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Los probidticos y aditivos alimenticios de levaduras, compuestos
fundamentalmente por Saccharomyces cerevisiae, han permitido
mejorar la salud y la productividad de los animales al ser adicionados en
la alimentacién animal. La importancia de los cultivos vivos de
levaduras es por la produccién de enzimas, vitaminas del complejo B,
minerales y diversos tipos de aminoacidos; como consecuencia
estimulan la absorcion de nutrientes mejorando el ambiente intestinal
favoreciendo la respuesta del sistema inmune, por lo que produciran
carne y leche libre de antibidticos. Por otra parte, los minerales traza
tales como el Zinc, Cobre y Manganeso son elementos que juegan un
papel importante en varias funciones corporales, necesarias para
mantener la salud en los animales, ejerciendo su efecto sobre un
correcto crecimiento, reproduccién, rutas de secrecién hormonal vy
respuesta inmune. Del mismo modo, los antioxidantes pueden formar
parte de enzimas que protegen a las células contra los efectos adversos
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue el desarrollo biotecnoldgico de un aditivo a base de levaduras
autdctonas obtenido de la fermentacion de subproductos de manzana para mejorar la alimentacion y el
bienestar animal. Los probiéticos y aditivos alimenticios de levaduras, compuestos fundamentalmente por
Saccharomyces cerevisiae, han permitido mejorar la salud y la productividad de los animales al ser
adicionados en la alimentacién animal. La importancia de los cultivos vivos de levaduras es por la
produccion de enzimas, vitaminas del complejo B, minerales y diversos tipos de aminoécidos; como
consecuencia estimulan la absorcion de nutrientes mejorando el ambiente intestinal favoreciendo la
respuesta del sistema inmune, por lo que se producira carne y leche libre de antibiéticos. Por otra parte,
los minerales traza tales como el Zinc, Cobre y Manganeso son elementos que juegan un papel importante
en varias funciones corporales, necesarias para mantener la salud en los animales, ejerciendo su efecto
sobre un correcto crecimiento, reproduccion, rutas de secrecion hormonal y respuesta inmune. Del mismo
modo, los antioxidantes pueden formar parte de enzimas que directa o indirectamente protegen a las
células contra los efectos adversos de numerosas drogas y sustancias carcinogénicas. La adicién de
antioxidantes en la dieta de animales domésticos mejora la respuesta inmune y disminuye el estrés
oxidativo, generando una mayor resistencia a enfermedades infecciosas y degenerativas. Este aditivo de
levaduras estd enfocado en mejorar el consumo de alimento de los animales favoreciendo el medio
ambiente del rumen y el bienestar animal. Esta innovacion esta enfocada principalmente en la reduccién
del uso indiscriminado de antibiéticos en la produccion animal, formando parte de los probiéticos,
prebidticos y simbidticos que se perfilan como las opciones mas destacadas respecto de la utilizacion de
antibiéticos en animales y como una solucién promotora de la calidad y de la seguridad alimentaria,
actuando de manera directa en el sistema inmunolégico y en el bienestar del animal que lo consume,

reduciendo de esta manera la frecuencia del uso de antibiéticos a largo plazo.
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de promotores de crecimiento en la produccién animal y la creciente
demanda por satisfacer las necesidades de alimentos, en una sociedad cada vez mas exigente, nace la
necesidad de plantear nuevas alternativas para reducir el uso de antibidticos usados hoy en dia en la
ganaderia que ponen en riesgo la salud humana y animal.

Algunos microorganismos benéficos, conocidos como 'probitticos', 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 digestion del alimento y ayudan a mantener el equilibrio microbial en el intestino de los animales, lo que
disminuye el estrés derivado de los cambios en las dietas, la susceptibilidad al ataque de patogenos y el
mal manejo de los animales (Kornegay et al., 1995; Anderson et al., 1999). Las enzimas, vitaminas y otros
nutrientes o factores de crecimiento producidos por estos microorganismos favorecen la respuesta de
produccion en los animales que los consumen (Kornegay et al., 1995; Castro y Rodriguez, 2005).

El desarrollo de productos mediante la fermentacion solida sumergida (FSS) ha generado mayor
interés en los Ultimos afios. Esto debido 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, los cuales se han empleado en una forma dinamica en
las dltimas décadas buscando mejorar la respuesta productiva de los animales a menor tiempo y costo
de inversion. Estd documentado que los aditivos de levaduras, compuestos fundamentalmente por
Saccharomyces cerevisiae han mejorado la salud y la productividad de los animales que las consumen
(Miller et al., 2002; Lila et al., 2004).

La busqueda de alternativas para mejorar la calidad de alimentos y la productividad de los
animales a menor costo y que no compitan con la alimentacién humana y que ademas constituyan fuentes

naturales y seguras para la salud del consumidor y la de los propios animales son algunas de las primicias
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para los nutriélogos (Calsamiglia et al., 2005). 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; Pefialoza et al., 1985). Diversos estudios se han enfocado a evaluar el
proceso de fermentacion en la busqueda de su optimizacion (Becerra et al., 2008; Diaz-Plascencia et al.,
2010a; Rodriguez et al., 2010). Estos mismos 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.

El uso de un aditivo de levaduras Kluyveromyces lactis obtenido a partir del bagazo de manzana,
por medio de la técnica fermentacion solida sumergida (FSS) contribuira en un futuro en el desarrollo de
levaduras de gran utilidad en la nutricion y alimentacion animal, al aportar de manera eficiente levaduras
benéficas activas, siendo una via biotecnologica adecuada para el aprovechamiento de desechos
agroindustriales ricos en carbohidratos (Diaz-Plascencia et al., 2010a).

Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue la evaluacién de diferentes sustratos y cepas de
levaduras autoctonas obtenidas de la fermentacion de subproductos de manzana para la elaboracion de

un aditivo liquido para ser usado en la alimentacion animal y el bienestar de los animales.



Fermentacion de Manzana

Becerra (2006) y Diaz (2006) desarrollaron un proceso biotecnolégico del cual obtuvieron un
producto al que llamaron “manzarina” el cual usaron en la alimentacién animal, que obtuvieron de la
fermentacion en estado sélido (FES) 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 FES (Diaz, 2006). El uso de la FES de
subproductos de manzana constituye una alternativa para su aprovechamiento, evitando la contaminacién
ambiental provocada por la rapida descomposicion de su material organico (Diaz-Plascencia et al.,
2010b).
Uso de Manzarina en la Alimentacion Animal

La manzarina ha sido utilizada como ingrediente en la elaboracion de bloques multinutricionales
los cuales fueron evaluados en la alimentacion de becerros en crecimiento (Rodriguez et al., 2006a). Es
un suplemento proteico que se ha obtenido a mediana escala en condiciones rusticas para ofrecerse en
la dieta de rumiantes. Se reportd que puede sustituir parte de la cantidad de los ingredientes en dieta de
vacas lecheras, con incremento en la produccion lactea (Gutiérrez, 2007) y beneficios en la salud del
animal (Gallegos, 2007). Se ha evaluado como ingrediente en la dieta para la alimentacion de borregos
en engorda (Hernandez, 2008) y como parte del suplemento en alimentacién de bovinos productores 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 en la dieta completa puede tener ganancias

diarias de peso de 0.570 kg d-; la dieta se baso en el uso de forraje verde picado y rastrojo de maiz,
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utilizando el bloque multinutricional como concentrado proteico. El consumo de bloque fue de 1.52 kg a-!
d, el costo de la materia prima para la elaboracién 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. Becerra et al., (2008); Villagran et al., (2009); Diaz-
Plascencia et al., (2010b), coincidieron que durante la FES del bagazo de manzana (BM), el producto
obtenido es enriquecido nutricionalmente por el incremento de la cantidad de levaduras con que se inoculd
o por el desarrollo poblacional de aquellas que se encuentran presentes de manera natural en el BM; por
lo cual se puede asumir que ademas de ser un alimento rico en proteina verdadera (PV), aporte alta
cantidad de levaduras en el alimento a ofrecer a los animales.

Una célula de levadura puede llegar a pesar 7.922x10-11g (Haddad y Lindegren, 1953), lo que
puede representar una fraccion importante de la materia seca (MS) de la manzarina, considerando que
se han obtenido conteos de hasta 4.5x108 UFC/mL (Rodriguez et al., 2006b) en base seca, esa cantidad
puede ser hasta 10 veces mayor.

Uso de Levaduras en la Nutricion Animal

Las levaduras agregadas en la dieta de rumiantes influencian el metabolismo microbiano ruminal
(Miller-Webster et al., 2002); se ha reportado que al agregar cultivos de levaduras en dietas con una alta
proporcién de concentrado, se puede reducir la produccion de lactato e incrementar el pH en el rumen
(Moya et al., 2008); incluso 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 las 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
suplementacién 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, muestran tendencias

a tener menor concentracion de acidos grasos no esterificados en la circulacion sanguinea periférica,
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después del parto (Allbrahim et al., 2008) tienden a incrementar la produccion y el porcentaje de grasa en
la leche (Putnam et al., 1997; Wang et al., 2001), y el consumo de materia seca (Wohlt et al., 1998; Dann
et al., 2000) e incluso pueden disminuir la pérdida de condicion 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 debido a que las bacterias se unen a las paredes
celulares de levaduras (Ganner et al, 2008), permitiendo tener un efecto de modulacién en la
concentracion microbiana en el intestino de cerdos destetados (Weedman et al., 2008). Los cultivos vivos
de levaduras permiten la estabilizacion 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 incrementos en la ganancia de peso de las camadas y reduccién del nimero de
dias del destete al empadre de la cerda (Kim et al., 2008).
Cultivos de Levadura en la Fermentaciéon Ruminal

La inclusién de Saccharomyces cereviciae (Sc) en la dieta resulta en un aumento en el niimero
total de bacterias celuloliticas (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus), tanto in vitro como in
vivo (Lila et al., 2004). Chaucheyras et al., (1995) observaron la estimulacion del crecimiento del hongo
Neocallimastix frontalis. Estos mismos autores reportaron que Sc parece estimular la utilizacién de lactato
por Megasfaera elsdenii y Staphylococcus ruminantium propiciando un aumento en la sintesis de
propionato (Lila et al., 2004). Asi mismo, estos ultimos reportaron que la disminucion del nivel de &cido
lactico resulta en un incremento del pH ruminal favoreciendo el crecimiento de las bacterias celuloliticas,
provocando un incremento en la digestion de la fibra y en la produccion de acidos grasos volatiles (AGV).
Por otra parte, el efecto de Sc sobre la concentracion de nitrégeno amoniacal (N-NH3) es muy variable, y

se ha observado tanto una reduccion como un incremento (Chaucheyras-Durand y Fonty, 2001).
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Calsamiglia et al., (2005) reportaron evidencia del efecto de las levaduras sobre la fermentacién
ruminal, mencionando que las levaduras y sus medios de cultivos pueden contener nutrientes (acidos
organicos, vitaminas del grupo B, enzimas, aminoacidos, etc.) que estimulan el crecimiento de las
bacterias que digieren la celulosa y utilizan el acido lactico. Estos mismos autores publicaron que las
levaduras vivas mediante su accion de respiracion, consumen el oxigeno residual disponible en el medio
ruminal, protegiendo a las bacterias anaerdbicas estrictas. Newbold et al., (1996) compararon varias
cepas de Scy observaron una fuerte correlacion entre la capacidad de las levaduras de consumir oxigeno
y el crecimiento bacteriano, lo que les permitié concluir que el efecto de estimulacién de Sc sobre las
bacterias ruminales podria atribuirse, al menos parcialmente a su actividad respiratoria.

Yoon y Stern (1996) reportaron un mecanismo de accidn para levaduras y hongos mediante el
cual el aumento del pH ruminal y la reduccion de la disponibilidad de oxigeno estimulan el incremento en
numero de las bacterias celuloliticas y por ende, se mejora la degradabilidad de la fibra, disminuye el
llenado ruminal, aumenta la ingestion de materia seca e incrementa la produccion, sin que mejore
necesariamente la eficacia de utilizacién de nutrientes. Chung et al., (2011) publicaron que la levadura
también tiene un potencial de incrementar el proceso de fermentacion en el rumen de manera que
disminuya la formacién de gas metano (CHa). Por otra parte, propusieron que a través de una seleccion
de cepas, puede ser posible desarrollar un producto de levadura comercial que disminuya la produccion
de CH4 mientras minimiza la acidosis ruminal y promueva la digestion y fermentacion de la fibra (Newbold
y Rode, 2006).

Probiéticos en la Alimentacion Animal

La dieta juega un rol importante en la salud animal y humana. En afios anteriores, se ha dedicado
especial atencion a la produccion de alimentos funcionales, teniendo como objetivo adicionar
microorganismos o compuestos benéficos dentro del organismo a través del consumo diario de la dieta

(Di Criscio et al., 2010).
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Los probiéticos han mostrado resultados prometedores en varias areas de produccion animal. Un
probiético se define como un cultivo o cultivo mixto de microorganismos vivos que benefician al hombre
o0 animales mejorando las propiedades de la microflora autdctona del intestino (Champagne et al., 2005).
Asi mismo, se ha mencionado que los probidticos son microorganismos viables y benéficos para el
huésped cuando son consumidos en cantidades apropiadas, lo que se traduce en una mejor produccion
y salud (Rook y Burnet, 2005). Los beneficios incluyen la inhibicion de bacterias patdgenas, reduccion de
niveles de colesterol en suero, diarrea y cancer intestinal; mejoran la tolerancia a la lactosa, absorcion de
calcio, sintesis de vitaminas y estimulan el sistema inmune (Sanchez et al., 2009). Bontempo et al., (2006)
sugirieron posibles mecanismos que exhiben el papel benéfico en el animal, indicando la colonizacién y
adhesion en la mucosa intestinal (competencia por receptores), competencia por nutrientes, produccion
de sustancias antimicrobiales y la estimulacion de la mucosa y sistema inmune.

