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LEVADURAS DE MANZANA EN LA DIETA DE BECERROS DESTETADOS,

SU COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y SALUD ANIMAL



RESUMEN GENERAL

Esta investigacion consta de tres experimentos cuyo objetivo general fue la
evaluacion de la inclusién de un iné6culo de levaduras (IL) y bagazo de manzana
fermentado (BMZN) en la dieta de becerros precozmente destetados y su efecto sobre
la digestibilidad in vitro, comportamiento productivo y salud animal. En el primer
experimento se evaluo el efecto de un IL y BMZN en la dieta de becerros Angus en
crecimiento sobre el comportamiento productivo y sistema inmune. Las variables de la
prueba de comportamiento se analizaron con un modelo estadistico que incluyé como
efecto fijo el tratamiento, para las variables de sistema inmune se incluyeron como
efectos fijos tratamiento y muestreo; y el animal como efecto aleatorio. Los resultados
mostraron que el IL mejord (P<0.05) el consumo diario de alimento (CDA) y conversion
alimenticia (CA). EI BMZN e IL incrementaron (P<0.05) la actividad antioxidante (AA).
El dia 84 de muestreo el T1 (heno de .avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) +
concentrado y T2 (HA + EM + concentrado + BMZN) mostraron la mayor (P<0.05)
concentracion de leucocitos (Leu) y linfocitos (Lin). El segundo estudio consistié en
evaluar el efecto en la fermentacion in vitro de dietas con la adicién de un IL y BMZN.
Para el analisis de las variables de digestibilidad de la fibra se consideré como efecto
fijo el tratamiento, mientras que para acidos grasos volatiles (AGV), N-NHs, acido
lactico y pH se incluyeron como efectos fijos tratamiento y hora. Los resultados
mostraron que la mayor digestibilidad (P<0.05) de MS, FDN, FDA y menor contenido
de LDA lo presentaron el T2 y T3 (HA + EM + concentrado + IL). Mostrando estos
mismos mayor (P<0.05) concentracién de AGV. El tercer experimento fue evaluar el
efecto en la fermentacion in vitro de dietas para becerros en crecimiento adicionadas

con cuatro cepas de levadura. Las variables se analizaron de manera similar al



segundo experimento. La mayor digestibilidad (P<0.05) de MS lo presentaron T2 (HA
+ EM + concentrado + Kluyveromyces lactis 2; KI2), T3 (HA + EM + concentrado +
Klyveromyces lactis 11; KI11) y T4 (HA + EM + concentrado + Issatchenkya orientalis
3; l03). Este ultimo fue superior (P<0.05) en la digestibilidad de FDN, ademas, el T2y
T3 incrementaron la digestibilidad de FDA, por lo tanto, el menor (P<0.05) contenido
de LDA lo presentaron T2, T3 y T4. Se concluye que la inclusion de IL en la dieta de
becerros en crecimiento, mejora el CDA y CA, y junto con BMZN aumentan la AA.
Ademas, Kl2, KI11 e 103 mejoran el ambiente microbial favoreciendo la digestibilidad

de MS, FDN y FDA.



ABSTRACT

This research consists of three experiments whose overall objective was to
evaluate the inclusion of an inoculum of yeast (Yl) and fermented apple bagasse
(BMZN) in early weaned calves diet on in vitro digestibility, productive performance and
animal health. The first experiment, the objective was to evaluate the effect of a Yl and
BMZN added to the diet of growing Angus calves on productive performance and
immune system. The variables of the performance test were analyzed with a statistical
model that included treatment as a fixed effect, for immune system variables the model
included treatment and sampling as fixed effects and animal as random effect. The
results showed that Yl improved (P<0.05) the daily feed intake (DFI) and feed
conversion (FC). The BMZN and Yl increased (P<0.05) the antioxidant activity (AA). At
sampling day eighty four the T1 (corn silage (CS) + oat hay (OH) + concentrated) and
T2 (CS + OH + concentrated + BMZN) showed the highest concentration of leukocytes
(Leu) and lymphocytes (Lin). The second study was performed to evaluate the effect
on in vitro fermentation of diets added with Y| and BMZN. Fiber digestibility variables
were analyzed with a model that included treatment as fixed effect volatile fatty acids
(VFA), N-NH3, lactic acid and pH analysis included treatment and time as fixed
effects. The results showed that the higher digestibility (P<0.05) of DM, NDF, ADF and
the lowest content of ADL were presented by T2 (CS + OH + concentrated + BMZN)
and T3 (CS + OH + concentrated + YI). This also showed the higher concentration of
VFA. The third experiment was performed to evaluate the effect on in vitro fermentation
of growing calves diets supplemented with four yeast strains. The variables were
analyzed with a similar statistical methodology as the second experiment. The higher

digestibility (P<0.05) of DM was presented by T2 (CS + OH + concentrated +
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Kluyveromyces lactis 2; KI2), T3 (CS + OH + concentrated + Kluyveromyces lactis 11;
KI11) and T4 (CS + OH + concentrated + Issatchenkya orientalis 3; 103). The latter was
higher (P<0.05) in the NDF, also, T2 and T3 favored digestibility of ADF, therefore, the
content of ADL was lower (P<0.05) for T2, T3 and T4. We conclude that the inclusion
of Yl in the diet of growing calves, increased the DFIl and FC, and the addition of BMZN
increased AA. Furthermore, the strains Kl2, KI11 and lo3 microbial environment

favoring improved digestibility of DM, NDF and ADF.
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INTRODUCCION GENERAL

La alimentacién es una de las necesidades principales de nuestra poblacion y
para satisfacerla se explotan varias especies animales domésticas y silvestres en el
mundo, entre las cuales esta el ganado bovino por su produccién de carne. La
ganaderia bovina en México representa una de las principales actividades del sector
agropecuario, por la contribucion que realiza a la oferta de productos carnicos, asi
como su participacion en las exportaciones de ganado en pie (SIAP, 2012). A nivel
nacional se reportaron en el afio 2008 un inventario de 23.3 millones de cabezas, 87.3
% dedicadas a la produccién de carne y 12.7 % especializadas en la produccién de
leche, teniendo el Estado de Chihuahua 1.7 millones de cabezas de las cuales 363 mil
animales fueron productores de carne (INEGI, 2009).

Los bovinos productores de carne en Chihuahua se orientan a la produccion de
becerros para exportacion, donde tipicamente se utilizan dietas basadas en pastos
naturales y esquilmos agricolas limitando la digestibilidad de la fibra y respuesta
productiva de los animales (Dado y Allen, 1996). Para mantener la rentabilidad en los
diversos tipos de explotaciones pecuarias, los productores de todos los sectores estan
buscando diferentes opciones para reducir los costos de produccion (Gunn et al.,
2010). Siendo el bagazo de manzana fermentado una alternativa como suplemento
protéico que puede sustituir parte de los ingredientes en la dieta de rumiantes, con
incrementos en la produccion lactea (Gutiérrez, 2007) y beneficios en la salud animal
(Gallegos, 2007). Aunado a ello esta el efecto de los cultivos de levaduras los cuales

son ricos en vitaminas del complejo B, minerales y diversos tipos de aminoacidos



(van der Peet- Schwering et al., 2007) y como consecuencia, estimulan la absorcion
de nutrientes creando un ambiente intestinal saludable y a la vez un mejor sistema
inmune (Czarneki-Maulden, 2008).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un
inoculo de levadura y del bagazo de manzana fermentado en la dieta de becerros
Angus sobre: 1) comportamiento productivo y funcion inmune, 2) digestibilidad in vitro
de las tres dietas ofrecidas a becerros Angus, 3) digestibilidad in vitro de la fibra

utilizando cuatro cepas de levaduras diferentes.



