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RESUMEN

A El objetivo de esta investigacion fue el desarrollo biotecnoldgico
de un aditivo liquido a base de levaduras autdctonas obtenido de
la fermentacion de subproductos de manzana para mejorar el
consumo de alimento de los animales favoreciendo el medio

ambiente del rumen y el bienestar animal.




LEVADURAS

ASon hongos cuyo crecimiento vegetativo es
predominantemente por gemacion o fision, los cuales no
forman su estado sexual dentro o como cuerpo fructificante y
como resultado dan lugar a células simples (kurtzman and Fell 1998).
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CARACTERISTICAS DE LOS
MICROORGANISMOS INDUSTRIALES

V No patdgenos.

V Alta velocidad de crecimiento.

V Altos rendimientos a partir de varios sustratos.
V Estabilidad fisiologica y bioguimica.

V' No producir sustanciascolaterales indeseables




i APLICACIONES INDUSTRIALES DE LAS
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Producciénde alcohol.
Biomasa

Obtencion de productos del metabolismo.
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Obtencion de otros compuestos sintetizados con la
introduccion de DNA recombinante.




EJEMPLOS

APLICACIONES LEVADURA
APan S. cerevisiae, S.exiguus
AD-Arabitol Candida diddensiae
AXylitol Turolopsis candida
AEmulsificantes Candida lipolytica
Aermentacion del etanol S. Cerevisiae
Aermentacion del vino S. Cerevisiae
AManitol Turolopsis mannitofaciens
Aermentacion de lactosay la leche | C. pseudotropicalis Kluyveromyces

fragilis, K. lactis

AFermentacion de la cervezalager | Sacharomycespastorianus
AProtefna unicelular Candida utilis
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PROBIOTICOS Y LEVADURAS

Los probioticos y aditivos alimenticios de levaduras, compuestos
fundamentalmente por Saccharomyces cerevisiae, han permitido
mejorar la salud y la productividad de los animales al ser
adicionadosen la alimentacion animal.

La importancia de los cultivos vivos de levaduras es por la
produccion de enzimas, vitaminas del complejo B, minerales vy
diversos tipos de aminoacidos como consecuencia estimulan la
absorcion de nutrientes mejorando el ambiente intestinal
favoreciendo la respuesta del sistema inmune, y la produccion de
carne, huevo y leche libre de antibioéticos.




IMPORTANCIA DE LOS MINERALES

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 secrecionhormonal y respuesta inmune.

Del mismo modo, los antioxidantes pueden formar parte de
enzimas que protegen a las células contra los efectos adversos de
numerosas drogas y sustanciascarcinogenicas




EFECTOS GENERALES DE LAS LEVADURAS
EN LA ALIMENTACION ANIMAL

Las levaduras inactivas pueden ser usadas como un micro
ingrediente, por ejemplo en pequeias dosis producen los
siguientes beneficios:

AAccion profilactica.

A stimula el sistema inmune.

AReduce los problema entéricos relacionados con condiciones de
estrés.

Aviejora el balance de aminoécidos.

A-uente del complejo vitaminico B.

Anltamente palatable.

A-uente de Inositol.
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Y LECHERIA

i BENEFICIOS EN GANADO DE ENGORDA

AVluy palatable, mejora el consumoy la ganancia de peso.

Mrotege el epitelio intestinal y mejora la absorcion de nutrientes.
Adctlia como una sustrato para bacterias benéficas en el rumen.

Adctia como un modulador ruminal, estimulando la produccion de bacterias
celuliticas

Adyuda estabilizar el pH del Rumen.
AReduceriesgos de acidosis
AContribuye en el aumento de la produccion de acidos grasos volatiles.

AVejora la relacion concentrado / volumen durante la seleccién alimenticia.

KContribuye en el aumento de los niveles de proteina en la leche.
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ESTUDIOS CIENTIFICOS

AEn la alimentacién de rumiantes, las levaduras
agregadas en la dieta ayudan en el metabolismo
microbiano ruminal wiler-webster er a/, 2002).

ASe ha reportado que al agregar cultivos de levaduras
en dietas con una alta proporcion de concentrado, se
puede reducir la produccidon de lactato e incrementar
un poco el pH en el rumen (Moya er ar, 2009; Calsamigliaet al, 2012).

Ancluso la adicién de cultivos de levaduras en la dieta
de vacas lecheras puede incrementar la cantidad total
de bacterias viables en el rumen (Lazcanoy Heinrichs, 2008).
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Continuacion

ASin embargo, aun y cuando algunas levaduras
son anaerobias facultativas, debido a su habitat
natural aerobio (requieren oxigeno para el
desarrollo normal de sus poblaciones), 24 h
después de suspender su suplementacion en la
dieta, la cantidad de Ilevaduras viables en

condiciones ruminales puede ser indetectable
(Kung et al, 1997).
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Continuacion

ACuando 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 (aibranim er
al, 2008).