Las levaduras como probiéticos estan ganando popularidad en los sistemas de engorda, ya que
son resistentes y con una alta viabilidad en condiciones ambientales adversas. Comitini et al., (2005)
reportaron que las levaduras ejercen actividad inhibitoria sobre diferentes cepas de bacterias patogenas,
desarrollando una actividad bactericida o bacteriostatica debido a ciertos compuestos metabolicos
producidos por las mismas. Stephens et al, (2007) mencionaron que corderos alimentados con
probiéticos disminuyeron la excrecion de Escherichia coli O157:H7, los mismos autores publicaron que la
suplementacion microbial directa en el alimento también redujo la cantidad de Salmonella ssp. en bovinos
productores de carne. La utilizacién de varias especies de probitticos favorecen el incremento de la
ganancia diaria de peso (GDP) y eficiencia alimenticia de corderos y bovinos en engorda durante el
periodo inicial de la alimentacién (Lema et al., 2001).

Mecanismos de Accidn 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,
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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 respiracién 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 propuesto es que
los cultivos de levaduras proveen vitaminas (especificamente tiamina), glucanos, mananoproteinas y
4cidos organicos que estimulan el crecimiento de microorganismos que digieren la fibra y utilizan el &cido
lactico (Nisbet y Martin, 1991; Chaucheyras et al., 1995; Oeztuerk et al., 2005).
Funcion de la Pared Celular de Levaduras en el Sistema Inmune

La pared celular de las levaduras contiene mananooligosacaridos (MOS) que pueden actuar
como receptores de alta afinidad compitiendo con los sitios de union con las bacterias gram negativas,
las cuales poseen fimbrias especificas de manosa tipo 1 (Ofek et al., 1977), eliminando patdgenos del
sistema digestivo y evitando la colonizacién y fijacion del patdgeno a la mucosa (Nocek et al., 2011).
Ferket, (2003) menciond que este beneficio puede provocar una respuesta antigénica importante,
mejorando asi la inmunidad humoral contra patdgenos especificos a través de la presencia de antigenos
a las células inmune atenuada, ademas, este proceso puede deprimir la respuesta inmune
proinflamatoria, la cual es perjudicial para el comportamiento productivo. Otro componente predominante
de la pared celular de levaduras, es el $-1,3/1,6-glucano (B-glucano), el cual ha mostrado tener efecto
inmunomodulatorio cuando las levaduras se usaron como suplementos en dietas para aves (Chae et al.,
2006), cerdos (Li et al., 2006) y animales acuaticos (Dalmo y Bogwald, 2008).

Pocos estudios han investigado el uso de los componentes de la pared celular de levaduras sobre
la funcién inmune en ganado lechero (Nocek et al., 2011). Sin embargo, Franklin et al., (2005) observaron
que la suplementacion de vacas secas con MOS mejoraron la respuesta inmune humoral contra rotavirus

e incrementaron la transferencia de anticuerpos para sus crias. Reed y Nagodawithana, (1991) publicaron
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que los oligosacaridos presentes en la pared celular de Sc tales como glucanos y mananos mejoran el
sistema inmune e influyen en la interaccion patdgeno-huésped en el tracto digestivo de animales y
humanos. Animales de laboratorio, que consumieron glucanos de avena mejoraron la funcién de
neutrofilos incrementando la defensa contra patogenos (Murphy et al, 2007). Esto puede ser
particularmente importante en becerros jovenes, que son comunmente afectados por protozoarios, virus
y bacterias que causan enfermedades del tracto digestivo y algunos otros que pueden dar lugar a
infecciones sistémicas (Magalhaes et al., 2008). Asi mismo, productos solubles de cultivos de levaduras
inhiben la actividad y crecimiento microbiano y modulan el sistema inmune (Jensen et al., 2008).
Funcion de los Microminerales en el Sistema Inmune

Los minerales traza (MT) tales como el cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn) y cobalto (Co) son
importantes para el correcto crecimiento, reproduccion y respuesta inmune (Dorton et al., 2007) y en
muchos procesos fisiolégicos de los animales. Sin embargo, el impacto de la suplementacion de MT sobre
la inmunidad en rumiantes ha sido variable (Spears, 2000). Este mismo autor menciond que la
suplementacion de oligoelementos se centrd en un principio en prevenir signos clinicos de deficiencia y
la disminucion de la produccion, pero el rol de estos elementos en la inmunidad ha sido enfatizado en
estudios mas recientes. La concentracion de Zn y Cu en suero estan influenciados por muchos factores,
tales como el tiempo de muestreo y el animal (Spolders et al., 2010). Por otro lado, en los componentes
de la sangre pueden influir muchos factores externos (clima, estacion del afio y hora del dia) y factores
internos tales como la raza, edad y etapa de lactacion (McDowell, 2003).

Las deficiencias de MT resultan en un dafio en la tasa de crecimiento (Blackmon et al., 1967),
dificultades al parto (James et al., 1987) y disminucion en la produccion de células T, células B, neutréfilos
y macrofagos, propiciando un incremento en la susceptibilidad a infecciones (Chandra, 1999).

Actividad Antioxidante
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La nutricién tiene un gran efecto sobre la salud y la inmunidad en los animales, las deficiencias
nutricionales perjudican la respuesta inmune y por lo tanto, incrementan la morbilidad y mortalidad (Chew,
1995). Este mismo autor mencioné que los antioxidantes sirven para estabilizar los radicales libres
altamente reactivos, por lo que mantienen la integridad funcional y estructural de las células. Los
antioxidantes han sido agrupados en enzimaticos y no enzimaticos, y son las sustancias capaces de
controlar en el organismo la produccion de radicales libres (RL) que se generan como consecuencia del
metabolismo aerobio, ya sea secuestrando RL o estabilizandolos (Halliwell y Whiteman, 2004). Tremellen
(2008) menciond que para contrarrestar los RL existe en primera instancia el sistema antioxidante
enzimatico, que incluye la seleno-enzima glutation peroxidasa (GPx) que actla fundamentalmente
reduciendo el peroxido de hidrogeno (H202), y la SOD que actua sobre el anion superdxido (O2)
transformandolo en un radical secundario (H20-) para una posterior accién de la GPx.

La mayoria de las moléculas presentes en el organismo son quimicamente estables, es decir,
tienen un nimero par de electrones en su orbital externo, pero existen otras cuyo nimero de electrones
es impar, estas sustancias quimicas altamente inestables y reactivas se conocen como radicales libres
(Barquinero, 1992). Halliwell (1992) reporté que cuando un radical interactlia con una sustancia estable,
toma de ella un electrén cargando positivamente la molécula; asi el compuesto estable se convierte en
un radical libre altamente agresivo, pudiendo generar mas radicales, dando lugar a una reaccién en
cadena. Por ofra parte, el oxigeno aun siendo esencial para la vida, también es toxico por ser una
sustancia oxidante ya que puede aceptar electrones desestabilizando a la molécula que lo pierde, por
tanto en el metabolismo aerobio se producen oxidantes denominados metabolitos oxigenados reactivos,
entre los que se encuentra el Oz, hidréxido (OH) y H20, (Ceballos et al., 1998).

El confinamiento y el estrés calorico pueden contribuir a incrementar los requerimientos de
antioxidante en los animales. Por lo que se ha motivado en realizar estudios en los que se ofrecen

suplementos antioxidantes a los animales, en la dieta o en forma parenteral, observandose que la
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suplementacion mejora la respuesta inmune y disminuye el estrés oxidativo, provocando una mayor
resistencia a enfermedades infecciosas y degenerativas (Chew, 1995). Asi mismo, Gonzalez-San José
et al, (2001) publicaron que a medida que un individuo envejece dicho balance esta a favor de los
oxidantes, lo que hace de interés la necesidad de ingerir alimentos con antioxidantes para disminuirlos.
En otro estudio, mencionaron que la vitamina E es un antioxidante fendlico lipido soluble; por lo que su
actividad antioxidante se basa en la habilidad de donar un atomo de hidrégeno a radicales libres (Yurttas
et al., 2000).

Biometria Hematica en Rumiantes

En la practica clinica de la Medicina Veterinaria los pardmetros de los valores de biometria
hematica (BH) son una ayuda diagnéstica fundamental en el andlisis y orientacion del estado clinico de
un animal y en el seguimiento de un determinado hato; esta informacion es Util en los casos de control,
valoracién de procesos de estabilidad enzodtica y el estado nutricional de los animales. Asi mismo, la BH
es un examen de ayuda diagndstica que en la evaluacion clinica permite tomar decisiones profilacticas y
curativas. Barrio et al., (2003) mencionaron que la BH es la evaluacién numérica y descriptiva de los
elementos celulares de la sangre (glébulos rojos, glébulos blancos y plaguetas); constituyendo una de las
pruebas mas solicitadas en el laboratorio clinico, ya que acompafia casi todos los protocolos de
diagnéstico con precision, exactitud y rapidez.

Los componentes celulares sanguineos, transportan oxigeno (glébulos rojos o eritrocitos),
protegen de organismos extrafios y antigenos (glébulos blancos o leucocitos), fagocitando, capturando o
destruyéndolos, e inician la coagulacién (Aiello y Mays, 2000). Estos mismos autores, mencionaron que
las células sanguineas se dividen en leucocitos (fagocitos y linfocitos); los fagocitos se subdividen en
monocitos (mononucleares) y granulocitos (polimorfonucleares), asi mismo, estos Ultimos se subdividen
en neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos. Por otro lado, los linfocitos son gldbulos blancos responsables de

la inmunidad humoral y celular, su produccion se origina en la medula 6sea. En otro estudio, Aiello y Mays
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(2000) reportaron que los andlisis hematoldgicos muestran las cantidades de los elementos celulares; su
evaluacién permite determinar problemas de salud, inflamacion de tejidos o funciones proliferativas de la
medula dsea.

Cabe mencionar y destacar que toda esta informacién presentada ha servido como plataforma
para plantear el desarrollo de un aditivo liquido de levaduras vivas, ayudando de una manera significativa

en la reduccion de la mano de obra que se requiere para desarrollarlo y llevarlo a cabo.
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Experimento 1
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 indculos 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 indculo de las diferentes cepas. Los diferentes indculos 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 nitrégeno amoniacal (NH3), &cido 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 NH3, AL y CL.
Los valores mas bajos de NH3 fueron observados con la cepa Kl-2 y los mas altos con las cepas lo-3, lo-
8y 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, 1.1y 1.0 x 107cel/mL, respectivamente a las 48h. Por lo tanto, se concluye que la levadura
K lactis mostrd ser la cepa mas efectiva para la fermentacion ruminal con mejor comportamiento en cuanto

a mayor conteo de células y reduccion de &cido lactico.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Trabajo

El estudio se llevd a cabo en laboratorio de nutricion animal de la Facultad de Zootecnia y
Ecologia de la Universidad Auténoma 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: 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)®, espectrofotémetro
Coleman Junior® Il modelo 6|20, Incubadora Shaker 12400, CO; y tres vacas Holstein en produccion
fistuladas con promedio de 600 kg de peso vivo.
Material Biolégico 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 reaccion en cadena a 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. Para la identificacion se realizé un cultivo de levaduras por dilucion
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 sometio a secuenciacion y el andlisis de las secuencias se

realizd con el programa Blast de la base de datos del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI). El analisis de las secuencias mostrd que las levaduras correspondientes a las 16 colonias
aisladas fueron: Saccharomyces cerevisiae; Issatchenkia orientalis y Kluyveromyces lactis (Villagran et
al., 2009). Las cepas utilizadas para este trabajo fueron K. lactis, cepas 2, 9, 11y 13; I. orientalis, cepas
3y 8; S. cerevisiae, cepas 4 y 6, todas obtenidas a partir de la fermentacion en estado sélido del BM.

Las cepas se mantuvieron viables mediante resiembras periodicas en cufias y en cajas petri. El
medio que se utilizd 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 Indculos

Se utilizaron ocho cepas de levaduras para la elaboracién de ocho inéculos, 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 indculo fue
de 96 h a una temperatura ambiente promedio de 20 °C. Una vez terminado el tiempo de fermentacién
para cada uno de los indculos, se procedio a realizar los conteos de levaduras, a lo que posteriormente
se realizaron diluciones de cada uno hasta ajustarlos a en 1.8x10% UFC/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 indculo cepa 2; 12) 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 in6culo cepa 11; t4) 0.2 g de muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL indculo
cepa 13; t5) 0.2 g muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL in6culo cepa 3; t6) 0.2
g de muestra + 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL indculo cepa 8; t7) 0.2 g de muestra
+ 10 mL liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL inoculo cepa 4 y; t8) 0.2 g de muestra + 10 mL

liquido ruminal + 20 mL saliva artificial y 1 mL inéculo cepa 6. Sus combinaciones fueron evaluadas en
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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 tomd como base, la metodologia descrita por (Diaz, 2006). Se realizé en las
mismas condiciones que se describen en la primer parte de este trabajo.
Nitrégeno Amoniacal (N-NH3)

De las muestras liquidas obtenidas de la h 12, 24 y 48 se determind 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 incubacion de 96 h. La cantidad de gas liberado esta
estrechamente relacionado con la degradabilidad del alimento. La preparacion de la muestra involucro el
molido del sustrato en una malla de 1mm (Menke et al., 1979). Se secaron las muestras a 105 “C por 8
horas. EI medio ruminal in vitro estuvo formado por buferes de bicarbonato y fosfato, un agente reductor,
una fuente de nitrégeno, varios minerales y resazurina. El CO2fue usado durante la preparacion del medio

para asegurar un ambiente anaerobio en el tiempo de inoculacion.
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La solucién A (micro mineral) esta constituida por 13.2 g CaCl,.2H20, 10.0 g MnCl2.4H20, 1.0 g
CoCl2.6H20, 8.0 g FeCl3.6H20 en 100 mL con agua destilada; la solucién B (solucién bufer) consta de
39.0 g NaHCO3 6 35.0 g NaHCO3 + 4.0 g de (NH4) HCO3 en 1 litro con agua destilada; la solucién C
(macro mineral) esta constituida por 5.7 g Na;HPO4, 6.2 g KH2POq, 0.6 g Mg SO4.7H20 en 1 litro con
agua destilada; solucién resazurina (100 mg de resazurina) hecha en 100 mL con agua destilada; y la
solucion reductora que consta de 4 mL 1N NaOH, 625 mg Na2S.9H:0, agregado a 95 mL de agua
destilada.