REVISION DE LITERATURA
Temperatura Ambiental Sobre el Comportamiento Productivo

La temperatura ambiental es una de las variables mas investigada y al mismo
tiempo la mas utilizada como indicador de estrés. Mujibi et al. (2010) mencionaron que
los efectos de la temperatura ambiente sobre el rendimiento de los animales han sido
estudiados ampliamente en el ganado bovino, ya que los rumiantes dentro de su
capacidad genética y fisiolégica se ajustan continuamente para enfrentar los cambios
ambientales (Young et al., 1989).

Arias et al. (2008) indicaron que animales adaptados al medioambiente en el
que viven, experimentan estrés debido a las oscilaciones en las temperaturas o por
una combinacion de factores negativos a los que se someten durante un corto periodo
de tiempo, enfrentandolo a través de modificaciones fisioldégicas y de comportamiento.
Por ende, en la mayoria de-los casos la respuesta revela cambios en los
requerimientos de nutrientes, siendo las necesidades de agua y la energia los mas
afectados cuando el ganado se encuentra fuera de la zona termo-neutral (Conrad,
1985). Arias et al. (2008) demostraron que los cambios en los requerimientos, asi como
las estrategias adoptadas por los animales para enfrentar el periodo de estrés, resultan
en una disminucion en su desemperio productivo. Como parte del comportamiento de
aclimatacion del animal, el consumo de materia seca (CMS) y el consumo diario de
agua son directamente afectados, ya que ambos se relacionan con el balance térmico
e impactan la regulacién de la temperatura corporal (Finch, 1986). Collin et al. (2001)
encontraron que en los animales dentro de su zona de termoneutralidad, la energia
de la dieta es utilizada para mantenimiento, crecimiento, produccion y actividad fisica;

mientras que abajo o arriba de esta zona la energia es reorientada a funciones para
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mantener la condicidbn homeotérmica y en algunos casos puede existir un aumento en
la demanda de energia para estos procesos.
Probioéticos en la Alimentacion Animal

La dieta juega un rol importante en la salud animal y humana. En afios recientes,
se ha dedicado especial atencion a la produccién 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).

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 o-'animales mejorando las
propiedades de la microflora autéctona del intestino (Champagne et al., 2005). En otro
estudio, se menciond que los probiéticos 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 colonizacion y adhesion en la mucosa intestinal (competencia por receptores),
competencia por nutrientes, produccion de sustancias antimicrobiales y la
estimulacion de la mucosa y Sistema immune. Las levaduras como probioticos 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
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patégenas, desarrollando una actividad bactericida o bacteriostatica debido a ciertos
compuestos metabdlicos producidos por las mismas. Stephens et al. (2007)
mencionaron que corderos alimentados con probioéticos disminuyeron la excreciéon 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 utilizaciéon de varias especies de probioticos
favorecen el incrementado de la ganancia diaria de peso (GDP) y eficiencia alimenticia
de corderos y bovinos en engorda durante el periodo inicial de la alimentacion (Lema
et al.,2001).
Bagazo de Manzana en la Suplementacion Animal

Manterola et al. (1999) describieron que el bagazo de manzana es el residuo
del proceso de extraccion de jugo de manzana y representa entre 15y 20 % de la fruta
procesada. Desde tiempo, se ha.incrementado el interés sobre del uso de bagazo de
manzana en la dieta de bovinos; y como la mayoria de los alimentos, la utilidad de este
subproducto en la alimentacién de rumiantes depende de los procesos de fermentacion
en el rumen (Rumsey, 1978). El bagazo de manzana es equivalente al silo de maiz en
el contenido de nutrientes digestibles totales, deficiente en proteina digestible vy
alto en pectinas, pentosanos y extracto de éter que la mayoria de los alimentos
comunes (NAS, 1971). Sunvold et al. (1995) mencionaron que existe poca informacién
sobre la fermentacion de la fibra de vegetales y frutas. Sin embargo, existe evidencia
que la fibra de frutas y vegetales contienen varios compuestos bioactivos (flavonoides
y carotenoides) lo que aumenta su valor nutricional en alimentos para perros (Swanson
et al., 2001). Saura-Calixto y Larrauri (1996) demostraron que la fibra de frutas y

vegetales contienen una cantidad balanceada de fibra soluble e insoluble, que
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promueve la salud gastrointestinal. Existe evidencia que el subproducto de manzana
puede adicionarse en dietas de vacas productoras de leche (12 a 15 L/d) hasta en un
40 % de la materia seca de la racion (Edwards y Parker, 1995). Otros investigadores
reportaron que, al suplementar vacas productoras de leche con bagazo de manzana,
incrementaron la produccion de 5.9 a 9 % y aumentaron el contenido de grasa y
proteina (Anrique y Dossow, 2003). Rodriguez et al. (2006) encontraron que becerros
alimentados con bloques multinutricionales elaborados con 14.6 % de manzarina,
pueden tener ganancias diarias de 0.570 kg d. Por otra parte, Gutiérrez (2007) reportd
que el subproducto de manzana fermentado puede sustituir parte de los ingredientes
utilizados en la alimentacién de vacas productoras de leche, teniendo rendimientos
positivos en la produccion y salud animal (Gallegos, 2007) debido a sus caracteristicas
fisico quimicas.
Cultivos de Levadura en la Nutricion Animal

Una gran variedad de aditivos alimenticios que manipulan la actividad del rumen
estan disponibles en el mercado. Los rumiantes establecen una simbiosis con los
microorganismos ruminales, mediante la cual aportan nutrientes y un medio ruminal
adecuado para la superviviencia de los microorganismos mejorando la fermentacion
de los alimentos, incrementando la capacidad de utilizar la fibra y proteina microbiana
sintetizada en el rumen, lo que constituye la fuente principal de energia y proteina
(Calsamiglia et al., 2005). Desnoyers et al. (2009) demostraron en una recopilacion de
157 experimentos que la suplementacion con levaduras incrementd el consumo de
alimento, produccion de leche, pH ruminal, acidos grasos volatiles (AGV) en rumen y
la digestibilidad de materia organica; asi mismo, el efecto de levaduras fue mejorado

cuando los animales consumieron dietas con alta proporcién de concentrado. Estos
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mismos resultados, sugirieron que las levaduras limitan la disminucién de pH ruminal
tipicamente asociado con un incremento en la concentracion de AGV y reduccion de
acido lactico, produciendo mayor capacidad buffer. Ingvartsen (2006) reporté
diferentes estrategias nutricionales para ayudar a incrementar el consumo de materia
seca (CMS) y evitar al maximo el balance energético negativo durante las primeras
semanas de lactacion en ganado productor de leche. Sin embargo, muchos de estos
estudios se han realizado en novillos y vacas secas fistuladas o in vitro (Al Ibrahim et
al., 2010). Estos mismos autores, mencionaron que numerosos productos comerciales
estan disponibles, variando ampliamente en las cepas de Saccharomyces cerevisiae
(Sc), viabilidad y numero de células presentes. Algunas cepas de Sc han favorecido el
establecimiento de las bacterias celuloliticas en el tracto digestivo de corderos,
acelerando la actividad microbial en el 'rumen, favoreciendo potencialmente el cambio
de una dieta liquida a una sélida en animals prerumiantes (Chaucheyras-Durand y
Fonty, 2001). Por otra parte, Davis y Drackley (1998) mencionaron que a medida que
el becerro joven madura y cambia de una dieta liquida a una dieta a base de grano y
forraje, el riesgo a diarrea tiende a disminuir.
Cultivos de Levadura en la Fermentacion Ruminal

