amonio de la dieta. La concentracion optima
de nitrégeno amoniacal (N-NHs) en rumen, es aquella que resulta en la maxima
tasa de fermentacion o la maxima tasa de produccion de proteina microbiana
por unidad de sustrato fermentado (Mehrez et al., 1977).

Acido Lactico (AcL)

Se encontr6 efecto (P<0.01) por interaccion de tratamiento por tiempo
en los tratamientos t2, t3 y t4 mostrando efecto en la reduccion del AcL, de la
h12 a la h96 con valores de 7.1+0.19 a 2.0+0.19 (mM/mL) en t2, 6.7£0.19 a
1.3£0.17 mM/mL en t3 y de 10.7+0.29 a 1.9+0.16 mM/mL con un efecto mas
marcado en el t4 siendo este el que mejor reduccion presento de AcL, (Grafica
20).

El aumento en la concentracion de AcL en el t4 se debe
fundamentalmente, al establecimiento de las bacterias lactogénicas Dawson et

al., (1990) y Kumar et al., (1994), quienes indican que la levadura incrementa el
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Gréfica 20. Concentracién de acido lactico en los diferentes tratamientos
durante la produccién de gas.
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numero de bacterias totales, bacterias viables totales, celuloliticas, amiloliticas
y protozoarios. El incrementé de AcL en algunas fermentaciones inhibe el
crecimiento microbiano e induce a la muerte celular de la levadura o de los
microorganismos presentes, asi lo manifiestan varios estudios (Elias y Lezcano,
1993; Madrid et al., 1999; Ludovico et al., 2001).
Produccién de Gas In Vitro (PG)

Se encontré (P<0.01) por interaccion de tratamiento por tiempo en todos
los tratamientos. El incrementé maximo de PG se presento en los t3 y t4 a
partir la h 3 a la h 6 con valores de 4.7+0.05 en t3 y 4.7+0.05 en t4
posteriormente fue reduciéndose de manera gradual, (Grafica 21 y Cuadro 9).

La velocidad y grado de fermentacion de los carbohidratos en el rumen
varia segun el tipo y estructura de los mismos (lvan et al., 2005) y segun la
poblacion microbiana predominante (Dehority, 2003). El incrementd en la
produccion de gas que se obtuvo con estas cepas que podria ser el resultado
del increment6 de la produccion de acido propidnico debido a que el dioxido de
carbono es producido cuando el &cido propidnico es formado por alguna
bacteria ruminal por la ruta metabodlica succinato propionato (Wolin y Miller,
1988). Tang et al., (2008) también encontraron un efecto positivo en la adicion
de un cultivo de levaduras en la produccion de gas de pajas de diferentes
cereales.

El patrén de fermentacién en los rumiantes se lleva a cabo en el
ambiente ruminal que esta influenciado por la interaccién entre la dieta, la

poblacion microbiana y el propio animal (Allen y Mertens 1988). Dos aspectos
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Gréfica 21. Produccién de gas acumulada entre tratamientos durante la
fermentacion ruminal.
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Cuadro 9. Medias (+ EE) del comportamiento fermentativo entre tratamientos
(t) durante la fermentacion in vitro

Horas
Variable t 12 24 48 96
1 7.1+0.002 7.1+0.00a 7.3+0.002 7.4+0.002
pH 2 7.1£0.002 6.1+0.00° 6.4+0.00° 6.4+0.00°
3 7.1+0.00° 6.1+0.00° 6.3+0.00° 6.4+0.00°
4 7.1+0.00¢ 6.1+0.00P 6.4+0.00° 6.4+0.00°
1 4.3x105+0.019 1.5x10%+0.05¢  0.0+0.00¢ 0.0+0.00
Levaduras 2 1.6x107£0.02° 4.3x10+£0.02°¢ 2.0x10+0.05°  0.0+0.00
(Cel/mL) 3 2.8x107+0.00° 9.6x106+0.00° 4.6x106+0.01° 0.0+0.00
4 5.4x107+0.002 2.8x107+0.01? 1.8x107+0.012  0.0+0.00
1 4.1x105+0.009 4.5x10%+0.03¢  0.0+0.00¢ 0.0£0.00¢
Protozoos 2 4.6x105¢0.00° 5.6x10%£0.00¢ 4.3x10%+0.02°  0.0+0.00°
(Cel/mL) 3 5.6x105+0.00° 7.0x105+0.00° 6.0x105+0.01° 1.7x105+0.02°
4 1.1x108+£0.022 2.0x10%+0.002 1.2x106+0.032 6.0x10%+£0.002
1 1.3£0.032 1.6+0.082 2.0+0.059 2.4+0.03¢
NHs3 2 1.1+0.08¢ 1.6+0.03P 2.4+0.032 2.4+0.03°
(mM/mL) 3 1.3+0.05P 1.5+0.08° 2.3+0.05° 2.4+0.05°
4 1.2+0.05¢ 1.5+0.05¢ 2.3+£0.05¢ 2.5+0.062
1 6.7+0.10¢ 6.7+0.102 5.940.092 6.3+0.16a
AcL 2 7.1£0.19b 5.7+0.17¢ 2.3+0.09° 2.0+0.19°
(mM/mL) 3 6.7+0.19¢ 5.9+0.19° 2.2+0.164 1.3+0.174