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

Para la recoleccion del liquido de ruminal se utilizaron tres vacas Holstein en produccién con un
peso promedio de 600 kg, fistulado en el saco dorsal del rumen y provisto 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 algodén, salvado de trigo, grasa animal, grasa de sobre
paso, gluten de maiz, harinolina, pasta de soya, melaza de cafia, minerales traza, bicarbonato de calcio,
sal comun, urea, ensilaje como forraje y alfalfa mas agua a voluntad.

La composicion 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 colecté 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 y Steingass, 1988; Blimmel y Orskov, 1993).
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Las muestras se trasladaron al laboratorio en un termo con capacidad para 1000 mL
herméticamente cerrado previamente atemperado y posteriormente se filtr a través de muselina. El
procedimiento se realizd bajo atmdsfera 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 evaluacion dur6 48 h. La
presion 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 incubacion. Los valores de presion se convirtieron a volumen de produccién 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 Fermentacion 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 agregé
la solucién reductora y se burbujed CO> 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 relacion 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 buscd ver el efecto de
degradacién ruminal in vitro en el tiempo de este experimento.

Andlisis Estadistico

Se realizd con un modelo mixto, utilizando como efectos fijos el tiempo y tipo de cepa (indculo).
Como efecto aleatorio, se utilizo 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.
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Modelo Estadistico

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

Donde:

Yijk.- Es la variable de respuesta.

M- Es la media general.

Ci-  Eselefecto del i-ésimo nivel de cepa.

R(Cij).- Es 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.

eik.-  Es el error experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Conteo de Levaduras (CL)

Se encontré efecto (P<0.01) por la interaccion tiempo por indculo, esto indica que hubo
diferencias en la cantidad de levaduras con un incremento en los distintos tratamientos en funcion al
tiempo. La concentracion mas alta de levaduras que se encontré en la produccion de gas (PG) se observo
en el t1, con la cepa KI-2 que sobresali6 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. Las levaduras de los diferentes
inoculos 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 1, t2, t3 y t4 con la levadura K. factis y 8, con la levadura S. cerevisiae mostraron
tener una mayor poblacién de levaduras en el rumen con respecto a los demas indculos hasta la h48,
esto debido al aprovechamiento del &cido 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). Los indculos 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 anaerébica 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 fermentacién como lo son los acidos grasos volatiles,
biéxido de carbono (CO2), péptidos y aminoacidos entre otros (Henderickx y Martin, 1963; Mc Donald et

al, 2002y Dehority, 2003).
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Nitrogeno Amoniacal (N-NH3)

Se encontrd efecto (P<0.01) por la interaccion tiempo por indculo, indicando diferente
comportamiento entre las cepas a través del tiempo de fermentacion, este incrementé de tratamiento lo
cual fue mas marcado en los tratamientos t5, t7 y t8. El nitrdgeno amoniacal (N-NH3) constituye la fuente
principal de nitrégeno para los microorganismos ruminales, el cual puede suplir entre el 40 y el 100% de
las necesidades de nitrdgeno para la sintesis de proteina microbiana (Dewhurst et al., 2000). Este efecto
es dado por la urea afiadida 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 principalmente, mostrando efectos similares a este
(Valifio 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
formacion de aminoacidos para su crecimiento o lo hacen en una proporcién baja. Cuando se tiene un pH
bajo el NH3 producido es retenido en el sustrato, Diaz-Plascencia et al., (2010a). EI NH3 también puede
producirse por actividad desaminativa y de esta manera el NH3 puede ser utiizado 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 fermentacién y provoca cambios en el pH, en la velocidad de tréansito
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 andlisis de los datos de esta variable se observd 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, 12, t3 y t4 con el inoculo de la levadura K. lactis, presentaron mas perdida
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de AcL en comparacion a los otros indculos de la h 12 a la h 48. 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. lactis tuvieron menos AcL, luego las dos cepas del genero S. cerevisiae y las que mas concentracion
mostraron de AcL fueron las dos cepas de /. orientalis.

El increment6 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 (Schiiller 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 acido 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 utilizacion del AcL al utilizarlo como fuente de energia para seguir

sobreviviendo por periodos prolongados, (Cuadro 1).

27



Cuadro 1. Medias (+ EE) del comportamiento fermentativo in vitro entre tratamientos de ocho cepas de

levaduras
Horas
Variable Tratamientos Cepa 12 24 48
1 KI-2 12.140.752 15.3£0.330 22.8+0.35°
2 KI-9 12.0+1.152 15.1£0.480 23.2+0.33>
3 KI-11 12.6+0.762 15.0£0.320 23.240.310
NHs 4 KI-13 12.2+0.592 15.0£0.86° 23.240.210
(mM/mL) 5 lo-3 13.340.282 17.5¢1.672 24.5+0.002
6 lo-8 11.740.722 16.5+1.652 24.7+0.042
7 Sc-4 13.3£0.022 15.0£0.400 23.840.100
8 Sc-6 13.240.142 13.8+0.23¢ 24.0+0.072
1 KI-2 21.7£0.31¢ 7.5+0.10¢ 2.4+0.01¢
2 KI-9 27.5+0.30° 10.1£0.044 2.840.34¢
3 KI-11 34.7+0.220 10.4+0.184 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+0.340 21.9+0.510 15.3£0.432
7 Sc-4 26.3+0.30¢ 17.7£0.47¢ 8.8+0.320
8 Sc-6 36.1+0.36° 18.2+0.18¢ 9.9+0.39%0
1 Kl-2 3.3x107+0.012 2.5x107+0.012 1.9x107+0.022
2 KI-9 2.6x107+0.01b 1.5x107+0.02> 1.3x107+0.010
3 KI-11 2.6x107+0.01b 1.4x107+0.03> 1.2x107+0.030
Levaduras 4 K-13  2.3x107+0.02¢ 1.4x107+0.03> 1.1x10740.020
(cel/mL) 5 lo-3 2.2x107+0.02¢ 8.0x106+0.02¢ 3.2x106+0.264
6 lo-8 2.4x107+0.01¢ 9.0x106+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+0.01b 1.3x107+0.06P 1.0x107+0.030

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

Se observo efecto (P<0.01) sobre la PG en todos los tratamientos. En los inculos donde se
incluyeron las diferentes cepas de levaduras, se puede observar el maximo incrementé de la PG
acumulada enlah 3y en la h 48 (Cuadro 2).

La velocidad y grado de fermentacion de los carbohidratos en el rumen varia segun el tipo y
estructura de los mismos (Ivan et al., 2005) y segln la poblacion microbiana predominante (Dehority,
2003). El incremento en la produccion de gas que se obtuvo con estas cepas que podria ser el resultado
del incremento de la produccion de acido propionico debido a que el diéxido de carbono es producido
cuando el acido propiénico es formado por alguna bacteria ruminal por la ruta metabdlica 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 produccién 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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Cuadro 2. Medias (+ EE) de produccion de gas entre cepas de levaduras durante la fermentacion
ruminal in vitro (PG en mL/0.2g MS)

Horas
Tratamientos ~ Cepa 3 6 12 24 48
T testigop  3.16+0.03¢  1.63+0.12"  0.83+0.03>  0.60+0.00f  0.60+0.009
1 Kl-2 4.63+0.06a  2.80+0.00c  2.80+0.00> 2.60+0.052  2.00+0.052

2 KI-9 4.36+0.08> 2.86+0.03> 2.83+0.03> 2.36+0.14>  2.03+0.032
3 K-11  4.36+0.12> 2.40+0.009 2.23+0.03¢ 2.23£0.03¢  2.03+0.032
4 K-13  426+0.12¢  2.46+0.03" 2.33+0.08¢ 2.20+0.05c 1.93+0.08°
5 lo-3 4.2620.03c 2.96+0.182  2.93x0.062  2.33x0.27°  1.03+0.08¢
6 lo-8 4.16£0.12¢  2.60£0.11¢  2.16+0.06F  1.80+0.00c  0.66x0.14f
7 Sc4  433+0.08> 2.86+0.06® 2.83+0.08> 2.66+0.062  1.80+0.01¢
8

Sc6  4.36+0.08> 2.56+0.03¢ 2.46+0.03c 2.1040.10¢  1.43+0.06¢
a.b.cde.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 méas
viable en la produccion de gas y la que resistié mas a la degradacion ruminal, mostrando tener un mejor
desempefio en la produccidn de levaduras y en la participacion por reducir el acido lactico. Las levaduras
S. cerevisiae 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 fermentacion

posteriores.
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Experimento 2.
RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de un indculo de levaduras (IL) y bagazo de manzana
fermentado (BMZN) en la dieta de becerros Angus en crecimiento sobre el comportamiento productivo y
sistema inmune. Se utilizaron 26 becerros (PV=11246.2 kg) de cuatro meses de edad, los cuales fueron
distribuidos al azar en tres tratamientos: T1 (testigo, n=9), T2 (BMZN, n=9) y T3 (IL, n=8), alimentados
con las siguientes dietas: T1: heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2: HA + EM
+ concentrado + BMZN; T3: HA + EM + concentrado + IL. Las dietas fueron isoproteicas (28.8 % PC) e
isoenergeticas (1.26 Mcal/lkg MS). Las variables evaluadas fueron peso vivo (PV), ganancia diaria de peso
(GDP), consumo diario de alimento (CDA), conversidn alimenticia (CA) y concentracion de Zn, Mn'y Cu
en suero sanguineo. Ademas, se cuantificé actividad antioxidante (AA) en plasma sanguineo y biometria
hematica (BH) en sangre completa. Las variables fueron evaluadas cada 28 d de la prueba, excepto BH
(56 y 84 d). Las variables de la prueba de comportamiento se analizaron con un modelo estadistico que
incluyé como efecto fijo el tratamiento. En la concentracion de Zn, Mn, Cu, AA y BH se incluyeron como
efectos fijos tratamiento y muestreo; y como efecto aleatorio el animal. EI T3 fue superior (P<0.05) en
CDA y CA (8.512+0.12 kg/d y 1.530+0.03, respectivamente). EI Mn presenté diferencia significativa
(P<0.05) el dia 28 de muestreo, siendo T2 y T3 quienes manifestaron la menor concentracion (4.29+2.11
y 7.28+2.22 umol/L). El dia 28 de muestreo el T1, T2 y T3 mostraron menor (P<0.05) concentracion de
Cu (8.04+2.34, 8.32+2.34 y 9.76+2.47 pmol/L). La AA revel6 efecto de tratamiento (P<0.05) el dia 84 de
la prueba, siendo superiores el T2'y T3 con 15.7240.03 y 15.71+0.03 mmol/L, respectivamente. EI T1 y
T2 mostraron la concentracion mas alta (P<0.05) de Leu el dia 84 (9.82+0.95 y 11.11+0.95 x 103/pL,
respectivamente) y Lin (7.30£0.92 y 8.73+0.92 x 103/uL). Se concluye que el T3 incrementé el CDA 'y
CA, por otra parte, mantuvo la cantidad de Leu y Lin cerca del nivel maximo, sin mostrar variaciones

significativas a través del tiempo.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se desarrollé en las instalaciones del rancho La Cafiada, localizado en el
municipio de Guerrero, Chihuahua, Chih., México. Ubicada en las coordenadas 28° 33' 05" latitud norte y
106° 30' 07" longitud oeste, con una altitud de 2,010 msnm, segun sistema de posicionamiento global
(GPS por sus siglas en inglés, MAGELLAN®, MobileMapper-Pro).

El clima es semihimedo templado; la temperatura media anual es de 13 °C, con una media
maxima de 42 °C y una media minima de -17.6 °C. La precipitacion promedio anual es de 517.2 mm, con
una humedad relativa del 65 % y un promedio anual de 90 dias de lluvia (INAFED, 2010). El experimento
inicio el 17 de febrero y finalizo el 25 de mayo de 2014.

Descripcion de los Animales y Tratamientos

Se utilizaron 27 becerros Angus destetados con peso inicial de 112+6.2 kg y edad promedio de
cuatro meses. Los becerros se asignaron aleatoriamente a tres tratamientos; T1 (testigo, n=9): heno de
avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 (BMZN, n=9): HA + EM + concentrado + BMZN y
T3 (IL, n=8): HA + EM + concentrado + IL. Los concentrados (Cuadro 12) 3 se adicionaron al HA y EM al
momento de ofrecer el alimento.

EI BMZN se prepar6 con 75 kg de manzana de desecho, al cual se le adicionaron 350 gr de urea
+ 100 gr de sulfato de amonio + 200 gr de premezcla de vitaminas y minerales traza, posteriormente se
mezclaron en un fermentador aerdbico por 72 h, manteniendo el mezclado por 15 min en cada tiempo
(0,6,12, 24,48y 72 h). Esta cantidad de mezcla se prepard en dos etapas, la primera para preparar
el concentrado para los meses febrero y marzo (600 kg), y la segunda para los meses abril y mayo

(600 kg).
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Cuadro 3. Composicién del alimento concentrado por tratamiento.

Ingredientes T T2 T3
% (BS)
Maiz rolado 320 306 320
Melaza 10.0 5.0 8.0
Harinolina 41 % PC 20.6 15.0 20.6
Pasta de soya 44 % PC 30.0 30.0 30.0
Carbonato de calcio 24 24 24
BMZN? 0.0 12.0 0.0
Sal comun 20 20 20
Minerales y vitaminas12:10" 3.0 3.0 3.0
Inoculo de levaduras 0.0 0.0 20

Analisis calculado

ENg Mcal/kg 1.26 1.25 1.26
PC % 28.81 28.83 28.89
PD % 53.91 51.78 53.07
Ca% 1.67 1.77 1.68
P % 0.98 0.99 0.99
Cu mglkg 16.12 13.75 15.32
Mn mg/kg 31.66 30.18 3117
Zn mglkg 4248 40.32 42.70

'Mezcla de minerales y vitaminas 12:10: P, Ca'y Mg (12.0, 11.5, 0.6 %), Mn, Zn, Fe, Cu, I, Co y Se (2160,
2850, 580, 1100, 102, 13, 9 ppm), Vitamina A, D3 y E (220000, 24500, 30 Ul/kg).
2BMZN = Bagazo de manzana fermentado.
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Material Biol6gico

Las cuatro 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 reacciéon en 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 Autonoma de Chihuahua. Para la identificacion se realizo
un cultivo de levaduras por dilucion seriada y se aislaron 16 colonias a las cuales se les extrajo ADN
para amplificar una regién del ADNr 18S (752 pb). El producto de PCR obtenido se someti6 a
secuenciacion, realizando su andlisis por medio del programa Blast de la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

El andlisis de las secuencias mostrd que las levaduras correspondientes a las 16 colonias
aisladas fueron: Saccharomyces cerevisiae; Issatchenkia orientalis y Kluyveromyces lactis
(Villagran et al., 2009). Las cepas utilizadas para este trabajo fueron K. lactis cepas 2 y 11; I.
orientalis cepa 3y S. cerevisiae cepa 6. Todas obtenidas a partir de la fermentacion en estado sélido
del BM. Las cepas se mantuvieron viables mediante resiembras periddicas en cufias y en cajas
petri. El medio que se utilizd fue Extracto de Malta a razon de 33.6 g/L y el tiempo de incubacion
fué de 48 horas a una temperatura de 30 °C. Posteriormente, se conservaron en refrigeracion a una
temperatura de 4 °C.