La inclusion de Sc en el alimento resulta en un aumento en el nimero total de
bacterias celuloliticas (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus), tanto in vitro
como in vivo (Lila et al., 2004). En otro estudio, Chaucheyras et al. (1995) observaron

la estimulacion del crecimiento del hongo Neocallimastix frontalis.



Los mismos autores reportaron que Sc parece estimular la utilizacién de lactato
por Megasfaera elsdeniiy Staphylococcus ruminantium propiciando un aumento en la
sintesis de propionato (Lila et al, 2004). Estos ultimos autores reportaron que la
disminucion del nivel de acido 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 nitrogeno amoniacal (N-NH3) es muy
variable, y se ha observado tanto una reduccién como un incremento (Chaucheyras-
Durand y Fonty, 2001).

Calsamiglia et al. (2005) han reportado 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,
aminodcidos, etc.) que estimulan el crecimiento de las bacterias que digieren la
celulosa y utilizan el acido lactico. Estos mismos autores reportaron que las levaduras
vivas mediante su accion de respiracion, consumen el oxigeno residual disponible en
el medio ruminal, protegiendo a las bacterias anaerobicas estrictas. Newbold et al.
(1996) compararon varias cepas de Sc y 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 estimulacion de Sc sobre las bacterias ruminales
podria atribuirse, al menos parcialmente, a su actividad respiratoria.

En otro estudio, Yoon y Stern (1996) reportaron un mecanismo de accion para
levaduras y hongos mediante el cual el aumento del pH ruminal y la reduccion de la

disponibilidad de oxigeno estimulan el incremento del crecimiento 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 utilizacion de nutrientes. Chung et al. (2011)
publicaron que la levadura también tiene un potencial de incrementar el proceso de
fermentacién en el rumen de manera que disminuya la formacién de gas metano (CHas).
En otro estudio propusieron que, a través de una seleccion de cepas, puede ser posible
desarrollar un producto de levadura comercial que disminuya la produccion de CHa4
mientras minimiza la acidosis ruminal y promueva la digestion de la fibra y fermentacion
ruminal (Newbold y Rode, 2006).
Funcién 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 unién
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 colonizacionvy fijaciéon del patégeno a la mucosa (Nocek et al., 2011). Ferket
(2003) mencion6 que este beneficio puede provocar una respuesta antigénica
importante, mejorando asi la inmunidad humoral contra patégenos especificos a través
de la presencia de antigenos a las células inmune atenuada, ademas, este proceso
puede suprimir la respuesta inmune proinflamatoria, la cual es perjudicial para el
comportamiento productivo. Otro componente predominante de la pared celular de
levaduras, es el B-1,3/1,6-glucano (B-glucano), el cual a 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 mejoré la respuesta inmune humoral contra rotavirus e incrementaron la
transferencia de anticuerpos para sus crias. Reed y Nagodawithana (1991) publicaron
que los oligosacaridos presentes en la pared celular de Sc tales como glucanos y
mananos mejoran el sistema inmune e influyen en la interacciéon patégeno-huésped en
el tracto digestivo de animales y humanos. Animales de laboratorio, que consumieron
glucanos de avena mejoraron la funcion de neutréfilos incrementando la defensa
contra patdgenos (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).

Funcioén 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 fisiologicos de los animales
(Spolders, 2007). Sin embargo, el impacto de la suplementacion de MT sobre la
inmunidad en rumiantes ha sido variable (Spears, 2000). Este mismo autor mencion6
que la suplementacion de oligoelementos se centrd en un principio en prevenir signos
clinicos de deficiencia y la disminucion de la produccién, pero el rol de estos elementos

en la inmunidad ha sido enfatizado en estudios mas recientes.
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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 disminucién en la produccion
de células T, células B, neutrofilos y macrofagos, propiciando un incremento en la
susceptibilidad a infecciones (Chandra, 1999).

Zinc. Es un microelemento esencial para el buen funcionamiento de las células,
también ha sido identificado como un componente estructural, catalitico o regulador de
mas de 200 enzimas involucradas en el metabolismo de proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos (Vallee y Auld, 1990), siendo esencial para la integridad del sistema
inmune (Hambridge et al., 1986), aunque su rol especifico sobre la respuesta inmune
no esta muy claro. Asi mismo, Murray et al. (2000) mencionaron que es un componente
estructural de la enzima superéxido dismutasa (SOD), que ayuda a eliminar radicales
libres producto de varios procesos en el cuerpo. Por otro lado, la funcién protectora de
Zn contra la formacioén de radicales libres y estrés oxidativo, ha dado lugar a estudios
sobre el efecto antioxidante de Zn y su participacion en el sistema de defensa
antioxidante (de Oliveira et al., 2009). Al considerar la gran variedad de enzimas que
contienen Zn (lactato dehidrogenasa, fosfatasa alcalina, alcohol dehidrogenasa,
anhidrasa  carbdnica, superoxido dismutasa, carboxipeptidasas, malico
dehidrogenasa, etc.) resulta facil suponer las graves consecuencias que ocasiona una

deficiencia celular de Zn (Kirchgessner et al., 1993).
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Hambridge et al. (1986) publicaron que una deficiencia de Zn, dafia la funcion
inmune a través de una reduccién en la funcion de células T, asi como una disminucion
en la funcién de muchos componentes claves del sistema inmune (timo y neutrdfilos).
Cymbaluk et al. (1986) mencionaron que altas concentraciones de Zn obstaculizan la
utilizacién de Cu y van acompafados de cojeras, anomalias 6seas y puede producir
anemia (De Auer y Seawright, 1988).

Manganeso. Es otro antagonista potencial del Cu, por lo tanto, ingredientes
con alto contenido de Mn en la dieta pueden tener impacto negativo en la absorcion de
Cu (Hansen et al., 2009). Grace (1994) publico que la concentracion de Mn de algunos
forrajes puede contener mas de 100 mg/kg de MS, mientras que el contenido de Cu
es tipicamente bajo. El papel antagonico del Mn sobre el Cu es limitado, sin embargo,
estudios con ratas han mostrado una interaccion.complicada entre el efecto de Mn en
la dieta (10 a 50 mg/kg de MS) y Cu (<1 a 6:-mg/kg de MS) sobre indices de niveles de
fierro (Fe) en suero sanguineo (Reeves et al., 2004). Hidiroglow (1979) menciono que
el Mn se absorbe pobremente (1'% o menos) en dietas de rumiantes. En otro estudio,
mencionaron que los factores dietéticos que pueden influir en la biodisponibilidad de
Mn han recibido poca atencién, probablemente porque la deficiencia no es considerada
como problema principal en rumiantes (van Bruwaene et al., 1984). Por otro lado, la
limitada evidencia sugiere que dietas altas en calcio y fosforo puede reducir la
biodisponibilidad de Mn (Hidiroglow, 1979).