Aumenta el porcentaje de grasa en la
prOdUCCién de leche (putham er al, 1997; Wang et al, 2001).

A\umenta la produccion de leche pumam er as, 1997,
Wohlt et al, 1998; Wang et al., 2001; Bitencourt et al., 2008).
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Continuagionn

Aaumenta el consumo de materia seca
(Wohlt et al, 1998; Dann et al,, 2000).

Misminuye la pérdida de condicion corporal
antes del parto (robinson, 1997).

£Se han utilizado en dietas para crias de ganado
lechero en un 1% de la dieta en BS,
aparentemente esto reduce la susceptibilidad a
las infecciones (seymour er af, 1995).




MECANISMOS RUMINALES

A\unque se han propuesto muchos mecanismos de
accion que regulan la respuesta en los rumiantes al
incluir levaduras (Rose, 1987; Martin y Nisbet, 1992; Wallace y Newbold,
1992; Dawson, 1993; Newbold ef a/, 1996), €St0S aun no quedan
debidamente esclarecidoswmarrero, 2005).

AJno de los mecanismos propuesto es que las
levaduras vivas a través de su respiracion aerobia
permiten eliminar el pequeno porcentaje de oxigeno
(1%) que entra al rumen cuando el animal ingiere
los alimentos, (Rose, 1987a; Newbold et al, 1996).




Continuacion

Alas levaduras proveen vitaminas (especificamente
tiamina), glucanos, mananoproteinas y acidos organicos
gue estimulan el crecimiento de microorganismos que

digieren la fibra y utilizan el acido lactico (Nisbety Martin, 1991;
Chaucheyraset al, 1995; Oeztuerk et al., 2005).

Alas levaduras son ricas en Acidos organicos
(fundamentalmente acido malico) y estos estimulan el
crecimiento de la Selenoma ruminantiun.

Esta bacteria ruminal consume el acido lactico que se
produce en el rumen y por tanto contribuye en la
estabilizacion del pH, lo que favorece el crecimiento de
microorganismos celuloliticos (Nisbety Martin, 1991).
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LAS LEVADURAS COMO PROBIOTICO
EN RUMIANTES

A as levaduras (Saccharomycesspp.) son sin duda uno
de los probioticos mas utilizados en alimentacion
animal, tanto en monogastricos como en rumiantes.

Aas mejores respuestas en rumiantes se han
observado en el caso de vacas lecheras, y los efectos
reconocidos en rumiantes se atribuyen al aumento de la

celulolisis ruminal y del flujo de proteina microbiana al
intestino (Newbold, 2003; van Vuuren, 2003).
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Continuacion..

A\ las levaduras se les atribuyen ciertas propiedades
de control del pH del rumen, que ayuda a
estabilizar, por lo que se recomiendan en raciones
con mucho concentrado y riesgo de acidez, este es
el caso al inicio de la lactacion, como consecuencia
de cambio de racion, cuando es pequenas la
proporcion de forraje y cuando la racion base la
constituye el ensilado de maiz

A as levaduras pueden también considerarse como
una fuente natural de vitaminas y acidos organicos
(en especial malico) para la poblacion microbiana
del rumen.
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i BENEFICIOS EN CERDOS

AComo es muy palatable, aumenta el consumo, es especialmente
recomendable durante el destete.

A\umenta la ganancia diaria de peso.
MVejora la salud entérica.
Areservalas vellosidades intestinales.
MAReducela tasa de mortalidad.

AEn cerdas durante la lactacion aumenta la produccion de leche, nivel de
grasa lactea, aumentando la ganancia diaria de peso y reduciendo la
mortalidad.

AReduceel uso de harina de pescado, leche y suero de leche en polvo.

AExcelente carrier para premix y productos biolégicos.




ESTUDIOS CIENTIFICOS

AEn no rumiantes, productos obtenidos de las levaduras,
tienen un efecto benéfico en la ecologia microbiana del
conducto gastrointestinal; disminuyen la poblacion de
clostridium perfringens (Hemot et ai, 2008).

APueden capturar bacterias patégenas en el conducto
gastrointestinal, esto debido a que esas bacterias se unen
a las paredes celulares de levaduras (canner er ai, 2008),
permitiendo tener un efecto de modulacion en la
concentracion microbiana en el intestino de cerdos
destetados (Weedman et al,, 2008).
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Continuacion

A os 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 (waiker e al, 2008).