El'IL que se utilizé en el presente experimento, se prepard en 5 botes de 20 L, a 4 de ellos
se le agregaron cultivos de levaduras provenientes de 3 cajas Petri de cada una de las cepas
descritas anteriormente, adicionando a cada uno de los 5 botes, 6 g de urea, 1 g de sulfato de
amonio, 500 g de melaza de cafia, 2.5 g de premezcla de vitaminas y minerales y 6 L de agua
destilada. A cada bote se le adapt6 un oxigenador portatil durante 96 h con la finalidad de suministrar

el oxigeno necesario para favorecer el crecimiento de las levaduras.



Posteriormente se tomaron muestras de 10 mL de cada bote en frascos de plastico de 50
mL cerrados herméticamente, los cuales se trasladaron al Laboratorio de Nutricién Animal para
realizar el conteo de levaduras por microscopia, con la ayuda de una micropipeta (Nichiryo LE) de
un volumen de 10 a 100 pL y puntas desechables, asi mismo, se prepard una dilucion serial de 1
mL de muestra utilizando como diluyente agua destilada, posteriormente se tomaron 10 uL de la
dilucion de cada muestra y se colocaron en un hematocimetro (camara de Neubauer) para el conteo
(Diaz, 2006).

La cantidad de células individuales o en gemacién se contaron en los 4 cuadrantes de la
camara de Neubauer. Se determiné el promedio por cuadrante y se calculd la cantidad de células
por mililitro (cel/mL), ajustando la cantidad de cada cepa a 3.7 x 109 UFC/mL en 500 mL por medio
de diluciones con el sustrato sin levaduras, para adicionar 2 L de indculo en el concentrado del T3.
Manejo de los Animales

Previo al inicio del experimento los becerros fueron pesados e identificados con arete
plastico, vacunados via intramuscular (IBR, DVB, PI3, VRSB) con una dosis de 2 mL/animal,
desparasitados interna y externamente via subcutanea con Ivermectina 1 % (1 mL/50 kg de PV).
Posteriormente, fueron divididos al azar en tres grupos de nueve becerros, cada grupo estuvo
formado por tres corrales (18 m2) con piso de tierra, provistos con bebedero y comedero alojando
tres animales cada uno, con disponibilidad permanente de agua y alimentados ad libitum una vez
al dia a las 9:00 h. Se utilizaron tres dietas de crecimiento durante el experimento (NRC, 1996),
ofreciendo 1.2 kg de HA y 1.7 kg de EM en base a materia seca (MS), adicionando 1.2 kg de MS
de concentrado por animal por dia segun el tratamiento correspondiente. Cada 14 d se ajusté el
consumo de alimento, pesando el alimento ofrecido y rechazado por tres dias consecutivos, donde
Unicamente se aumentaron los kg de HA'y EM en un 15 %, asegurando la disponibilidad de la dieta

durante todo el dia.



Un becerro fue descartado de la prueba, debido a causas ajenas al efecto de tratamiento,
por lo que el tamafio de muestra del T3 fue de 8 becerros.
Toma de Muestras

Temperatura ambiental. La temperatura ambiental (TA) maxima y minima se registro
diariamente con un termémetro de mercurio a las 7:00 am y 1:00 pm.

Comportamiento productivo. Las variables de la prueba de comportamiento se midieron
alinicio y cada 28 d durante todo el experimento, pesandose individualmente a los becerros los dias
1,28, 56 y 84 de la prueba, utilizando una bascula REVUELTA® con capacidad de 1500 kg para
conocer su peso vivo (PV). El alimento ofrecido y el rechazado fueron registrados tres dias
consecutivos por corral a mitad de cada periodo de pesaje mediante una bascula manual PEXA,
para calcular el consumo de materia seca (CMS), ajustandose a un rechazo de un 10 %.

Para calcular la ganancia diaria de peso (GDP) se realizd una resta entre pesos
consecutivos y el producto se dividié entre 28, siendo el nimero de dias que transcurrieron entre
un pesaje y otro. La informacion obtenida sobre el CMS y GDP fue usada para determinar la
conversion alimenticia (CA), la cual es la cantidad resultante entre la cantidad de alimento
consumido y la ganancia de peso en un periodo de 28 d.

Muestras sanguineas. Por animal se colectaron cuatro tubos de muestra de sangre por
puncién directa de la vena yugular después del pesaje individual y antes que recibieran la dieta
durante la mafiana, estas muestras se preservaron en hielera abastecida con hielo.

Determinacion de minerales en suero. Para la medicién de Zinc (Zn), Manganeso (Mn) y
Cobre (Cu) se colectaron dos tubos Vacutainer® (sin anticoagulante), al inicio y cada 28 d de la
prueba. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 3500 xg durante 10 min a 4 °C para extraer
el suero sanguineo; se colectd el sobrenadante en viales color ambar de 10 mL previamente

marcados y posteriormente se congelaron a - 20 °C hasta realizar su analisis. Previo a su medicion,



se descongelaron en refrigeracion a 4 °C, posteriormente se tomaron tres submuestras de 2 mL
para cada mineral (Zn, Mn'y Cu) en tubos (BD Falcon) de 5 mL, adicionandole &cido tricloroacético
(ATCA) al 20 % (1 mL ATCA: 1 mL de suero), mezclandose en vortice (Vortex Genie Il) por 10
segundo (s) para después centrifugar a 3500 xg durante 10 min y 4 °C para obtener un
sobrenadante desproteinizado, posteriormente la cantidad de sobrenadante se diluy6é con agua
destilada en la misma proporcion (1 mL:1 mL).El anélisis fue realizado con estandares preparados
con glicerol para mantener las caracteristicas de viscosidad de las muestras diluidas. Todas las
soluciones utilizadas fueron preparadas con agua tridestilada.

La solucién estandar de Zn (ZnSO4-7H.0) fue preparada con 1.09 g diluidos en 250 mL de
agua tridestilada, adicionando el 5 % de glicerol; el estandar de Mn (MnSO4-H20) fue preparado
con 0.77 g diluidos en 250 mL de agua tridestilada, adicionando el 10 % de glicerol; y la solucion
estandar de Cu (CuSO4-H20) fue preparada con 9.71 mL diluidos en 100 mL de agua destilada,
adicionando 10 % de glicerol. Las soluciones de trabajo de los estandares fueron preparadas un
dia antes de analizar las muestras. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado por medio
de espectrofotometria de absorcion atémica (AAnalyst 200, Perkin-Elmer instruments), siguiendo
las recomendaciones de Makino y Takahara (1981) reportando los resultados en partes por millén
(ppm).

Medicion de la actividad antioxidante en plasma (AA). Para la medicion de actividad
antioxidante (AA) se colecto una muestra en tubo Vacutainer® (7.2 mg de EDTA como
anticoagulante) al inicio y cada 28 d del experimento. Las muestras destinadas para determinar AA,
se trasladaron al laboratorio de nutricion animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia donde
fueron centrifugadas a 3500 xg por 10 min a 4 °C, el plasma se decant6 en viales color ambar de
una capacidad de 10 mL, previamente rotulados, posteriormente se congelaron a - 20 °C hasta el

momento de su medicién. Esta variable se analizd con la técnica desarrollada por Benzie y Strain



(1996), la cual tiene como objetivo medir la habilidad del plasma para reducir el fierro o FRAP por
sus siglas en inglés (Ferric Reductive Ability of Plasma). Esta técnica se realiza por colorimetria,
diluyendo las muestras de plasma en agua destilada y metanol (73.75 % de agua destilada, 25 %
de metanol y 1.25 % de plasma).

Para la mediciéon de AA se prepararon tres soluciones: 1.- Solucién bufer (300 mM de
C2H3NaO2-3H:0, pH 3.6) se agregaron 3.1 g de acetato de sodio trihidratado, se afiadieron 16 mL
de &cido acético glacial (C2H402) y se aforé a 1 litro (L) con agua destilada, esta solucién se preservo
a4 °C; 2.- Solucién de acido clorhidrico (HCI) 40 mM, se adicioné 1.46 mL de HCI concentrado en
un matraz de 1 L, aforandose con agua destilada, esta solucién se preservé a temperatura
ambiente; 3.- Solucion tris-piridil-triacina (TPTZ; 10 mM/L de 2,4,6-trispyridyl-s-triazine), se
mezclaron 0.031 g de TPTZ en 10 mL de la solucion 2, este reactivo se prepard al momento en que
fue utilizado; 4.- Solucién de cloruro férrico hexahidratado (20 mM de FeCl3-6H20), se mezclaron
0.054 g en 10 mL de agua destilada, esta solucién se preparé un dia antes de ser utilizada y se
preservo en refrigeracion (4 °C).

La solucion FRAP estuvo compuesta por las soluciones 1, 3 y 4 en una relacién de 10:1:1
(viviv), este reactivo fué preparado al momento en que fueron preparadas las muestras para su
andlisis, ya que no puede ser preservado.

La solucion estandar para la curva de calibracion se preparé con 0.0417 g de sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4-7H.0) diluido en 50 mL de metanol grado HPLC (CH30H), con esta mezcla
se prepararon muestras de 0.0 (blanco), 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL, a dichas cantidades se les
agreg6d metanol (excepto a la ultima) hasta completar 1 mL y posteriormente a cada una se le
adicion6 3 mL de agua destilada, se agitaron en vértice por 10 s, posteriormente cada punto de la
curva se analizd por triplicado, extrayendo 200 pL de cada punto y adicionandole 1,800 uL se

solucion FRAP por cada tubo del triplicado, nuevamente se agitaron en vortice y después de 10 min



de reposo a temperatura ambiente se procedi6 a tomar la lectura en un espectrofotdmetro Juniore
Il Coleman modelo 6/20 a una absorbancia de 593 nanémetros (nm). Con los datos que se
obtuvieron se elabor¢ una curva de prediccion en base a una ecuacion de regresion.

Una vez descongelado el plasma se procedié a preparar las muestras, se tomaron 7 L de
plasma y se afiadieron a un tubo en el que previamente se habian adicionado 200 pL de agua,
enseguida se agregaron 195 pL de metanol y se mezclaron en vortex, a dicha mezcla se le
afadieron 2,000 L de solucién FRAP, pasados 10 min de reposo se procedi6 a tomar la lectura a
una absorbancia de 593 nm. El blanco se preparé de la misma forma que las muestras, excepto
que se le adicionaron 7 pL de agua destilada, las muestras y el blanco se prepararon por triplicado.
Con la ecuacion y la cantidad de absorbancia de la muestra, se calcul6 la AA por micromolar (um)
de plasma sanguineo, los resultados se expresaron en micromolar equivalentes a Fez (um Fey).

Biometria hematica (BH). Para analizar biometria hematica (BH) se colecto un tubo
Vacutainer® (7.2 mg de EDTA como anticoagulante) los dias 56 y 84 del experimento. Se
determinaron diferentes componentes sanguineos en cantidad, porcentaje y peso, siendo los
siguientes: Leucocitos (Leu), Neutréfilo (Neu), Linfocitos (Lin), Células mixtas (Cm), Eritrocitos (Er),
Hemoglobina (Hem), Hematocrito (Hto), Volumen corpuscular medio (VCM), Hemoglobina
corpuscular medio (HCM), Concentracién de hemoglobina corpuscular medio (CHCM) y Plaquetas
(Pa).

Las muestras para BH se enviaron a las instalaciones de ASSAY Laboratorio Clinico S. de R. L. de
C. V., donde realizaron su anélisis mediante un citometro Beckman Coulter®/act/dif/1al.
Analisis Estadistico

Las variables de la prueba de comportamiento, como el PV, CDA, GDP y CA se analizaron

tomando como efecto fijo el tratamiento y el peso inicial como covariable en un disefio

completamente al azar. Por otra parte, se analizaron Zn, Mn, Cu, AA y BH tomando como efectos



fijos tratamiento y muestreo, y su interaccién, y como efecto aleatorio al animal, se utilizé la prueba
de Tukey para establecer las posibles diferencias entre las medias de los tratamientos (Steel y

Torrie, 1997).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Temperatura Ambiental

La TA promedio que se registro durante los meses transcurridos en este experimento, se
muestra en el (Cuadro 4). La TA es probablemente la variable mas investigada y al mismo tiempo
la mas utilizada como indicador de estrés. Los efectos de la temperatura ambiente sobre el
rendimiento de los animales han sido estudiados ampliamente en el ganado bovino (Mujibi et al.,
2010), y se ha encontrado que un animal dentro de su capacidad genética y fisiologica, se ajusta
continuamente para enfrentar los cambios ambientales (Young et al., 1989). Por otro lado, Arias
(2006) mencion6 que la temperatura ambiente efectiva de confort es el estado constante de
temperatura corporal, la cual puede ser mantenida sin necesidad de ajustes fisioldégicos o de
comportamiento.

En este estudio es probable que los animales hayan experimento un cuadro de estrés por
frio, y como respuesta incrementaron el consumo de alimento para generar calor metabdlico lo que
coincide con Young (1983) quien reporto que animales expuestos a bajas temperaturas
desencadenan diversos mecanismos de termorregulacién donde los requerimientos para
mantenimiento permanecen sin cambios hasta que la temperatura critica sea superada; por el
contrario, puede provocar dafios de tejidos, del sistema inmune y disminucion en la respuesta
reproductiva y de crecimiento (Moberg, 1987).