Cobre. Es un elemento esencial en la nutricién animal, y participa en muchos
procesos biolégicos del organismo, la mayoria relacionados con actividades
enzimaticas (Grace, 1994). Asi mismo, Swenson y Reece (1993) publicaron que forma

parte integral del sistema citocromo, de enzimas Cu- superéxido dismutasa (CuSOD),
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CuZn-superéxido dismutasa (CuZnSOD), ceruloplasmina (Cp), citocromo oxidasa,
tirosinasa (polifelin oxidasa), acido ascorbico oxidasa, monoamina oxidasa plasmatica.
Spears (2000) mencioné que en bovinos y otras especies se ha documentado que el
Cu ejerce efecto sobre el sistema inmune. En otro estudio, se encontré que la habilidad
fagocitica de neutréfilos se incrementd al doble cuando administraron Cu a terneros
con deficiencia (Jones y Suttle, 1981). Prohaska y Failla (1993) reportaron que la
inmunidad humoral y células mediadoras fueron dramaticamente disminuidas en ratas
y ratones con deficiencia de Cu. Asi también, la respuesta inmune humoral de novillos
en crecimiento fue mejorada cuando fueron inyectados con 90 mg de Cu antes del
destete y alimentados con 7.5 mg Cu/kg de MS durante la fase de crecimiento (Ward
y Spears, 1999).

La deficiencia de Cu en bovinos'es un desorden bastante comun en todo el
mundo y sus dietas son regularmente altas en la concentracion de Cu (arriba de 35
mg/kg de MS), el maximo nivel de suplementacion de Cu para ganado lo establecio la
Unién Europea (Council Regulation (EC) No. 1334/2003/EC), muy por encima de los
requerimientos fisioldgicos generales (10 mg/kg MS; NRC, 1996). Kendall et al. (2001)
comentaron que el margen relativamente amplio en la suplementacién de Cu es porque
en bovinos, y en rumiantes en general, los requerimientos nutricionales no dependen
exclusivamente de la concentracién de Cu en la dieta, si no que estriban altamente de
la suplementacion y disponibilidad del Cu, lo cual justifica la interferencia con
antagonistas, principalmente molibdeno (Mo), azufre (S), fierro (Fe) y Zn. Hansen et al.
(2009) publicaron que la deficiencia de Cu en ganado productor de carne, puede
presentarse en forma de una disminucién de crecimiento, despigmentacion del pelo y

anemia.
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Este signo puede ser explicados por la reducida actividad de cuproenzimas tales
como citocromo ¢ oxidasa, tirosinasa y ceruloplasmina, que son importantes en la
produccion de energia, melanina y metabolismo de Fe, respectivamente (NRC, 1996).
Actividad Antioxidante

La nutricion 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 mencion6 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) mencioné que para contrarrestar los
RL existe en primera instancia el sistema antioxidante enzimatico, que incluye la
seleno-enzima glutation peroxidasa (GPx) que actia fundamentalmente reduciendo el
peréxido de hidrogeno (H202), y la SOD que acttia sobre el anién superoxido (O2)
transformandolo en un radical secundario (H202) para una posterior accion de la GPx.

La mayoria de las moléculas presentes en el organismo son quimicamente
estables, es decir, tienen un niumero par de electrones en su orbital externo, pero
existen otras cuyo numero de electrones es impar, estas sustancias quimicas
altamente inestables y reactivas se conocen como radicales libres (Barquinero, 1992).
Halliwell (1992) report6 que cuando un radical interactia con una sustancia estable,
toma de ella un electron cargando positivamente la molécula; asi el compuesto estable

se convierte en un radical libre altamente agresivo, pudiendo generar mas radicales,
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dando lugar a una reaccion en cadena. Por otra 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, hidroxido (OH) y H202 (Ceballos et al., 1998).

El confinamiento y el estrés calérico 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 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 parametros de los valores
de biometria hematica (BH) son una ayuda diagnéstica fundamental en el analisis 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, valoracion de procesos de estabilidad
enzootica y el estado nutricional de los animales. Asi mismo, la BH es un examen de
ayuda diagnéstica que en la evaluacion clinica permite tomar decisiones profilacticas

y curativas. Barrio et al. (2003) mencionaron que la BH es la evaluacion numérica y
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descriptiva de los elementos celulares de la sangre (glébulos rojos, glébulos blancos y
plaquetas); constituyendo una de las pruebas mas solicitadas en el laboratorio clinico,
ya que acompafia casi todos los protocolos de diagnoéstico 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 coagulacion (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 neutroéfilos, eosindfilos y baséfilos. Por otro lado, los linfocitos son
glébulos blancos responsables de la inmunidad -humoral y celular, su produccion se
origina en la medula 6sea. En otro estudio, Aiello y Mays (2000) reportaron que los
analisis hematolégicos muestran las. cantidades de los elementos celulares; su
evaluacion permite determinar problemas de salud, inflamacién de tejidos o funciones
proliferativas de la medula ésea.

Digestibilidad y Fermentacién de los Alimentos en el Rumen

Por algunos afos, los microbidlogos y nutriélogos de rumiantes se han
interesado en la manipulacion del ecosistema microbial del rumen para mejorar la
eficiencia en produccion (Callaway y Martin, 1997). La adicion de extractos de
Aspegillus oryzae y cultivos de Sc en la dieta de rumiantes mejoran la
digestibilidad de MS, proteina cruda (PC) y hemicelulosa; aumentando el niumero de
bacterias en el rumen, disminuyendo la concentracién de lactato e incrementado la

produccion de leche en vacas frescas (Gomez-Alarcon et al., 1990). Sin embargo, la
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respuesta a la suplementacion con cultivos de levaduras u hongos han sido variables
(Martin y Nisbet, 1992). Estudios previos (Newbold et al., 1996) han mostrado que el
cultivo de levadura incrementa el niumero de bacterias celuloliticas en el rumen, y en
algunos casos incrementan la degradacion de celulosa. Por otra parte, los
microorganismos que se adhieren a la digesta, representan mas del 75 % de la
microflora total del rumen, y Sc estimula el crecimiento principalmente de F.
succinogenes, R. albus y R. flavefaciens siendo las mas activas en la degradacion de
la fibra (Chaucheyras- Duran y Fonty, 2001). Asi también, otros autores han utilizado
la levadura Sc como aditivo en dietas fibrosas para rumiantes produciendo mejoras en
la eficiencia de utilizacion y disponibilidad de los nutrientes (Newbold et al., 1998) e
incrementos en la digestion ruminal de la. MS, materia organica y FDN, tanto in vivo
como in vitro, asi también, en la degradabilidad de FDA y nitrégeno (Biricik y Turkman,
2001).
Produccién de Gas y Perfiles de AGV en el Rumen