AGanancia de peso en las camadas y reduccion del nimero de dias
del destete al empadre exitoSo (xim et al, 2008).
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Identificacion de Levaduras Involucradas en la
Fermentacion en Estado Solido del Bagazo de
Manzana
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Experimento 1

Objetivo.

El presente estudio consistio en evaluar el comportamiento de ocho
diferentes cepas de levaduras autdctonas, obtenidas del bagazo de
manzana de la variedad Gol/den Delicious mediante la fermentacion
ruminal /n vitro.




Materiales y Métodos

Material Biolégico

A_as ocho cepas de levaduras que se utilizaron
para este trabajo fueron obtenidas a partir de
la fermentacion en estado soélido de bagazo
de manzana (BM) (villagran et ai, 2009)

A as cuales fueron obtenidas a través de la
amplificacion del ADNr 18S mediante la
reaccion 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




Preparacion de indculos

ASe utilizaron ocho cepas de levaduras para la elaboracién de ocho
iInoculos, 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 todos los matraces y utilizando aireadores
de pecera para cada matraz como medio de oxigenacion.

2008/02/18




Preparacion de inoculos

Al tiempo de fermentacion para cada inéculo fue de 96h a una
temperatura ambiente promedio de 20 °C.

AJna vez terminado el tiempo de fermentacion para cada uno de los
iInoculos, se procedid a realizar los conteos de levaduras, a lo que
posteriormente se realizaron diluciones de cada uno hasta ajustarlos en
1.8x10° Ufc/mL.




Diseno de tratamientos

Saliva

Muestra in6culo Liquido ruminal artificial
Tratamientos g mL mL mL
t1; C2 0.2 1 10 20
K_ lactis t2; C9 0.2 1 10 20
t3; C11 0.2 1 10 20
t4; C13 0.2 1 10 20
1. orientalis t5; C3 0.2 1 10 20
t6; C8 0.2 1 10 20
T t7; C4 0.2 1 10 20
t8; C6 0.2 1 10 20




Materiales y Métodos

x Sus combinaciones fueron evaluadas en 120 frascos de vidrio
de 50 mL.

X 3 repeticiones por tratamiento.

x Diferentes horas de muestreo 12, 24 y 48 h para las variables

C Conteosde levaduras (CL)
C Nitrégeno amoniacal (NH,)
C Acido lactico (Acl)

C Produccionde gas /n vitro 3, 6, 12, 24 'y 48 h.




i Variables Evaluadas

Variable

KConteo de Levaduras

ANitrégeno Amoniacal

AAcido LActico

Aroduccionde gas /in vitro

Método
Camarade Neubauer
metodologia descrita por (piaz, 2006).
Colorimetria (Broderick y Kang, 1980).
Colorimetria Taylor (1996).

Técnicade Menkey Steingass (1988).




Resultados y Discusion

Conteos de Levaduras

Se encontro efecto significativo por
tratamiento (P<0.01) por efecto de la 35EH07 |
interaccion tiempo por inoculo, esto

3.0E+07 - ——T1-Kl-2

Indica que hubo diferencias en la = T2K19
cantidad de Ilevaduras con un 3 25407 T3KI11
comportamiento ascendente en 10S § zoeor | —T4KI13
distintos tratamientos en funcion al ¢ —T5l0:3
.r% 1.5E+07 - T6.00.8

tiempo.

1.0E+07 | T7-Sc-4

T8-Sc-6

La concentracion mas alta de 5.0E406 -
levaduras que se encontro en la PGse I
observd en los tratamientos t1, t2, t3, I
t4 y t8.




Resultados y Discusion

Conteos de Levaduras

Aos in6culos t1, t2, t3 y t4 con la
levadura K /actisy t8, con la levadura
S cerevisiae

AViostraron tener una mayor poblacion
de levaduras en el rumen con respecto
a los demas indculos hasta la h48.

A sto debido al aprovechamiento del
acido lactico como una fuente de
energia para seguir viables y seguir
desarrollandose, lo que concuerda con

otros trabajos realizados por (rodriguez,
2009; DiazPlascenciaet al., 2010).
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Resultados y Discusion

Conteos de Levaduras

A os in6culos 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 wiliams er af, (1990).

AE| proceso de fermentacion anaerdbica en el rumen por parte de los
microorganismos convierte a los substratos principalmente en
carbohidratos y proteinas, en proteina B Y
microbiana y otros productos finales de {57
la fermentacion como lo son los acidos
grasos volatiles, bioxido de carbono (CQ,),
péptidos y aminoacidos entre otros
(Henderickx y Martin, 1963; Mc Donald et a/.; Dehority, 2003).