4 10.7£0.292 4.5+0.174 2.5+0.00° 1.9+0.16°

a b c d | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre
tratamientos
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importantes en el rumen para la fermentacion, son las condiciones para una
eficiente actividad celulolitica y las necesidades para una sintesis 6ptima de
proteina microbial. Sin embargo, la importancia relativa de estos procesos varia
de acuerdo con las caracteristicas del alimento (Cuadro 10).

Concentracion de (AGV'S)

Se encontro efecto (P<0.01) por interaccion de tratamiento por tiempo en
todos los tratamientos durante la produccién de gas in vitro, la concentracién de
acido acético en el t2, fue mayor de la h12 a la 24 que el t1 con valores de
24.9+0.02 a 39.0£0.01 mM/mL en el t2 y de 10.9+0.03 a 29.0+0.02 mM/mL el
t1. El t3 tuvo una producciéon minima de acido acético de la h12 a la h48 con
valores de 17.3+0.04 a 19.8+0.22 para después-incrementar su concentracion a
52.2+0.05 en la h96. El t4 mostré una reduccion en la concentracion de acido
acético de la h12 a la h96 con medias de 33.2+0.02 a 21.840.16 mM/mL
(Gréfica 22).

La concentracién-de &cido propidnico mostré efecto (P<0.01) por
interaccion de tratamiento por tiempo. El acido propiénico reporto una
concentracion mayor en el t2 a la h24 de 11.7+0.01 en comparacion con el t1
con 10.6+0.07. El t3 fue incrementado su concentracion de la h12 a la h96 con
medias de 5.5+0.04 a 16.5+0.04. El t4 mostré un ligero incrementd en la
concentracion de acido propiénico de la h12 a la h96 con valores de 10.3+0.02 a
10.5+0.01 (Gréfica 23).

En la concentracion de acido butirico se encontr6 efecto (P<0.01) por
interaccion de tratamiento por tiempo. La mayor concentracion de acido butirico

se encontré en el t2 a la h24 con valor de 4.7£0.13 mM/mL (Grafica 24).
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Cuadro 10. Medias (+ EE) del comportamiento en la produccion de gas entre
tratamientos (t) durante la fermentacion ruminal in vitro (PG en

mL/0.2g MS)
Horas
t 3 6 12 24 48 96
1 3.0+0.06° 2.0+0.03¢ 1.8+0.00¢ 1.2+0.03¢ 1.0+0.03¢ 0.7+0.03°
2 4.0£0.03> 2.5+0.03% ~2.0£0.03> 2.0+0.062 1.7+0.06® 1.1+0.052
3 4.7£0.05% 3.7+0.03° 2.2+0.032 1.7+0.00° 1.6+0.06° 1.0+0.00°
4 4.7£0.05% 3.3x0.03° 1.9+0.03° 2.0+0.03° 1.7+0.05° 0.6+0.10¢

a b ¢ d | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre
tratamientos
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Gréfica 22. Comportamiento en la concentraciéon de acido acético en los
diferentes tratamientos.
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Gréfica 23. Comportamiento en la concentracién de acido propionico en los
diferentes tratamientos.
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Gréfica 24. Comportamiento en la concentraciéon de acido butirico en los
diferentes tratamientos.

123



El t3 increment6 su concentracion de acido butirico de la h12 a la 96 con
valores de 4.7+0.04 a 10.1+0.04 mM/mL siendo este el que mayor
concentracion obtuvo durante la fermentacion ruminal. El t4 incrementé su
concentracion de acido butirico de la h12 a la h24 con valores de 6.1£0.01 a
7.3+0.04 mM/mL.