Se conoce que la cuantificacion de la produccion de gas en fermentaciones in
vitro se utiliza para determinar la digestibilidad y la cinética de la fermentacion ruminal
de los alimentos (Theodorou ef al. 1994), lo que unido a las ecuaciones de regresion
multiple y los componentes nutricionales del sustrato (Noguera et al., 2004) propician
con bastante precision la estimacion de la degradabilidad in vivo y la digestibilidad
aparente de la MS de forrajes (Blummel et al, 1997); ajustando los perfiles
acumulados de gas a una ecuacion apropiada que permita resumir la informacion

cinética (Groot et al., 1996).
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Por otro lado, la energia para el crecimiento microbiano se deriva de la
fermentacion de los carbohidratos, principalmente almidon y celulosa, cuya digestion
anaerobia produce AGV, succinato, lactato, etanol, diéxido de carbono (CO2), CHsy
trazas de hidrogeno (H2); sin embargo, estos también aportan esqueletos de carbono
esenciales para la sintesis de biomasa microbiana (Opatpatanakit et al., 1994). En otro
estudio (Getachew et al.,, 1998) reportaron que la produccién de gas es generada
principalmente cuando el sustrato es fermentado hasta acetato y butirato,
produciéndose propionato Unicamente desde la neutralizacion del acido y, por
consiguiente, es de menor cantidad. Por otra parte, los microorganismos ruminales son
muy sensibles a cambios en el pH y la mayoria prefieren un rango entre 6.5 a 6.8.
Grant y Mertens (1992) comentaron que las bacterias celuloliticas, en particular, son
mas sensibles a bajos pH que las amiloliticas.” Asi mismo, Hoover et al. (1984)
demostraron que un pH alto (7.5) o bajo (5.5) compromete severamente la digestion
de lafibra.

Noguera et al. (2004) reportaron que la técnica de produccién de gas permite
detectar diferencias entre sustratos generados por su madurez, condiciones de
crecimiento, especie o cultivo y métodos de preservacion. De la misma manera ha sido
usada para determinar diferencias en la fermentacién de los residuos de cosechas

sometidos a diversos tratamientos quimicos o fisicos (Williams, 2000).
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ESTUDIO I.

INOCULO DE LEVADURAS Y BAGAZO DE MANZANA FERMENTADO EN
LA DIETA DE BECERROS ANGUS EN CRECIMIENTO SOBRE EL
COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y SISTEMA INMUNE
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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’kg MS). Las variables
evaluadas fueron peso vivo (PV), ganancia diaria de peso'(GDP), consumo diario de
alimento (CDA), conversion alimenticia (CA) y concentracién de Zn, Mn y Cu en suero
sanguineo. Ademas, se cuantifico actividad antioxidante (AA) en plasma sanguineo y
biometria hematica (BH) en sangre complete. 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 incluyd 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. El T3 fue superior (P<0.05)
en CDA 'y CA (8.512£0.12 kg/d y 1.530+0.03, respectivamente). En Zn el T1, T2y T3
mostraron las concentraciones mas bajas (P<0.05) el dia 56 del muestreo (11.14+2.77,
10.56+£2.81 y 12.30£2.90 pmol/L, 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 ymol/L). El dia 28 de muestreo el T1, T2
y T3 mostraron menor (P<0.05) concentracion de Cu (8.0412.34, 8.32+2.34 y
9.76+2.47 pmol/L). La AA reveld efecto de tratamiento (P<0.05) el dia 84 de la prueba,
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siendo superiores el T2y T3 con 15.72+0.03 y 15.71+£0.03 mmol/L, respectivamente.
El T1 y T2 mostraron la concentracién mas alta (P<0.05) de Leu el dia 84 (9.82+0.95
y 11.112£0.95 x 10%/L, respectivamente) y Lin (7.30+0.92 y 8.73+0.92 x 10%/uL). Se
concluye que el T3 increment6 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.

31



ABSTRACT
INOCULUM OF YEAST AND FERMENTED APPLE BAGASSE IN THE DIET OF
GROWING ANGUS CALVES ON PRODUCTIVE PERFORMANCE AND IMMUNE
SYSTEM

The objective of the study was to evaluate the effect of an inoculum of yeast (Y1)
and fermented apple bagasse (BMZN) in the diet of growing Angus calves and their
effect on productive performance and immune system. Twenty-six calves (PV=11216.2
kg) of four months of age, were randomized into three feeding treatments: T1 (control,
n=9): oat hay (OH) + corn silage (CS) + concentrated; T2 (BMZN, n=9): OH + CS +
concentrated + BMZN; T3 (YIl, n=8): OH + CS + concentrated + YI. Diets were
isoenergetic (1.26 Mcal/kg MS) and isoproteic (28.8 %). The variables evaluated were
weight, average daily gain (ADG), daily feed intake (DFI), feed conversion (FC) and Zn,
Mn and Cu concentration in blood serum. In-addition, the antioxidant activity (AA) was
quantified in plasma and hematic biometry (HB) in full blood. All the variables were
evaluated every 28 days, except hematic biometry, which was measured only on days
56 and 84. The variables of the performance test were analyzed with a statistical model
that included treatment as a fixed effect. The concentration of Zn, Mn, Cu, AA y BH
were analyzed with a model that included treatment and sampling day as fixed effects;
and animal as random effect. The T3 showed improved (P<0.05) DFI and FC
(8.51240.12 kg/d and 1.530+0.03, respectively). In Zn the T1, T2 and T3 showed the
lowest concentration (P<0.05) the 56th day of sampling (11.14+2.77, 10.56+2.81 and
12.30£2.90 pymol/L). The Mn showed significant difference (P<0.05) at day 28 of
sampling, being the T2 and T3 who expressed the lowest concentration (4.29+2.11 and

7.28+2.22 pmol/L). The 28th day of sampling the T1, T2 and T3 showed the lowest
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(P<0.05) concentration of Cu (8.04+2.34, 8.32+2.34 and 9.76+2.47 ymol/L). The AA
revealed effect of treatment (P<0.05) the 84th day of the sampling, being superior the
T2 and T3 with 15.72+0.03 and 15.71+£0.03 mmol/L, respectively. The T1 and T2
showed the highest (P<0.05) concentration of Leu 84th day (9.82+0.95 and 11.11+0.95
x 10%/uL, respectivamente) and Lin (7.30+0.92 and 8.730.92 x 10%/uL). We conclude
that the T3 increased the ADG and DFI, moreover, maintained the amount of Leu and

Lin near the maximum level, without showing significant variations over time.
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INTRODUCCION

Los probioticos son aditivos alimenticios que contienen microorganismos que al
ser adicionados en la alimentacion animal permanecen activos en el tracto digestivo,
ejerciendo importantes efectos fisioldgicos que contribuyen al equilibrio del ambiente
ruminal y del sistema inmune, con efectos benéficos en el rendimiento productivo
(Desnoyers et al., 2009); sin embargo, el mecanismo del efecto de los productos de
levaduras no se ha entendido completamente. Los cultivos vivos de Saccharomyces
cerevisiae producen enzimas, vitaminas del complejo B, minerales y diversos tipos de
aminoacidos (van der Peet- Schwering et al., 2007) y como consecuencia, estimulan
la absorcion de nutrientes creando un ambiente intestinal saludable y mejorando el
sistema inmune (Czarnecki-Maulden, 2008). 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 6ptima y por lo tanto
son nutrientes esenciales para todos los animales (Aksu et al., 2011), ejercen su efecto
sobre un correcto crecimiento, reproduccion, rutas de secrecién hormonal y respuesta
inmune (Dorton et al., 2007). 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 (Huerta et al., 2005). 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 (Chew, 1995). El bagazo de manzana
fermentado es rico en antioxidantes, minerales organicos y levaduras que pueden
ayudar a mantener la salud del animal que lo consume. Es de bajo costo y posee
nutrients altamente fermentables por microorganismos como levaduras y
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bacterias en el rumen (Becerra et al., 2008 y Rodriguez-Muela et al., 2010).