Prueba de Comportamiento

Se observé un efecto significativo (P<0.05) sobre el CDA y CA como consecuencia de la
dieta (Cuadro 5). Los becerros del T3 fueron superiores (P<0.05) en el CDA (8.512 +0.12 kg/d) y
en la CA (1.530+0.03) que aquellos que se les ofrecié bagazo de manzana fermentado y la dieta

testigo.



Cuadro 4. Temperatura ambiental promedio registrada durante el experimento

Temperatura °Ca

Fecha Dia de muestreo®
Méxima Minima
17-Febrero / 01-Marzo 1 243 -7.3
02-Marzo / 30-Marzo 28 272 -3.0
31-Marzo / 27-Abril 56 304 0.9
28-Abril / 25-Mayo 84 30.7 26
Promedio 28.1 1.7

al a temperatura maxima y minima corresponde al promedio registrado en el transcurso de los dias de
las fechas indicadas.
bSon los dias de muestreo durante el tiempo que durd el experimento.
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Cuadro 5. Medias (+ EE) del comportamiento productivo de becerros alimentados con tres dietas

diferentes.
Tratamientos!
Variables
T1 T2 T3
Peso vivo, kg 184.96+4.342 178.34+4.36° 183.60+4.612

CDA, kg/d 7.89+0.120 7.54£0.120 8.5140.122
GDP, kg/d 0.86+0.05% 0.79+0.05° 0.85+0.05%

CA 1.39+0.030 1.38+0.030 1.53+0.03?

ab Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
1T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado +
bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + inéculo de levaduras (IL).
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Sin embargo, a pesar de que los becerros que recibieron un IL en su dieta mostraron un efecto
sobre CDA y CA, no hubo (P>0.05) diferencia en PV y GDP al compararse con los otros dos tratamientos.
Es posible que el IL haya estimulado el crecimiento numérico de las bacterias celuloliticas e incrementado
la fermentacion de la fibra a nivel ruminal, aumentando asi el consumo de alimento sin mejorar el PV y
GDP.

De acuerdo con otras investigaciones, el aumento en el consumo diario de alimento observado
es resultado de un incremento en la degradacion ruminal de la fibra por efecto de la adicion del cultivo de
levadura (Newbold et al.,1996), lo que parece estar asociado al estimulo en crecimiento y actividad de las
bacterias celuloliticas, incrementando el flujo de proteina hacia el intestino delgado por lo que se espera
un mejor desarrollo del animal por tener mas disponibilidad de nutrientes (Biricik y Turkmen, 2001). Young
(1983) indicd que animales expuestos a condiciones de frio por abajo de la temperatura corporal critica,
esta asociada con la aclimatacién metabdlica, lo que se traduce en mayor produccion de calor para
mantener las funciones vitales del organismo. Delfino y Mathison (1991) reportaron evidencia de que las
bajas temperaturas provocan un comportamiento pobre en términos de eficiencia alimenticia.

En el presente estudio, posiblemente la TA extrema que se registré durante el desarrollo de la
prueba limitd la expresion del potencial productivo de los animales. La menor produccién durante el
invierno esta asociada a mayor demanda de energia para mantenimiento y menor digestibilidad del
alimento (Arias et al., 2008) por incremento en la actividad de la glandula tiroides que influye en el tracto
gastrointestinal, causando incremento de la motilidad intestinal y tasa de pasaje de los alimentos (NRC,
1996). En otro estudio mencionaron que el consumo de alimento se incrementé en invierno sin tener
efecto en la eficiencia alimenticia, por lo que la energia del alimento fue dirigida para mitigar los efectos
de las condiciones climaticas adversas, tales como, incrementar la produccién de calor o la acumulacion
de grasa corporal para ayudar a disminuir la perdida de calor (Mujibi et al., 2010).

Concentracion de Minerales en Suero
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Zinc. El (Cuadro 6) presenta la concentracion en suero sanguineo, mostrando significancia
(P<0.05) el dia de muestreo. EI Zn super6 el nivel mas alto dentro de la especie, excepto el dia 56, siendo
este dia donde los tres tratamientos registraron la concentracion mas baja (P<0.05), con valores de
11.142.77, 10.5642.81 y 12.30+2.90 ymol/L para el T1, T2 y T3, respectivamente. Asi mismo, al final
del experimento el T2 revelé diferencia (P<0.05) mostrando 22.29+2.81 pmolL, inferior al 1y 28 d de
muestreo, pero superior al 56 d. Los valores de referencia para el Zn van desde 13.96 a 16.43 pymol/L
(McDowell y Arthington, 2005).

La concentracion de Zn mostré significancia al incrementarse los niveles cuando se presentaron
las temperaturas mas bajas. El rol especifico del Zn en en la respuesta inmune no esta completamente
claro, sin embargo, se considera esencial para la integridad del sistema inmune (Hambridge et al., 1986).
Murray et al., (2000) mencionaron que el Zn es un componente estructural de la enzima superoxido
dismutasa (SOD), la cual ayuda a eliminar los radicales libres producidos en el cuerpo durante una
respuesta inmune. Droke y Spears (1993) publicaron que la respuesta inmune de corderos alimentados
con deficiencia marginal de zinc (8.7 mg/kg MS) en su dieta, no revelaron diferencias con respecto a los
corderos que recibieron cantidades adecuadas de zinc (44.0 mg/kg MS). Sin embargo, en este estudio se
obtuvieron los limites fisioldgicos mas bajos el dia 56 de muestreo sin observarse signos clinicos, lo que
concuerda con Cuesta et al.,, (2011) quienes observaron valores promedio de 13.19 ymol/L inferiores al
limite mas bajo para la especie con un 87.5 % de los animales por abajo del rango inferior sin observarse

animales fisicamente enfermos.
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Cuadro 6. Medias (+ EE) de la concentracion de zinc (umol/L) en suero sanguineo de becerros

alimentados con tres dietas diferentes

Dia de muestreo

Tratamientos’

™ T2 T3
1 31.38+2.77~ 31.65+2.81x 31.15+2.90
28 30.03x2.77% 36.75+2.81% 29.62+2.90
56 11.14£2.77y 10.56+2.812 12.30£2.90v
84 29.05+2.77* 22.29+2.81y 24.76+2.90¢

xyz Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.

1T1 =Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado + bagazo

de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + indculo de levaduras (IL).
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Spears (2000) report6 que la deficiencia de zinc en corderos disminuye el porcentaje de linfocitos
e incrementan los neutréfilos en la circulacion sanguinea; de acuerdo a lo publicado por este autor, en
nuestro estudio la disminucion de Zn el dia 56 propicid una reduccién en la cantidad de linfocitos e
incrementan los neutréfilos en la circulaciéon sanguinea; de acuerdo a lo publicado por este autor, en
nuestro estudio la disminucion de Zn el dia 56 propicié una reduccion en la cantidad de linfocitos pero no
un incremento en el nimero de neutrdfilos, lo que coincide con lo publicado por (Hambridge et al., 1986).
Cerone et al., (2000) reportaron que la deficiencia de Zinc y Cobre provoca en bovinos atrofia del bazo y
del timo, linfopenia, monocitosis y disminucién de la capacidad fagocitica de los neutréfilos, afecta a las
células Ty By por tanto la producciéon de anticuerpos.

Manganeso. La mayor (P<0.05) concentracion de Mn que presentaron los tratamientos fue al
inicio y al final de la prueba (Cuadro 7), sin embargo, el dia 28 se observaron las concentraciones mas
bajas (P<0.05) con 4.97+2.15, 4.29+2.11 y 7.2842.22 umol/L para T1, T2 y T3, respectivamente. Excepto
para el T1 con niveles similares el dia 28 y 56 (P>0.05).

La absorciéon de Mn es influenciada por muchos factores tales como la forma quimica e
interacciones entre diferentes micronutrientes (Sanchez-Morito et al., 1999). Asi mismo, el Mn es otro
antagonista potencial del Cu que afecta su absorcién a nivel intestinal (Grace, 1973), limitados estudios
han examinado el efecto antagénico que ejerce el Mn sobre el Cu en dietas de rumiantes. Arredondo et
al., (2003) sugirieron que el Mn y Cu pueden compartir la misma ruta en la absorcién y transporte a nivel
intestinal, por medio de la proteina transportadora 1 de metales divalentes lo que los hace competir entre
ellos. En su estudio Ivan y Grieve (1976) encontraron que la adicién de 50 mg Mn/kg MS a una dieta que
contenia 12 mg Mn/kg MS resulto en una disminucion en la absorcion de Cu en el tracto gastrointestinal

de becerros Holstein; sin embargo, la dinamica del antagonismo en rumiantes no esta muy clara.
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Cuadro 7. Medias (+ EE) de la concentracion de manganeso (umol/L) en suero sanguineo de
becerros alimentados con tres dietas diferentes.

) Tratamientos!
Dia de muestreo

™ T2 T3
1 22.57+2.15% 21.10£2.11% 21.81£2.22%
28 4.97+2.15y 4.29+2.112 7.28+2.227
56 8.50£2.15Y 12.56£2.11y 14.92+2.22y
84 22.30+2.15x 23.71£2.11x 23.37+2.22x

xyz Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.
1T1 =Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado + bagazo
de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + indculo de levaduras (IL).
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En el presente estudio, la disminucion de Mny Cu el dia 28 de muestreo tal vez se debio a la alta
concentracion de Zn que ocurrié el mismo dia, siendo el Cu para el dia 56 quien propicio la menor cantidad
deMny Zn.

Aunque existen otros minerales que pueden provocar su disminucion tal como la deficiencia de
Mg puede modificar indirectamente la absorcion de Mn por la alteracién de la disponibilidad de otros
cationes divalentes tales como Ca, Zn (Planells et al., 1994) y Cu (Jimenez et al., 1997). Sanchez-Morito
et al., (1999) asumieron que la disminucion en la concentracion de Mn estuvo relacionada a un incremento
en la actividad metabdlica en la medula dsea, como un mecanismo para incrementar la eritropoyesis e
intentar compensar la hemolisis inducida por la deficiencia de Mg (Piomelli et al., 1973). Por otra parte,
Jenkins y Hiridoglou (1991) publicaron que el exceso de Mn afecta negativamente el metabolismo de
Fe en bovinos, resultando en una disminucion del volumen del paquete celular y de la hemoglobina,
reduciendo la capacidad de union de Fe en suero.

Cobre. La concentracion de Cu de los tres tratamientos sobrepasé el nivel maximo dentro de la
especie durante la prueba (Cuadro 8), excepto en el dia 28, este mismo dia los tres tratamientos fueron
inferiores (P<0.05) al resto de los dias de muestreo (8.04+2.34, 8.3242.34 y 9.76+2.47 umol/L para el
T1, T2y T3, respectivamente). Sin embargo, los tres tratamientos el dia 56 revelaron la mas alta (P<0.05)
concentracion que el resto de los dias de muestreo, excepto el dia 56 y 84 del T3 los cuales fueron
similares (P>0.05). El rango de valores de referencia para Cu en suero de bovinos es de 11.0 a 18.0
pmol/L (McDowell y Arthington, 2005).

Castillo et al., (2012) mencionaron que el Cu es un elemento traza esencial para los procesos de
respuesta inmune, juega un rol de cofactor para muchas enzimas (citocromo oxidasa, ceruloplasmina y
superdxido dismutasa), por lo que puede realizar varias funciones en el sistema inmune de las cuales el

mecanismo directo de accion no estad muy claro (Solaiman et al., 2007).
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Cuadro 8. Medias (+ EE) de la concentracion de cobre (umol/L) en suero sanguineo de becerros
alimentados con tres dietas diferentes

Tratamientos!
Dia de muestreo
T1 T2 T3
1 22.1742.34y 24.48+2.34y 23.83+£2.47y
28 8.0442.342 8.3242.342 9.7642.472
56 33.36+2.34x 38.06+2.34x 31.2942.47x
84 23.16+2.34y 20.96+2.34y 29.29+2.47x

xyz Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.
1T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado + bagazo
de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + inéculo de levaduras (IL).
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Se ha observado que animales con deficiencias de Cu pueden tener cupremias dentro de rango,
ya que en los tejidos donde se acumula sigue enviando sus reservas a la circulacién (Quiroz-Rocha y
Bouda, 2001). Asimismo, animales con intoxicacién cronica por Cu pueden tener acumulacion excesiva
principalmente en higado y los niveles séricos encontrarse dentro de rangos de referencia (Wikse et al.,
1992).

En este estudio, el dia 28 de muestreo los tres tratamientos presentaron niveles inferiores a los
limites fisiologicos de la especie, esto tal vez debido al incremento de Zn que haya competido en la
absorcion de Cu y repercutido en su concentracion, o posiblemente porque el Cu fue incorporado a la
SOD en las células rojas durante la hematopoyesis y vida 0til de eritrocitos la cual es alrededor de 150
dias (Suttle y McMurray, 1983).

En otro estudio, Cuesta et al., (2011) diagnosticaron valores promedio de Cu de 11.5 pmol/L y el
40 % de sus bovinos presentaron valores inferiores al limite critico de 11.0 ymol/L sin presentar signos
clinicos. Los rumiantes en su mayoria, excepto el ovino, tienen alta capacidad de almacenar Cu en el
higado (Mertz y Davis, 1987), esto se debe a su capacidad de sintesis de metalotioneinas que ayudan a
retener al Cu y otros minerales en el hepatocito (Gooneratne et al., 1989). Durante la hipocuprosis
disminuye la actividad de enzimas Cu dependientes como la citocromo oxidasa, que es necesaria para la
actividad fagocitica y de la superéxido dismutasa (SOD), lo que reduce la vida media de los leucocitos al
ser estas células dependientes de esta enzima y todo ello causa predisposicion de enfermedades
infecciosas y virales afectandose negativamente el sistema inmunoldgico del animal y con ello la
capacidad de respuesta a la infeccién (Spears, 2003).