Los AGV'’s son un producto de desecho de algunos microorganismos en
condiciones anaerobias (Van Soest, 1982); en la FES de mezclas de cafia de
azucar y boniato, puede haber produccion de acido acético y sus niveles
pueden ser fluctuantes durante el proceso; también puede haber presencia de
acido propiodnico en concentraciones muy bajas, este ultimo puede desaparecer
después de 48 h de FES (Rodriguez et al., 2001); en este trabajo, sucedi6 algo
similar, hubo presencia de acido acético y acido propionico; la concentracion de
acido acético fue mayor en el t2'a’las 24h a las 96h la concentracion de acido
propiénico fue mayor en el't2 en lah24 a las 96h la presencia de estos acidos,
indica que en ciertos ‘momentos de la produccion de gas hubo condiciones de
anaerobiosis, encontrando ademas, acido butirico.

El comportamiento que siguid el acido acético y los incrementos de acido
propiénico y butirico en los diferentes tratamientos coinciden con la disminucién
de AclL en este trabajo. Van Soest (1982), describe que, en ciertas reacciones
quimicas, que se presentan en los procesos metabdlicos, se pueden producir
acido propionico y acido butirico a partir del AcL.

La posible disminuciéon de acido propiénico y acido butirico después de
48h de fermentacién in vitro pudo deberse a que también se utilizaron como

fuentes de energia (Van Soest, 1982). El incrementd de acido acético durante
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la fermentacion in vitro del t1 y t2, pudo ser resultado de diferentes procesos,
como el de la metabolizacion de aminoacidos por bacterias clostridicas o el de
la metabolizacion de hexosas, pentosas y/6 acidos organicos por accion de
bacterias heterolacticas, homolacticas, enterobacterias y/6 levaduras (Ojeda et
al., 1987).

En este estudio la adicién del indculo de levaduras del 2 con 10mL/kg de
MS favorecio la fermentacion in vitro en las concentraciones de acido acético,

propidnico y butirico en las primeras 24h de fermentacion (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Medias (+ EE) del comportamiento en la produccion de AGV's entre
tratamientos (t) durante la fermentacién in vitro

Horas
AGV's t 12 24 48 96
1 10.9+0.03¢ 29.0+0.02° 33.8+0.118 22.6+0.17°
Ac. Acético 2 24.9+0.02° 39.0+0.012 25.5+0.22° 19.7+0.05¢
(mM/mL) 3 17.3+0.04°  19.9+0.01¢ 19.8+0.22¢ 52.2+0.052
4 33.240.022  29.3+0.09> 21.8+0.23° 21.8+0.16°

4.6+0.03¢ ~ 10.6£0.07° 11.0£0.06% 7.4+0.03°
8.4+0.04*  11.74#0.01%  9.0+0.03¢°  7.8+0.03°
5.5+0.04° 6.6+0.11°¢ 7.4£0.04¢  16.5+0.042
10:3+0.022  10.4£0.02°> 10.5+0.02° 10.5+0.01°

Ac. Propiénico
(mM/mL)

BWN

1 3.1£0.01¢ 6.6+0.01°¢ 7.4+0.042  4.7+0.05¢
Ac. Butirico 2 4.7+0.13° 7.6+0.27° 6.1+0.03>  5.4+0.02°
(mM/mL) 3 4.7+0.04° 5.4+0.03¢ 5.9+0.02¢ 10.1+0.042
4 6.1+0.012 7.3+0.04° 5.5+0.07°  6.6+0.05°
ab.c.d| jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.01) entre
tratamientos
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicion del inoculo de levaduras en los diferentes tratamientos mostro
una participacién en la reduccién del acido lactico y favorecié la produccion de
protozoarios, resistiendo por mas tiempo a la degradacién ruminal en el T2, T3
y T4.

La adicion del inéculo a las dietas favorecid la produccién de gas, el
conteo de levaduras y el conteo de protozoos totales con una marcada
reduccion del acido lactico.

La adicion del inéculo de levaduras favorecio la fermentacion in vitro en
las concentraciones de acido acético, propionico y butirico en las primeras 24h
de fermentacién siendo el T2 con 10 mL/kg de MS es el nivel mas 6éptimo
recomendo en las dietas para vacas altas productoras al encontrar una mayor

concentracion de AGV's
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