Con base en estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de un inéculo de levaduras y de bagazo de manzana fermentado en la dieta de
becerros Angus en crecimiento y su efecto sobre el comportamiento productivo,
concentracion de minerales en suero, actividad antioxidante en plasma y biometria
hematica. Los resultados de esta investigaciéon permitiran a los productores y
nutriélogos pecuarios tomar una decision que permita mejorar los rendimientos

productivos y sistema inmune en becerros sometidos al estrés por el destete.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se desarroll6 en las instalaciones del rancho La Cafnada,
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 semihumedo 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 2011.

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 1) se adicionaron al HA 'y EM al
momento de ofrecer el alimento.

El BMZN se prepard 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, 48 y
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Cuadro 1. Composicion del alimento concentrado por tratamiento

Ingredientes ™ T2 T3
% (BS)
Maiz rolado 32.0 30.6 32.0
Melaza 10.0 50 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 2.0 2.0
Minerales y 3.0 3.0 3.0

vitaminas12:10°
Inoculo de levaduras 0.0 0.0 2.0

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 mg/kg 16.12 13.75 15.32
Mn mg/kg 31.66 30.18 31.17
Zn mg/kg 42.48 40.32 42.70

"Mezcla de minerales y vitaminas 12:10: P, Cay Mg (12.0, 11.5, 0.6 %), Mn, Zn,
Fe, Cu, |, Coy Se (2160, 2850, 580, 1100, 102, 13, 9 ppm), Vitamina A, D3y E
(220000, 24500, 30 UI/kg).

°BMZN = Bagazo de manzana fermentado.
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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).
Material Bioloégico

Las cuatro cepas de levaduras que se utilizaron para este trabajo fueron
obtenidas a partir de la fermentacion en estado so6lido 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), en
el laboratorio de transgénesis animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la
Universidad Autonoma de Chihuahua. Para la identificaciéon se realizdé un cultivo de
levaduras por dilucién seriada y se aislaron 16 colonias a las cuales se les extrajo ADN
para amplificar una region del ADNr 18S (752 pb). El producto de PCR obtenido se
sometié a secuenciacion, realizando su analisis por medio del programa Blast de la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

El analisis de las secuencias mostré que las levaduras correspondientes a las
16 colonias aisladas fueron: Saccharomyces 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 3 y S. cerevisiae cepa 6. Todas
obtenidas a partir de la fermentacion en estado soélido del BM. Las cepas se
mantuvieron viables mediante resiembras periédicas en cufias y en cajas petri. El
medio que se utilizé fue Extracto de Malta a razén de 33.6 g/L y el tiempo de incubacién
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 utilize en el presente experiment, se prepare en

5 botes de 20 L, a 4 de ellos se les agregaron cultivos de levaduras provenientes de 3
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cajas Petri 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
adapto6 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 Nutricion 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 prepar6 una dilucion serial de 1 mL de muestra utilizando como diluyente
agua destilada, posteriormente se tomaron 10 pL de la dilucién de cada muestra y se
colocaron en un hematocimetro (camara de Neubauer) para el conteo (Diaz, 2006).

La cantidad de células -individuales o en gemacion se contaron en los 4
cuadrantes (1 mm?cada uno) como se indica en la Figura 1. Se determino 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 10° cel/mL en 500 mL por medio de diluciones con el
sustrato sin levaduras, para adicionar 2 L de inéculo 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 lvermectina

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 m?) con piso de tierra,
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Area (Cuadrante) para conteo de células de mayor tamafio (e.g. levaduras)
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Figura 1. Cuadricula de un hematocimetro (camara de Neubauer). a, b, cy d,
fueron los cuatro cuadrantes utilizados para el conteo de levaduras,

su superficie suma un total de 4 mm?, el espacio entre un cubre
objetos y la superficie de la camara de Neubauer, utilizando los limites
de cada cuadrante como guia tiene 0.1 mm?®de volumen.
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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 SM 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
registré 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 al inicio y cada 28 d durante todo el experimento, pesandose individualmente
alos 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 realizé una resta entre pesos
consecutivos y el producto se dividi6 entre 28, siendo el nimero de dias que

transcurrieron entre un pesaje y otro. La informacién obtenida sobre el CMS y GDP fue
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usada para determinar la conversién 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 puncion directa de la vena yugular después del pesaje individual y antes
que recibieran la dieta durante la mafana, estas muestras se preservaron en hielera
abastecida con hielo.

Determinacion de minerales en suero. Para la medicion 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
colect6 el sobrenadante en viales color ambar de 10° mL previamente marcados y
posteriormente se congelaron a - 20 °C hasta realizar su andlisis. 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
acido 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 diluy6 con agua destilada en la misma proporcién (1 mL:1
mL).El analisis 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 solucion estandar de Zn (ZnSO4:7H20) fue preparada con 1.09 g diluidos en
250 mL de agua tridestilada, adicionando el 5 % de glicerol; el estandar de Mn
(MnSQO4-H20) fue preparado con 0.77 g diluidos en 250 mL de agua tridestilada,
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adicionando el 10 % de glicerol; y la solucion estandar de Cu (CuSOg4-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).

Medicién 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 nutricidon animal de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia donde fueron centrifugadas a 3500 xg por 10 min a
4 °C, el plasma se decantd en viales color ambar de una capacidad de 10 mL,
previamente rotulados, posteriormente se congelaron a - 20 °C hasta el momento de
su medicion. 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 medicion de AA se prepararon tres soluciones: 1. - Solucion bufer (300
mM de C,H3NaO2-3H,0, pH 3.6) se agregaron 3.1 g de acetato de sodio trihidratado,
se afiadieron 16 mL de acido acético glacial (C2H402) y se afor6 a 1 litro (L) con agua
destilada, esta solucion se preservo a 4 °C; 2.- Solucion de acido clorhidrico (HCI) 40

mM, se adicion6 1.46 mL de HCI concentrado en un matraz de 1 L, aforandose con
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agua destilada, esta solucion 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 FeCls-6H20), se
mezclaron 0.054 g en 10 mL de agua destilada, esta solucién se prepar6 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 relacion
de 10:1:1 (v/vlv), este reactivo fué preparado al momento en que fueron preparadas
las muestras para su analisis, ya que no puede ser preservado.