Actividad Antioxidante
La mayor AA (P<0.05) se observé al inicio del experimento en los tres tratamientos, mostrando

un incremento significativo (P<0.05) el T2 (15.99+0.03 umol/L) al compararse con el T1 y T3, sin
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embargo, el T1 el dia 84 fué inferior (P<0.05) al T2 y T3 (15.62+0.03 umol/L). Asi también, el dia 28 y 56
el T2 y T3 fueron similares entre si, pero inferiores (P<0.05) al dia 1y 84 de la prueba (Cuadro 18)9.
Tanaka et al., (2008) mencionaron que el estrés por calor estimula la produccién de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ROS). Por otra parte, el estrés oxidativo corresponde a un desequilibrio
entre la tasa de produccion de oxidantes y la de su degradacién (Sorg, 2004).

Los resultados del presente estudio, mostraron que al exponer los becerros al frio en los primeros
dias del experimento, los niveles de los minerales y BMZN del T2 ejercieron efecto sobre las enzimas
antioxidantes, disminuyendo la liberacion de ROS en los becerros, pudiendo protegerlos de un estrés
oxidativo, mostrando el mismo patrén el dia 84 para los T2 y T3. Lo que coincide con Prior y Cao (1999)
quienes publicaron que un incremento en la produccién de ROS puede causar una disminucién en la
capacidad antioxidante total in vivo. Rodriguez (2008) reportd que ovinos engordados con una dieta con
manzarina, presentaron un incremento de AA con respecto al grupo testigo (24.34 y 21.79 pmol/L). En
otro estudio Gallegos (2007) publico que vacas Holstein en produccién alimentadas con manzarina,
mostraron mayor AA (22.52 pmol/L) con respecto al grupo control (18.65 pymol/L) al final de la prueba
reportaron que los bovinos requieren alrededor de 3 o0 4 dias después de iniciado un cambio calérico para
disminuir totalmente los efectos de la carga calérica, seguido de una recuperacién del poder total
antioxidante en su cuerpo (Worapol et al., 2011).

Biometria hematica

El Cuadro 10 y 11 muestran los niveles hematoldgicos y los pardmetros de referencia. Los
leucocitos (Leu), linfocitos (Lin), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM) y plaquetas (Pq) presentaron efecto (P<0.05) del dia de muestreo; los neutréfilos (Neu) en % y pL

presentaron diferencia (P<0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 9. Medias (+ EE) de la actividad antioxidante (umol/L FeSO4)2 en plasma sanguineo
de becerros alimentados con tres dietas diferentes.

Tratamientos!
Dia de muestreo
T1 T2 T3
1 15.73£0.030 % 15.9940.03ax 15.8140.03bx
28 15.62+0.03ay 15.64+0.0322 15.62+0.0322
56 15.58+0.03ay 15.6140.0322 15.62+0.0322
84 15.62+0.030y 15.72+0.032y 15.7140.032y

a Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
xyz Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.

1T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado + bagazo
de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + indculo de levaduras (IL).

2pmol/L FeSO4 (micromolar de actividad reductiva de FeSO4), por litro de plasma sanguineo.
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Leucocitos y linfocitos. Las concentraciones de Leu y Lin el dia 84 de muestreo presentaron
aumento significativo (P<0.05) en el T1 y T2 mostrando 9.82+0.95 y 11.11+0.95 x 103/uL para Leu y
7.3040.92 y 8.73+0.92 x 10%/pL para Lin, respectivamente.

Cabe mencionar que el T2 y T3 superaron el nivel méximo dentro de la especie en Lin (Cuadro
10). Los becerros que recibieron IL en su dieta mantuvieron la cantidad de Leu y Lin cerca del nivel
maximo para estas variables, sin mostrar variaciones significativas a través del tiempo.

El dia 56 de muestreo fue donde se observé la menor cantidad de Leu y Lin, tal vez debido a la
presencia de un cuadro de estrés, provocado por las bajas temperaturas promedio registradas durante
los dias 1,28 y 56 (- 7.3, -3.0 y 0.9 °C) del experimento seguido por la disminucion en la concentracién
de Zn, Mn y AA lo que repercutit en la disminucion de estas células exponiendo a los becerros a una
liberacion de ROS. Sin embargo, el dia 84 incrementaron la cantidad de células blancas, minerales y AA,
lo cual puede relacionarse con la recuperacion de su confort, superando el desafio de estrés térmico sin
haber mostrado signos clinicos adversos.

Gupta et al., (2007) mencionaron que existe una estrecha relacion entre el perfil de leucocitos y
el nivel de glucocorticoides plasmaticos durante el estrés fisiologico; estas hormonas pueden actuar
incrementando el nimero y porcentaje de neutrdfilos, mientras que disminuyen los linfocitos (Blanco et
al., 2009). Buckham et al.,, (2008) publicaron que los linfocitos circulantes se adherian a las células
endoteliales que cubren las paredes de los vasos sanguineos como respuesta al incremento de los
glucocorticoides durante el estrés, y posteriormente pasan de la circulacion a tejidos como los ganglios
linfaticos, médula dsea, bazo y piel donde son retenidos, produciendo por lo tanto una disminucion del

nimero de linfocitos circulantes.
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Cuadro 10. Medias (+ EE)?2 de células blancas de biometria hematica de becerros alimentados con tres

dietas diferentes.

Dia de Tratamientos’ Valores de
Células
muestreo ™ T2 T3 BH3
56 7.58+0.95Y 8.18+0.95Y 9.65+1.00v
Leucocitos (103/uL) 4-12
84 9.8240.95«  11.11£0.95¢«  10.80+1.00v
56 3.22+0.76P 6.67+0.762 5.87+0.802
Neutréfilos (%) 15-45
84 4.4410.762 4.22+0.762 5.00£0.80a
56 65.00+4.69  73.00+4.69  74.00+4.97
Linfocitos (%) 45-75
84 74441469  76.89+4.69  71.50+4.97
56 31.78+4.51 20.33+4.51 20.12+4.78
Cél. Mixtas (%) 2-20
84 21.1144.51 18.89+4.51 23.50+4.78
56 0.24+0.080 0.53+0.082 0.61£0.092
Neutrofilos (103/uL) 0.6-4
84 0.43+0.082 0.48+0.082 0.56+0.092
56 4.84+0.92y 5.99+0.92y 7.1240.98y
Linfocitos (103/pL) 2.5-75
84 7.3040.92¢ 8.7340.92x 7.75£0.98Y
56 2.49+0.40 1.65+0.40 1.91+0.42
Cél. mixtas (10%/uL) 0-2.4
84 2.09+0.40 1.90+0.40 2.49+0.42

a Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.

* Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.

1T1 =Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado + bagazo

de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + indculo de levaduras (IL).

2 Medias sin literal en fila y columna, no mostraron diferencia (P>0.05).
3Valores de biometria hematica de bovinos.
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Cuadro 11. Medias (+ EE)? de células rojas de biometria hematica de becerros alimentados con
tres dietas diferentes.

Dia de Tratamientos’ Valores
Células
muestreo T1 T2 T3 de BH?
56 5.14+0.41 5.40+0.41 5.32+0.44
Eritrocitos (106/uL) 5-10
84 5.51+0.41 6.54+0.41 5.92+0.44
56 11.45+0.50 11.33+0.50 11.72+0.53
Hemoglobina (g/dL) 8-15
84 11.20+0.50 12.62+0.50 11.60+0.53
56 38.42+2.41 34.02+2.41 33.77+2.56
Hematocrito (%) 24-46
84 33.60+2.41 37.87+2.41 34.80+2.56
56 73.7843.26x  63.51+£3.25¢  64.09+3.45%
VCM (fL) 40-60
84 61.87+3.26y  59.69+3.25¢  59.31+3.45%
56 22.50+0.86x  21.15+0.86x  22.36+0.91x
HCM (Pg) 11-17
84 20.1740.86y  19.89+0.86x  19.77+0.91y
56 31.47+1.07 33.29+1.07 35.35+1.14
CHCM (g/dL) 30-36
84 33.30%1.07 33.30+1.07 33.30+1.14
56 5.69+0.37x 5.67+0.37x 4.35+0.40%
Plaquetas (105/uL) 1-8
84 2.410.37y 2.70+0.37y 2.06+0.40v

x Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia de muestreo.

1T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA + EM + concentrado +
bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM + concentrado + inéculo de levaduras (IL).
2 Medias sin literal en fila y columna, no mostraron diferencia (P>0.05).

3Valores de biometria hematica de bovinos.
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En ofra investigacion, Rodriguez (2008) reportd que ovinos engordados con manzarina en su
dieta, presentaron un incremento de leucocitos (9.49 y 8.78 103/uL) al finalizar la prueba. Gallegos (2007)
publicd que vacas Holstein en produccion alimentadas con y sin manzarina, no presentaron efecto
(P>0.05) en la cantidad de leucocitos en sangre.

Neutrdfilos. Los tres tratamientos durante la prueba estuvieron por abajo del limite inferior de
Neu en porcentaje y concentracion, excepto el T3 al dia 56. A pesar de este comportamiento, el T1
presentd la menor (P<0.05) cantidad de Neu el dia 56 (3.22+0.76 % y 0.24+0.08 x 103/uL), con respecto
al resto de los tratamientos (Cuadro 10).

La baja cantidad de Neu tal vez se debi6 a la baja concentracion de Zn y Mn el dia 56, sin lograr
alcanzar la cantidad 6ptima al final de la prueba a pesar del incremento de los minerales en mencion. Por
otra parte, aiin y cuando estuvieron por abajo del limite inferior, el T1 el dia 56 fue el mas perjudicado con
respecto al T2 y T3. Aunado a esto, se observd que los animales del T2 y T3 mostraron mayor nivel de
Neu que el T1 durante la prueba. Rodriguez (2008) report6 efecto de sexo en ovinos alimentados con
manzarina, donde las hembras que recibieron manzarina tuvieron mayor cantidad de neutréfilos que los
machos (59.2 y 50.2 %, respectivamente) del grupo control. Por otro lado, Gallegos (2007) no encontré
diferencia en vacas Holstein en produccion alimentadas con y sin manzarina (34.27 y 35.98 %). Romero
et al,, (2011) mencionaron que los neutréfilos proliferan en la circulacion como respuesta a infecciones,
inflamaciones y al estrés; disminuyendo en ciertas infecciones y estados de anafilaxia. Por otro lado, los
glucocorticoides de animales estresados estimulan el flujo de neutréfilos desde la médula 6sea hacia la
sangre y reducen el paso de estos hacia otros compartimentos, generando un incremento de neutréfilos
maduros e inmaduros en la circulacién sanguinea (Buckham et al., 2008).

Volumen corpuscular medio. Los valores de VCM de los tres tratamientos el dia 56 superaron
el nivel maximo dentro de la especie, asi mismo, el VCM del T1 el dia 84 ain y cuando fué inferior

(61.87+3.26 fentolitros (fL) al dia 56, sobre paso el nivel maximo (Cuadro 11).
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La alta cantidad de VCM que se observd el dia 56 y 84 de la prueba en el T1, tal vez le perjudicd
la baja cantidad de Zn, Mn y AA, lo que pudo haber incrementado una reaccién inflamatoria y anemia
macrocitica. El incremento del VCM es un indicador de anemia macrocitica, mientras los eosindfilos
disminuyen ante el aumento a la reaccion inflamatoria (Rodostitis et al., 2000). En este estudio puede ser
que haya existido una disminucion de la concentracion de Fe por efecto de los niveles altos de Mn y Cu
mostrados en esta investigacion, lo que coincidié con lo publicado de Reeves et al., (2004). Asi mismo,
Jenkins y Hiridoglou (1991) mencionaron que altas concentraciones de Mn afectan el metabolismo de Fe
en bovinos, resultando en una disminucién del volumen del paquete celular y de la hemoglobina, lo que
reduce la capacidad de unién de Fe en suero. Por otro lado, Rodriguez (2008) encontré un
comportamiento similar al adicionar manzarina en la dieta de ovinos, donde los animales suplementados
disminuyeron la cantidad de VCM en comparacion con el grupo testigo (32.99 y 33.57 fL) pero sin
desviarse de los valores normales dentro de la especie. En otro estudio, Coppo y Mussart (2006) no
encontraron efecto significativo al suplementar vaquillas con orujo de citrus en época invernal durante 90
dias con respecto al grupo control (46.5y 47.0 fL).

Hemoglobina corpuscular media. Los niveles de HCM de los tres tratamientos en los dos dias
de muestreo superaron el nivel méximo de referencia (Cuadro 20), el dia 84 el T1 y T3 disminuyeron
(P<0.05) con respecto al dia 56 (20.17+0.86 y 19.77+0.91 picogramos (Pg), respectivamente), pero
superaron lo reportado por Aiello y Mays, 2000. Existen reportes que la HCM indica la concentracion de
hemoglobina en base a la cantidad de gldbulos rojos, de manera similar a lo que indica la concentracion
de hemoglobina corpuscular media (CHCM), aunque esta Ultima es la que se considera mas adecuada.
Rodriguez (2008) encontro diferencia significativa entre sexo de ovinos y muestreo, donde los machos
fueron superiores a las hembras (12.74 y 12.10 Pg), asi mismo, superaron el rango mayor dentro de la

especie. En otro estudio, Coppo y Mussart (2006) encontraron efecto significativo al suplementar vaquillas
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con orujo de citrus en época invernal durante 90 d con respecto al grupo control (16.6 y 14.5 fL,
respectivamente).

Plaquetas. La cantidad de Pq de los tres tratamientos (Cuadro 11) fue mayor (P<0.05) el dia 56
con respecto al dia 84 (5.69+0.37, 5.67+0.37 y 4.35+0.40 x 105/uL para el T1, T2 y T3, respectivamente).
Las Pq presentaron efecto de muestreo, el dia 56 fué donde se observaron las mayores cantidades, lo
que pudo deberse al incremento de anticuerpos que se observaron durante la prueba, como lo han
indicado otros estudios. Aiello y Mays (2000) mencionaron que la disminucion en la produccion de
plaquetas puede deberse a farmacos, toxinas y en algunos casos a la actividad inmunoldgica, debido a
la produccion de anticuerpos que se pueden unir a la superficie de las mismas. Los tres tratamientos
mostraron la menor cantidad de Pq el dia 84, debido tal vez al incremento numérico de globulos blancos
observados. Rodriguez (2008) report6 un efecto entre sexo de ovinos y muestreo, donde los machos en
el segundo muestreo fueron superiores que las hembras mostrando valores de 7.6 y 5.4 x 103/uL. Por
otro lado, Gallegos (2007) no encontré diferencia (P>0.05) en la cantidad de plaquetas al suplementar

vacas Holstein en produccion con y sin manzarina (4.5 y 3.8 x 103/uL).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Bajo las condiciones en las que se realizo este trabajo, se concluye que la adicidn de un inoculo
de levaduras en la dieta de becerros en crecimiento aumenté el CDA y CA.