Resultados y Discusion
Nitrogeno Amoniacal

30.00

Se encontr6 efecto de
tratamiento (P<0.01) por 2500 |
interaccion tiempo por
. . . ~ 20.00 - ——T1-KlI-2
iIndculo, indicando que hubo £ . ToKLo
diferencias en la cantidad de & e
N' N H3 . = —~T5-10-3
10.00 | T6-10-8
. T7-Sc-4
Este iIncremento de o T8-Seb
tratamiento fue mas marcado
en los tratamientos t5, t7 y 0.00

10 20 30 40 50

t8 Horas




Resultados y Discusion

Acido Lactico

En el analisis de los datos de esta
variable se observd un efecto de |
tratamiento (P<0.01) en las horas de .
fermentacion sobre la concentracion de o
AcL, en todos los tratamientos.

——T1-KI-2
—=-T2-KI|-9
T3-KI-11
——T4-KI-13
—#=T5-l0-3
T6-l0-8
T7-Sc-4
T8-Sc-6

Los valores estimados de las medias de = 2o |
los tratamientos tl1, t2, t3 y t4 con el 5o
inoculo de la levadura K Jactis, 1
presentaron mas perdida de AcL en  *%

AcL (mM/mL)

o] w =

a o o

o o o

o o o
//

comparacion a los otros inoculos de la h T 0 w0 4 w0
12 ala h 48 e




Resultados y Discusion

Acido Lactico

AE| incremento de AcL en algunas fermentaciones
iInhibe el crecimiento microbiano e induce a la
muerte celular de Ila levadura o de Ilos
microorganismos presentes, asi lo manifiestan

varios estudios (Eliasy Lezcano,1993; Madrid et a/, 1999; Luvodico et al,
2001).

Al comportamiento para esta variable por parte
de las cepas de los tres géneros diferentes, se
aprecia que a las 48 horas, las cuatro cepas de K
/actis tuvieron menos Acl, luego las dos cepas del
genero S cerevisiae y las gque mas concentracion
mostraron de AcL fueron las dos cepas de /.
orientalls.




Resultados y Discusion

Produccion de gas
/Se observo efecto significativo 1
(P<0.01) sobre la PG en todos los 16 - ~+~Testigo
tratamientos. 14 /L *EE:;
L . g 129 I - —T3KI1
AEn los indculos donde se incluyeron g /”{ ] ks
las diferentes cepas de levaduras, se = ;| }//i T5103
puede observar el maximo incremento = ¢ . Télo8
de la PG acumuladaenlah3yenla * T7-Sc4
h 48 mostrando mejor respuesta los Y T6-Se0
tratamientos t1, t2 y t5. 2]
0.




Resultados y Discusion
Produccion de gas

A a velocidad y grado de fermentacion de los
carbohidratos en el rumen varia segun el tipo y
estructura de los misMOS (wan ez a1, 2005 y segun la
poblacion microbiana predominante (penority, 2003).

Al 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 dioxido de
carbono es producido cuando el &cido
propionico es formado por alguna bacteria
ruminal por la ruta metabdlica succinato
propionato (wolin y Miller, 1988).




Experimento 2

Obijetivo.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el nivel optimo de
un aditivo a base de levaduras en dietas para vacas lecheras alto
productoras mediante la cinética de fermentacion /in vitro.




Materiales y Métodos

i Preparacion del aditivo

A as cepas de levaduras utilizadas para

este trabajo fueron: Q — % a% @ N

Kluyveromyceslactis, cepas2y 11 - o e
[ssatchenkia orientalls, cepa3 <_ @ AN
Saccharomycescerevisaecepa 6 -
\L [E‘:l:;lcc'::;':da] Extendciﬁgizl:;varilla /
: . & ©
Aodas obtenidas a partir de la ‘ . ‘
. s 7o _>

fermentacion en estado solido del | & ==

bagazo de manzana (BM). e
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Preparacion del aditivo

ASe agrego 250 g de melaza de cafia, suero de
leche 750 mL, 1x108 UFC de las diferentes
cepas, 2 g de urea, .04 g de sulfato de amonio,
cantidades por litro y se agrego un aireador.

K| tiempo de fermentacion para el inoculo fue
de 96 h a una temperatura ambiente promedio
de 28 AC.

AJna vez terminado el tiempo de fermentacion
se realizo el conteo de levaduras encontrando la
cantidad de 1.2x10° UFC para posteriormente
ajustar la cantidad de células requeridas por
tratamiento.
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Diseno de tratamientos

., . . Saliva
. indculo Ligquido ruminal iy
Tratamientos Muestra artificial
Cel/kg mL
g mL
t1 (0 mL) 0.2 0 10 20
t2 (10 mL/kg) 0.2 3x1011 10 20
t3 (20 mL/kg) 0.2 6x1011 10 20
t4 (30 mL/kg) 0.2 Ox1011 10 20