La solucion estandar para la curva de calibracién se preparé con 0.0417 g de
sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H,0) diluido en 50 mL de metanol grado HPLC
(CH3OH), 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 agregé methanol (excepto a la ultima) hasta
completar 1 mL y posteriormente a cada una se le adicion6 3 mL de agua destilada,
se agitaron en vortice por 10 s, posteriormente cada punto de la curva se analiz6 por
triplicado, extrayendo 200 pL de cada punto y adicionandole 1,800 pL se solucion
FRAP por cada tubo del triplicado, nuevamente se agitaron en vortice y después de 10
min de reposo a temperatura ambiente se procedi®é a tomar la lectura en un
espectrofotometro Juniore Il Coleman modelo 6/20 a una absorbancia de 593
nanoémetros (nm). Con los datos que se obtuvieron se elaboré una curva de prediccion
en base a una ecuacion de regresion.

Una vez descongelado el plasma se procedid a preparar las muestras, se
tomaron 7 pL de plasma y se afnadieron a un tubo en el que previamente se habian

adicionado 200 L de agua, enseguida se agregaron 195 pL de metanol y se mezclaron
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195 pL de metanol y se mezclaron en vortex, a dicha mezcla se le afiadieron 2,000 pL
de solucion FRAP, pasados 10 min de reposo se procedié a tomar la lectura a una
absorbancia de 593 nm. El blanco se prepard de la misma forma que las muestras,
excepto que se le adicionaron 7 yL de agua destilada, las muestras y el blanco se
prepararon por triplicado. Con la ecuacién y la cantidad de absorbancia de la muestra,
se calculd 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 (Pq). Las

muestras para BH se enviaron a las instalaciones de ASSAY Laboratorio Clinico S. de R. L.
de C. V., donde realizaron su analisis 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, AAy BH
tomando como efectos fijos tratamiento y muestreo, y su interaccién, y como efecto
aleatorio al animal, se utilizd6 la prueba de Tukey para establecer las posibles

dieferencias entre las medias de los tratamientos (Steel y Torrie, 1997).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Temperatura Ambiental

La TA promedio que se registré durante los meses transcurridos en este
experimento, se muestra en el Cuadro 2. 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)
menciond que la temperatura ambiente efectiva de confort es el estado constante de
temperatura corporal, la cual puede ser mantenida sin necesidad de ajustes fisiolégicos
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
termorregulacion 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 3). Los becerros del T3 fueron superiores
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Cuadro 2. Temperatura ambiental promedio registrada durante el
experimento

Temperatura °C?

Fecha Dia de muestreo®
Maxima Minima
17-Febrero / 01-Marzo 1 24.3 -7.3
02-Marzo / 30-Marzo 28 27.2 -3.0
31-Marzo / 27-Abril 56 30.4 0.9
28-Abril / 25-Mayo 84 30.7 2.6
Promedio 28.1 -1.7

La temperatura maxima y minima corresponde al promedio registrado en el
transcurso de los dias de las fechas indicadas.
® Son los dias de muestreo durante el tiempo que duré el experimento.
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Cuadro 3. Medias (£ EE) del comportamiento productivo
alimentados con tres dietas diferentes

de becerros

Tratamientos'

Variables

T T2 T3
Peso vivo, kg 184.96+4.342 178.3424.36° 183.6024.612
CDA, kg/d 7.89+0.12° 7.54£0.12° 8.51£0.122
GDP, kg/d 0.86+0.057 0.79+0.052 0.85+0.052
CA 1.39£0.03° 1.380.03" 1.530.032

3P Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM

+ concentrado + inoculo de levaduras (IL).
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(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. 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 fermentaciéon 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 Urkmen, 2001). Young (1983) indicé que animales expuestos a condiciones
de frio por abajo de la temperatura corporal critica, esta asociada con la aclimatacion
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 produccion 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
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incremento de la motilidad intestinal y tasa de pasaje de los alimentos (NRC, 1996).
En otro estudio mencionaron que el consumo de alimento se incremento6 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 produccion 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

Zinc. El Cuadro 4 presenta la concentracion en suero sanguineo, mostrando
significancia (P<0.05) el dia de muestreo. El Zn supero 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 11.14+2.77, 10.56+2.81 y
12.30£2.90 pmol/lL para el T1, T2y T3, respectivamente. Asi mismo, al final del
experimento el T2 revel6 diferencia (P<0.05) mostrando 22.29+2.81 umol/L, 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 pmol/L (McDowell y Arthington, 2005).

La concentracion de Zn mostro significancia al incrementarse los niveles cuando
se presentaron las temperaturas mas bajas. El rol especifico del Zn en en la respuesta
inmune no estda 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
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Cuadro 4. Medias (+ EE) de la concentracién de zinc (umol/L) en suero
sanguineo de becerros alimentados con tres dietas diferentes

Tratamientos’
Dia de muestreo

™ T2 T3
1 31.38+2.77* 31.65+2.81% 31.15+2.90%
28 30.03+2.77* 36.75+2.81" 29.62+2.90"
56 11.14£2.77" 10.56+2.81% 12.30+2.90"
84 29.05+2.77* 22.29+2.81Y 24.76+2.90"

X,\y,Z

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

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM
+ concentrado + in6culo de levaduras (IL).
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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 pmol/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.

Spears (2000) reportd que la deficiencia de zinc en corderos disminuye el
porcentaje de linfocitos e incrementan los neutrofilos en la circulacion sanguinea; de
acuerdo a lo publicado por este autor, en nuestro estudio la disminucion de Zn el dia
56 propicid una reduccion en la cantidad de linfocitos, pero no un incremento en el
numero de neutrofilos, 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 disminucion de la capacidad
fagocitica de los neutrdfilos, afecta a las células T y B y por tanto la produccion de
anticuerpos.

Manganeso. La mayor (P<0.05) concentracion de Mn que presentaron los
tratamientos fué al inicio y al final de la prueba (Cuadro 5), sin embargo, el dia 28 se
observaron las concentraciones mas bajas (P<0.05) con 4.97x2.15, 4.29+2.11 y
7.28+2.22 ymol/L para T1, T2 y T3, respectivamente. Excepto para el T1 con niveles

similares el dia 28 y 56 (P>0.05).
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Cuadro 5. Medias (+ EE) de la concentracion de manganeso (umol/L) en

suero sanguineo de becerros alimentados con tres dietas
diferentes

Tratamientos’
Dia de muestreo

T1 T2 T3
1 22.57+2.15" 21.10£2.11% 21.81+2.22"
28 4.97+2.15Y 4.29+2 117 7.28+2.22%
56 8.50+2.15" 12.56+2.11Y 14.92+2.22Y
84 22.30+2.15* 23.71x2.11% 23.37+2.22"

XY,z

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

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM
+ concentrado + in6culo de levaduras (IL).
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La absorcion 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 absorcion 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.

En el presente estudio, la disminucion de Mn 'y Cu el dia 28 de muestreo tal vez
se debid a la alta concentracion de Zn que.ocurrié el mismo dia, siendo el Cu para el
dia 56 quien propicio la menor cantidad de Mn y Zn.