A temperaturas ambientales bajas se observé la mayor concentracion de Zn en suero sanguineo,
disminuyendo el Mn y Cu el dia 28. Asi mismo, los becerros que recibieron BMZN e IL tuvieron mayor AA
al final de la prueba. Sugerimos que este comportamiento se debié a que favorecieron a las enzimas
antioxidantes y por lo tanto disminuyeron la liberacion de ROS.

Los leucocitos, linfocitos, VCM, HCM y plaquetas mostraron diferencia a través de los dias de
muestreo. Asi mismo, el T1 presentdé menor cantidad de Neu en % y en L el dia 56. Estos cambios
indican a que el estrés térmico ocurrido en los animales, perjudicé a las células blancas disminuyendo su
cantidad e incrementando el nimero de células rojas.

Es recomendable que se realice mas investigacion con los suplementos de BMZN e IL,

exponiendo a los becerros precozmente destetados a temperaturas menos estresantes.
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. ;Qué es un aditivo de manzana?

Es un aditivo liquido de levaduras Kluyveromyces lactis, Issatchenkia orientalis y Saccharomyces
cerevisiae 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 reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles).

Para la identificacion se realizé un cultivo de levaduras por dilucion 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 someti6 a secuenciacion y el anélisis de las secuencias se realiz6 con el programa
Blast de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Este aditivo aporta directamente al animal que lo consume, levaduras benéficas activas en
cantidades de 1x108 a 1x10° UFC/mL con una permanencia de 48 horas en el rumen del animal que lo
consume, en comparacion a las levaduras comerciales, que se ofrecen liofilizadas y que requieren de la
temperatura corporal del animal para activarse en lapsos de hasta 12 horas, lo que desafortunadamente

el animal las excreta antes de este tiempo.

Il.  ¢Coémo funciona?

El aditivo de levaduras esta enfocado principalmente en la reduccién del uso indiscriminado de
antibioticos en la produccidn animal, formando parte de los probidticos, prebiéticos y simbicticos que se
perfilan como las opciones mas destacadas respecto de la utilizacion de antibiéticos en animales y como
una solucion promotora de la calidad y de la seguridad alimentaria, actuando de manera directa en el
sistema inmunolégico del animal que lo consume, reduciendo de esta manera la frecuencia del uso de
antibidticos.

El aditivo de levaduras funciona como un activador ruminal, al aportar una gran cantidad de
nutrientes al ambiente ruminal, lo que favorece el crecimiento de la micro flora y micro fauna ruminal,
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mejorando sustancialmente la fermentacion en el rumen y con ello la digestibilidad de las fibras en las
dietas de los animales, utilizando de 10 a 50 % del alimento que consumen los animales y con ello reducir

los costos de produccién.

lll.  Lalmportancia del Uso de Levaduras Vivas

La importancia de los cultivos vivos de levaduras es que producen enzimas, vitaminas del
complejo B, minerales y diversos tipos de aminoacidos y como consecuencia, estimulan la absorcion de
nutrientes creando un ambiente intestinal saludable y mejorando el sistema inmune. Por otra parte, los
minerales traza tales como el Zinc, Cobre y Manganeso son elementos que juegan un papel importante
en varias funciones corporales, necesarias para mantener una salud éptima y por lo tanto son nutrientes
esenciales para todos los animales, ejercen su efecto sobre un correcto crecimiento, reproduccion, rutas
de secrecion hormonal y respuesta inmune. Del mismo modo, los antioxidantes pueden formar parte de
enzimas que directa o indirectamente protegen a las células contra los efectos adversos de numerosas
drogas y sustancias carcinogénicas. La adicion de antioxidantes en la dieta de animales domésticos
mejora la respuesta inmune y disminuye el estrés oxidativo, generando una mayor resistencia a

enfermedades infecciosas y degenerativas.

IV. Uso de Levaduras en la Nutricién Animal

Las levaduras utilizadas en la alimentacion y nutricion animal son consideradas una alternativa
de la alimentacién denominada organica. Tienen grandes beneficios por su gran contenido en proteinas
de alto valor biologico; vitaminas de complejo B, principalmente tiamina, riboflavina, niacina y &cido
pantoténico. Ademas, contienen cantidades razonables de ergosterol, lo que las convierte en una
excelente fuente de vitamina D.

Las levaduras mejoran notablemente el rendimiento de las proteinas, por el aporte de sus
aminoacidos, en las que podemos apreciar que los niveles de lisina y metionina son sobresalientes.
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En la alimentacién de rumiantes, las levaduras agregadas en la dieta influencian el metabolismo
microbiano ruminal y se ha reportado que al agregar cultivos de levaduras en dietas con una alta
proporcién de concentrado, se puede reducir la produccion de lactato e incrementar un poco el pH en el
rumen (Moya et al., 2008). Cuando se incluyen en dietas para ganado lechero, las vacas alimentadas
muestran tendencias a tener menor concentracion de acidos grasos no esterificados en la circulacion
sanguinea periférica, después del parto y tienden a incrementar el porcentaje de grasa en la leche
(Putnam et al., 1997), la produccion de leche (Bitencour et al., 2008), el consumo de materia seca (Dann
et al., 2000) e incluso pueden disminuir la perdida de condicion corporal después del parto (Robinson,
1997).

En no rumiantes 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 patdgenas en el conducto gastrointestinal, esto debido a que esas bacterias se unen a las
paredes celulares de levaduras (Ganner et al., 2008), permitiendo tener un efecto de modulacion en la
concentracion 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).

Microorganismos que Trabajan Dia y Noche

Los rumiantes poseen la capacidad de utilizar los forrajes y alimentos toscos, los cuales son poco
utilizados por otras especies domésticas. Esto ocurre en el rumen gracias a la presencia de
microorganismos que mediante procesos de fermentacién degradan la racién consumida por la vaca

generando &cidos grasos volatiles (AGV); que son la principal fuente de energia para el rumiante y los
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propios microorganismos ruminales. Ademas estas bacterias y protozoarios aportan una cantidad muy
importante de la proteina que necesitan los animales en el dia a dia. (Davis 1993)

Estos microorganismos son muy susceptibles a cambios naturales o inducidos como son:
modificaciones en la dieta, alteraciones en el manejo, cambios de clima y presencia de enfermedades,
pues todos ellos alteran las condiciones del rumen, afectando directamente el nimero y el tipo de
microorganismos que sobrevive en el medio, lo cual afecta el uso de los alimentos que consumen y esto
repercute de forma directa en el comportamiento animal (produccion, sanidad y reproduccion) y por lo
tanto encarece o abarata los costos de produccion.

Las dietas extremas a las que sometemos a nuestro ganado (carne y leche) y los cambios bruscos
han llevado a los investigadores a buscar alternativas que permitan a los animales soportar mejor esas
condiciones sin afectar su comportamiento productivo.

Levaduras Para Multiples Usos

Fuller (1989); define los probiéticos como microorganismos vivos que incluidos en la alimentacion
de los animales afecta positivamente al huésped, mejorando su sistema digestivo. Las Levaduras vivas
de uso zootécnico son posiblemente el grupo de microorganismos que mas se han estudiado y que mayor
acogida han tenido durante las Ultimas dos décadas en la produccién bovina.

La levadura es un microorganismo que pertenece a la familia de los hongos y es utilizado por la
humanidad desde tiempos antiguos en diversas labores. Es importante aclarar que si bien todas se llaman
levaduras existen miles de cepas diferentes las cuales son especificas para cada labor (panificacion,
destileria, produccion de extractos de levadura y uso en animales) De igual manera cuando hablamos de
producto para uso animal existen muchos y muy diferentes entre si por su composicion y precio, razén

por la cual el productor debe hacer una eleccion estricta basada en algunos factores como son: Entender
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como funcionan, caracteristicas propias y calidad del producto, disponibilidad de investigacion seria y
reconocida donde se demuestre la funcionalidad de lo que le ofrece.
¢Como Funcionan y que Hacen?

El modo de accién de la levadura para uso animal tiene tres grandes principios:

1. La actividad respiratoria de la levadura (exclusivo de organismos vivos) consume el
oxigeno presente en el rumen y reduce el efecto negativo que este tiene sobre la poblacion de
microorganismos estrictamente anaerobios. Trabajos de Rose (1987), y Newbold et al., (1996),
demostraron que al agregar levadura viva al fluido ruminal ( invitro), la presencia de oxigeno se
reduce en 46 % y 89 %; esto genera un aumento en la poblacién de microorganismos totales del
rumen cercano al 30 % (Newbold et al.,1998); lo que con lleva a una mejor utilizacién de los
alimentos, provocando un aumento en la produccion de energia (Newbold et al., 1996) y proteina
microbial que oscila entre 10 % y 20 % (Williams et al.,1990; Erausmus 1992); la consecuencia
directa de esta mejora es un incremento en la produccion de leche y/o carne entre 5y 8 %.
Ademas el uso de levadura viva estimula de forma selectiva el crecimiento de las poblaciones de
bacterias consumidoras de lactato (Megaspharera elsdenii y Selenomonas ruminantium) lo que
reduce la presencia de acido lactico, evitando asi las caidas muy pronunciadas de pH ruminal, lo
que disminuye la incidencia de acidosis y por lo tanto los problemas digestivos, las cojeras y los
altos conteos de células somaticas asociadas a esta causa.

2. El segundo principio demostrado en diversos estudios cientificos es que la presencia de
levadura viva en el sistema digestivo de los animales provoca un fendmeno llamado exclusion
competitiva en la cual ciertas bacterias capaces de provocar enfermedades se adhieren a la

superficie de las levaduras (esto gracias a un azlcar que forma la pared de la levadura)
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eliminando asi una cantidad importante de microorganismos nocivos y permitiéndole al animal
defenderse de forma mas efectiva.

El tercer mecanismo ocurre gracias a un componente que se encuentra en la pared
externa que se llama betaglucano, el cual estimula el sistema de defensa natural del organismo,
esto a su vez permite que cuando ocurra un ataque real el animal responda rapidamente y de
manera mas eficiente. Esto en la practica representa una reduccion den la mortalidad,
recuperacion de los animales enfermos mas facilmente y en menor tiempo y una mejor notable

en la salud general del hato, lo que significa aumentar la rentabilidad de la empresa.
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V. Beneficios Productivos

BOVINO LECHERO:
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La levadura esta viva y activada.

Incrementos de leche y grasa en la produccion
lechera.

Reduce el conteo de células somaticas.
Mejora la palatabilidad del alimento.

Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del complejo B.
Es un buen complemento del alimento
balanceado.

Acelera los procesos de fermentacion.
Promotor de crecimiento.

Reduce el acido lactico producido por la mala
digestion de los alimentos.

Estabiliza el pH rumial.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Reduccion de células somaticas.

Mejora la digestibilidad de los lastres de mala
calidad (rastrojos y esquilmos agricolas).
Incrementa el nimero de protozoarios
encargados de degradar las fibras.

Accién estimulante de la inmunidad.

Mejora la asimilacion de nutrientes.

Corrige el balance de la poblacién microbiana.
Acttia como activador ruminal.
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BOVINO DE ENGORDA:
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La levadura esta viva y activada.

Promotor de crecimiento.

Mayor ganancia de peso.

Mejora la palatabilidad del alimento.

Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del complejo B.
Buen equilibrio de amino&cidos esenciales, con
niveles altos en lisina.

Es un buen complemento del alimento
balanceado.

Acelera los procesos de fermentacion.
Reduce el acido lactico producido por la mala
digestion de los alimentos.

Estabiliza el pH rumial.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Mejora la digestibilidad de los lastres de mala
calidad (rastrojos y esquilmos agricolas).
Incrementa el niumero de protozoarios
encargados de degradar las fibras.

Mejora la asimilacion de nutrientes.

Corrige el balance de la poblacién microbiana.
Actua como activador ruminal.



OVINO:
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La levadura esta viva y activada.
Promotor de crecimiento.

Mayor ganancia de peso.

Mejora la palatabilidad del alimento.
Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del complejo B.

Buen equilibrio de aminoacidos esenciales, con
niveles altos en lisina.

Es un buen complemento del alimento
balanceado.

Acelera los procesos de fermentacion.
Reduce el acido lactico producido por la mala
digestion de los alimentos.

Estabiliza el pH rumial.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Mejora la digestibilidad de los lastres de mala
calidad (Rastrojos y esquilmos agricolas).
Incrementa el nimero de protozoarios
encargados de degradar las fibras.

Mejora la asimilacion de nutrientes.

Corrige el balance de la poblacién microbiana.
Actta como activador ruminal.
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CAPRINO:

La levadura esta viva y activada.

Incrementos de leche y grasa en la produccién
lechera.

Promotor de crecimiento.

Mayor ganancia de peso.

Mejora la palatabilidad del alimento.

Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del complejo B.
Buen equilibrio de amino&cidos esenciales, con
niveles altos en lisina.

Es un buen complemento del alimento
balanceado.

Acelera los procesos de fermentacion.

Reduce el acido lactico producido por la mala
digestion de los alimentos.

Estabiliza el pH rumial.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Mejora la digestibilidad de los lastres de mala
calidad (Rastrojos y esquilmos agricolas).
Incrementa el niumero de protozoarios
encargados de degradar las fibras.

Mejora la asimilacion de nutrientes.

Corrige el balance de la poblacién microbiana.
Actua como activador ruminal.



PORCINO:
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La levadura esta viva y activada
Mejores camadas en cerdos

Reduce el exceso de amoniaco en
cerdos

Promotor de crecimiento

Mayor ganancia de peso

Mejora la palatabilidad del alimento
Fuente natural rica en proteinas

Una fuente natural de vitaminas del
complejo B

Buen equilibrio de aminoacidos
esenciales, con niveles altos en lisina
Es un buen complemento del alimento
balanceado

Acelera los procesos de fermentacion
Fortalece el sistema inmunolégico
Aumenta la produccion de leche materna
Mejora la asimilacién de nutrientes

Cerdos en General:

1.

Reduce el nivel de estrés en los cerdos
después de la vacunacion. Evitando la
inmunodepresion.

Es uno de los principales nutrientes para
la eficiencia reproductiva en los cerdos
tanto machos como hembras.

Aumenta la inmunidad, por lo tanto,
animales mas sanos.

Mejora la calidad del canal. Calidad de
canal: se ha observado que la carne de
los cerdos alimentados con levadura
pierde menor cantidad de agua en el
transcurso de 29 horas; y los
consumidores manifiestan que la carne
es mas jugosa y tierna.
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Cerdas en Gestacion:

1.

Optimizar la produccion lechera de la
cerda durante toda la lactacion.

Mayor peso del lechon al destete con la
menor perdida posible de condicion.
corporal de la cerda reproductora.
Reduce el porcentaje de Mortinatos.
Reduce la mortalidad de lechones
durante lactacion.
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La levadura esta viva y activada.

En gallinas en postura, incrementa el
nivel de proteina del huevo.

Ayuda a obtener un huevo con un
cascaron mas resistente.

Promotor de crecimiento.

Mayor ganancia de peso.

Ayuda mantener una pluma mas
saludable y con mas brillo.

Mejora la palatabilidad del alimento.
Fuente natural rica en proteinas.
Una fuente natural de vitaminas del
complejo B.

Reduce la perdida de energia.
Aumenta la digestibilidad de los
nutrientes.

Fortalece el sistema inmunoldgico.

Mantiene el consumo durante los meses

calidos.
Reduce los problema entéricos

relacionados con condiciones de stress.

Sustituye promotores de crecimiento
convencionales ( antibidticos)
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CONEJO:

0’0

<

La levadura estd viva y activada.
Promotor de crecimiento.

Mayor ganancia de peso.
Aumenta la produccion de leche
materna.

Ayuda mantener un pelaje mas
saludable y con mas brillo.

Mejora la palatabilidad del alimento.
Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del
complejo B.

Reduce la perdida de energia.
Aumenta la digestibilidad de los
nutrientes.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Reduce los problema entéricos

relacionados con condiciones de stress.

Sustituye promotores de crecimiento
convencionales ( antibiticos)
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EQUINO

La levadura esta viva y activada.

Promotor de crecimiento.

Ayuda mantener un pelaje mas saludable y con mas brillo.

Mejora la palatabilidad del alimento.

Fuente natural rica en proteinas.

Una fuente natural de vitaminas del complejo B.

Reduce la perdida de energia.

Aumenta la digestibilidad de los nutrientes.

Fortalece el sistema inmunolégico.

Reduce los problemas entéricos relacionados con condiciones de stress.

Ayuda con los trastornos digestivos en los caballos. Como ejemplo: el cdlico y el riesgo de
laminitis.

Aumentos significativos en las ganancias de peso y la altura a la cruz.

La suplementacion con concentrados de levadura viva contribuye a mejorar el rendimiento de
caballos sometidos a ejercicio intenso.

En yeguas, se ha determinado una mayor produccién de leche para el potrillo durante el
amamantamiento.

Mejora la asimilacién de nutrientes.

Acelera los procesos de fermentacion.

Estudios han demostrado un 8-10 % de aumento en la digestibilidad de la fibra en animales
adultos, y mejoras en la retencion de nitrégeno (un indicador de la mejor digestion de la proteina)
y una disminucién en la cantidad de nitrégeno, en forma de amonio, excretada en la orina.

IV. Valor Energético

Energia Digestible (Mcal/kg) 0.47
Energia Metabolizadle (Mcal/Kg) 044
Energia Aves (Mcal/Kg) 043
Energia Metab. Rumiantes (Mcal/Kg) 0.39
Energia Mantenimiento (Mcal/Kg) 0.02
Energia Ganancia (Mcal/Kg) 0.70
Energia Lactacion (Mcal/Kg) 0.14
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V. Andlisis Bromatolégico

Rumiantes, Cerdos, Aves, Conejos.

Base Seca Base Humedad
Proteina 23.45% 4.08 %
Grasa 0.02 % 0.00 %
Fibra 0.00 % 0.00 %
Ceniza 16.69 % 291 %
Humedad 82.58 %
E.LN. 10.43 %

Caballos

Base Seca Base Humedad
Proteina 16.19 % 2.50 %
Grasa 0.13% 0.02%
Fibra 0.00 % 0.00 %
Ceniza 15.76 % 243 %
Humedad 84.57 %
E.LN. 10.48 %
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VI. Analisis De Minerales.

MUESTRA: LEVADURAS, Caballo

ANALISIS MACROELEMENTOS RESULTADO

PH 3.99
Fosforo Mg/L 0.0
Calcio Ppm 1,980
Magnesio Ppm 2,800
% Nitr6geno 0.27
Zinc Ppm 5.6
Cobre Ppm 2.07
MUESTRA: LEVADURAS, Rumiante, Cerdos, Aves, Conejo
ANALISIS MACROELEMENTOS RESULTADO
PH 3.96
Fosforo Mg/L 0.0
Calcio Ppm 1890
Magnesio Ppm 2250
% Nitrégeno 0.70
Zinc Ppm 5.6
Cobre Ppm 1.89
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VIl. Forma De Empleo

e Mezclar en el alimento, durante su elaboracién, o Mezclar en el alimento directamente al
comedero, carro mezclador.

o Agitar antes de mezclar con el alimento.

VIil. Presentacion

e Esun aditivo LIQUIDO de levaduras.

o “Rumiante, Cerdo, Aves’, levadura elaborada especialmente para consumo de rumiantes, cerdos,
aves, y conejo.

e “Caballo”, levadura elaborada especialmente para consumo del Caballo.

IX. Caducidad.

o Tiene aproximadamente 4 MESES de vida a partir de la fecha de la elaboracion.

X. Almacenamiento

Conservar en un contenedor de PLASTICO.

NUNCA almacenar en contenedores de fierro.

Mantener en un lugar fresco, protegido de la luz solar.

Mantener alguna entrada de oxigeno, necesario para la sobrevivencia de la levadura.

En cantidades mayores en necesario adaptar un sistema de inyeccion de aire al contenedor.

Xl. Dosificacion

o Se puede emplear en todas las etapas del animal, destete en adelante.

mL-Mililitros

Its- Litros

C- Concentrado
L-Lastre

Rumiante:

e Bovino Lechero
o Directamente al comedero, o carro mezclador.

o 50-100 mL x kilo de alimento terminado. (C y L)
o 50-100 Its. x tonelada de alimento terminado. (Cy L)
o Al manejar silo (con bastante humedad) reducir las dosis al 50 %.

e Bovino de Engorda
o Directamente al comedero, o carro mezclador.
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o 50-100 mL x kilo de alimento terminado. (Cy L)
o 50-100 Its. x tonelada de alimento terminado.( C y L)
o Al manejar silo (con humedad) reducir las dosis 50 %.

Ovino
Directamente al comedero, o carro mezclador.

o Iniciador:  25-50 mL x kilo de alimento terminado. (C y L)
25-50 lts x tonelada de alimento terminado (C y L)

o Engorda:  50-100 mL x kilo de alimento terminado (C y L)
50-100 Its x tonelada de alimento terminado (C y L)

o Gestacion/ Lactancia: 50-100 mL x kilo de alimento terminado (C y L)
50-100 Its x tonelada de alimento terminado

Caprino:

Directamente al comedero, o carro mezclador.

o Iniciador:  25-50 mL x kilo de alimento terminado. (C y L)
25-50 Its x tonelada de alimento terminado (C y L)

o Engorda: 50-100 mL x kilo de alimento terminado (C y L)
50-100 Its x tonelada de alimento terminado (C y L)

o Gestacion y Lactancia: 50-100 mL x kilo de alimento terminado (C y L)
50-100 Its x tonelada de alimento terminado (C y L)

o Lechero: 50-100 mL x kilo de alimento terminado (C y L)
50-100 Its x tonelada de alimento terminado (C y L)

Monogastrico:

Porcino:
o Pre- Iniciador: 20 mL x kilo de alimento terminado (C)
20 lts x tonelada de alimento terminado (C)

o Iniciador: 25 mL x kilo de alimento terminado (C)
25 Its x tonelada de alimento terminado (C)
o Crecimientoy Desarrollo: 30 mL x kilo de alimento terminado (C)
30 Its x tonelada de alimento terminado (C)

o Engorda : 40 mL x kilo de alimento terminado (C)
40 Its x tonelada de alimento terminado (C)
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o Gestacion y Lactancia : 40 mL x kilo de alimento terminado (C)
40 Its x tonelada de alimento terminado (C)

Gallinas Postura: 25 mL x kilo de alimento terminado (C)
25 Its x tonelada de alimento terminado (C)

Pollo de engorda:

o Iniciador : 20 mL x kilo de alimento terminado (C)
20 Its x tonelada de alimento terminado (C)

o Engorda: 25 mL x kilo de alimento terminado (C)
25 Its x tonelada de alimento terminado (C)

Conejo: 25 mL x kilo de alimento terminado (C)
25 lts x tonelada de alimento terminado (C)

Caballo:
o 100ml x comida, dependiendo de la actividad fisica del caballo.

Alimento encostalado (Dosificacion para plantas de alimento) Con un tiempo de
almacenamiento de varios dias.
o 10-15 litros x tonelada de Alimento terminando

Nota: Patente en tramite.
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DESARROLLO DEL ADITIVO DE LEVADURAS
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DISENO Y USO DEL FERMENTADOR

Piezas Concepto Precio unitario Total
2 Tinaco Plastinack de 1, 100 Lts 1,100 2,200
1 Motor de 1/2 H.P. Evans 1,080 1,080
1 Venturi1" 450 450
6  Llaves de 1" Bronce 99 594
12 Codos 1"PVC 5 60
8  Mts. Tubo PVC hidraulico 13.5 108
2 Conectores para tinaco de 1" 40 80
1 Nudode1" 25 25
1 Crucetade 1" 20 20
1 Temporizador 95 95
4  CopleTde1" 7 28

Total con IVA $4,800.00
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Piezas Concepto Precio unitario Total
2 Tinaco Industrial de 10,000 Lts 17,000 34,000
2 Motorde 1 H.P. Evans 1,550 3,100
2 Venturi1" 450 900
6  Llaves de 1" Bronce 99 594
12 Codos 1" PVC 5 60
24 Mts. Tubo PVC hidraulico 13.5 324
2 Conectores para tinaco de 1" 40 80
2 Nudode1" 25 50
2 Temporizador 95 190
6 CopleTde1" 7 196

Total con IVA $39,494.00
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PREPARACION DEL ADITIVO DE LEVADURAS DE MANZANA

Esta Innovacion tecnologica tiene como fin ayudar a los ganaderos a reducir sus costos de
produccion, mejorar el sistema inmunoldgico de los animales y producir carne, leche y huevo de una
manera segura y con calidad al estar libres de antibicticos.

Esta tecnologia esta disefiada para que el productor la pueda implementar de una manera segura
en su granja o en su planta de alimentos y producir el mismo el aditivo.

Para producir 1,000 litros de aditivo necesita el productor 10 litros de la cepa de levadura
concentra (secreto industrial) que es lo que se le venderia al productor, 200 kg de melaza de cafia 10 kg
de urea, 500 gr de sulfato de amonio y aforar con agua limpia, esta parte es la que el productor tendra
que realizar.

La fermentacién dura 96 horas, durante este tiempo es necesario la oxigenacion del medio de
cultivo a través de un sistema de inyeccion de aire cada 4 horas 15 minutos de aireacion, después de las
96 horas solo es necesario la oxigenacion cada 8 horas por 15 minutos.

Proceso

El costo del aditivo esta pensado y disefiado para que no supere el precio de 2.50 pesos el litro
con una produccién minima de levaduras por mL de 800, 000,000 de células vivas y activadas. Las
levaduras que se adquieren comercialmente oscilan entre 200 y 500 peso el kg lo que deja de ser atractivo
para el ganadero y se limita a solo utilizar de 1 a 2 kg por tonelada de alimento balanceado.

Como se activa la levadura en los animales.

Las levaduras liofilizadas son incluidas en el alimento de los animales, su proceso de activacion
es atreves de la humedad y la temperatura corporal 29 °C y el tiempo de activacion dura entre 6 y 8 horas,
lo que el animal las excreta antes de este tiempo con un porcentaje muy bajo de colonizacion. Es

importante aclarar que cada cepa de levadura actla y se activa a diferentes temperaturas, segun la cepa.

82



La gran ventaja que tiene una levadura liofilizada es que la trasportacion es méas facil y la vida de anaquel
es mas larga hasta 1 afio.
Levadura de manzana.

Para empezar la manzana requiere horas frio para producir la fruta, esto es lo interesante,
utilizamos cepas de esta fruta porque son cepas autoctonas de la fruta lo que favorece su fermentacion
con temperaturas de 17 °C, algo que no ocurre con otras levaduras ya que en promedio requieren 27 °C
para poder fermentar.

Lainnovacion de este aditivo se centra en lo siguiente utilizamos cepas autdctonas para favorecer
su fermentacion en temperaturas frescas, utilizamos la melaza de cafia por contener 90 grados brix,
azlcar que requiere la levadura para reproducirse cada 40 minutos, utilizamos un tinaco como
fermentador y una bomba eléctrica y un Venturi para oxigenar el medio de cultivo, el tinaco es por asi
decirlo el estdbmago de la vaca donde desarrollamos la levadura viva, cuando nosotros ofrecemos 100 ml
por cada kg de alimento que la vaca consume, la levadura entra directamente a ser su funcién y no
requiere que se active con la temperatura corporal de la vaca dado que esta viva y en concentraciones
de 8x108 UFC.

Costo financiero para fermentar el aditivo liquido de levaduras de manzana

Litros requeridos de Costo Contenedor en litros Produccion/mes
Cepa de levadura (tinaco)
10 1,300 1,000 4,000
20 2,600 2,000 8,000
50 6,500 5,000 20,000
100 13,000 10,000 50,000
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