Aunque existen otros minerales que pueden provocar su disminucion tal como
la deficiencia de Mg puede modificar indirectamente la absorcidon de Mn por la
alteracion de la disponibilidad de otros cationes divalentes tales como Ca, Zn (Planells
et al., 1993) y Cu (Jimenez et al., 1997). Sanchez-Morito et al. (1999) asumieron que
la disminucién en la concentracién de Mn estuvo relacionada a un incremento en la
actividad metabolica en la medula 6sea, como un mecanismo para incrementar la
eritropoyesis e intentar compensar la hemolisis inducida por la deficiencia de Mg
(Piomelli et al., 1973). Por ofra parte, Jenkins y Hiridoglou (1991) publicaron que
el exceso de Mn afecta negativamente el metabolismo de Fe en bovinos, resultando
en una disminuciéon del volumen del paquete celular y de la hemoglobina, reduciendo
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la capacidad de unién de Fe en suero.

Cobre. La concentracion de Cu de los tres tratamientos sobrepas6 el nivel
maximo dentro de la especie durante la prueba (Cuadro 6), 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, 8.32+2.34 y 9.76+2.47 pmol/L para el T1, T2 y 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-superéxido dismutasa), por lo que puede realizar
varias funciones en el sistema inmune de las cuales el mecanismo directo de accion
no estd muy claro (Solaiman et al, 2007). 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 circulacion (Quiroz-Rocha y
Bouda, 2001). Asimismo, animales con intoxicacion cronica por Cu pueden tener
acumulacién 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 fisioldgicos de la especie, esto tal vez debido al incremento de
Zn que haya competido en la absorcién de Cu y repercutido en su concentracion, o

posiblemente porque el Cu fue incorporado a la SOD en las células rojas durante
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Cuadro 6. Medias (+ EE) de la concentracion de cobre (umol/L) en suero
sanguineo de becerros alimentados con tres dietas diferentes

Tratamientos'
Dia de muestreo

T T2 T3
1 22.17+2.347 24.48+2.34Y 23.83+2.47Y
28 8.04+2.34* 8.32+2.34% 9.76+2.47*
56 33.36+2.34* 38.06+2.34* 31.29+2.47*
84 23.16+2.34" 20.96+2.34" 29.29+2 47"

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

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM
+ concentrado + in6culo de levaduras (IL).
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la hematopoyesis y vida util 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 umol/L y el 40 % de sus bovinos presentaron valores inferiores
al limite critico de 11.0 uymol/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 el citocromo
oxidasa, que es necesaria para la actividad fagocitica y de la superdxido 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 sistemainmunolégico del animal y con ello la capacidad
de respuesta a la infeccién (Spears, 2003).
Actividad Antioxidante

La mayor AA (P<0.05) se observo 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 T1y T3, sin embargo, el T1 el dia 84 fué inferior (P<0.05)
al T2y T3 (15.62+0.03 pmol/L). Asi también, el dia 28 y 56 el T2y T3 fueron similares
entre si, pero inferiores (P<0.05) al dia 1y 84 de la prueba (Cuadro 7). 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

degradacion (Sorg, 2004), (Cuadro 7). Tanaka et al. (2008) mencionaron que el estrés
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por calor estimula la produccion 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 degradacion (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
patron el dia 84 para los T2 y T3. Lo que coincide con Prior y Cao (1999) quienes
publicaron que un incremento en la produccion de ROS puede causar una disminucion
en la capacidad antioxidante total in vivo. Rodriguez (2008) report6 que ovinos
engordados con una dieta con manzarina, presentaron un incremento de AA con
respecto al grupo testigo (24.34 y 21.79 uymol/L). En otro estudio Gallegos (2007)
publicd que vacas Holstein en produccion-alimentadas con manzarina, mostraron
mayor AA (22.52 pymol/L) con respecto al grupo control (18.65 pmol/L) al final de la
prueba. Hahn y Mander (1997) reportaron que los bovinos requieren alrededor de 3 o
4 dias después de iniciado un cambio calérico para disminuir totalmente los efectos de
la carga calérica, seguido de una recuperacion del poder total antioxidante en su
cuerpo (Worapol et al., 2011).

Biometria Hematica

El Cuadro 8 y 9 muestran los niveles hematolégicos y los parametros de

referencia. Los leucocitos (Leu), linfocitos (Lin), volumen corpuscular medio (VCM),

hemoglobina corpuscular media (HCM) y plaquetas (Pq) presentaron
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Cuadro 7. Medias (+ EE) de la actividad antioxidante (umol/L FeSOa)? en
plasma sanguineo de becerros alimentados con tres dietas
diferentes

Tratamientos’
Dia de muestreo

T1

T2

T3

15.73+0.03°*

15.99+0.03%*

15.81+0.03%*

28 15.62+0.03%" 15.64+0.03%* 15.62+0.03%7
56 15.58+0.03%Y 15.61+0.03%% 15.62+0.03%7
84 15.62+0.03"Y 15.72+0.03%Y 15.71£0.03%Y

@ Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
*¥2 Medias con diferente literal en columna, son diferentes (P<0.05) entre dia
de muestreo.

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

2 umol/L FeSO4 (micromolar de actividad reductiva de FeSQs), por litro de
plasma sanguineo.
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Cuadro 8. Medias (+ EE)? de células blancas de biometria hematica de
becerros alimentados con tres dietas diferentes

Dia de Tratamiento Valores
Células muestreo de BH®
T T2 T3

56 7.58+0.95 8.18+0.95' 9.65+1.00"
Leucocitos (10%/uL) 4-12
84 9.82+0.95 11.11+0.95* 10.80+1.00Y

56 3.22+0.76 6.67+0.76* 5.87+0.80°
Neutréfilos (%) 15-45
84 4.44+0.76 4.22+0.76° 5.00+0.80°
a

56 65.00+4.6 73.00+4.69 74.00+4.97
Linfocitos (%) 45-75
84 7444146 76.89+4.69 71.50+4.97
a
56 31.78+4.5 20.33+4.51 20.12+4.78
Cél. Mixtas (%) 2-20
84 21.11+4.5 18.89+4.51 23.50+4.78

56 0-24+0.08 0.53+0.08% 0.61+0.09°
Neutrofilos (10%/uL) 0.6-4
84 0.43+0.08 0.48+0.08° 0.56:0.09°

56 4.84+0.92 599+0.92" 7.12+0.98"
Linfocitos (10%/uL) 2.5-7.5
84 7.30£0.92 8.73+0.92* 7.75+0.98Y
X
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

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

Medias sin literal en fila y columna, no mostraron diferencia (P>0.05).
3Valores de biometria hematica de bovinos.
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Cuadro 9. Medias (+ EE)? de células rojas de biometria hematica de
becerros alimentados con tres dietas diferentes

Tratamiento

Células Dia de Valore de
muestreo T1 T2 T3 BH?
56 5.14+0.41 5.40+0.41 5.32+0.44
Eritrocitos (10%/uL) 5-10
84 5.51+0.41 6.5410.41 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 73.78+3.26" 63.51+3.25" 64.09+3.45"
VCM (fL) 40-60
84 61.87+3.26" 59.69+3.25* 59.31+3.45"

56 22.50+0.86* 21.15+0.86* 22.36+0.91*

HCM (Pa) 11-17
84 20.17+0.86" 19.89+0.86* 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+0.37* 5.67+0.37° 4.35+0.40"

Plaauetas (10%/uL) 1-8
84 2.4110.37Y 2.70+0.37" 2.06+0.40Y

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

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM +

concentrado + inoculo de levaduras (IL).
Medias sin literal en fila y columna, no mostraron diferencia (P>0.05).

3Valores de biometria hematica de bovinos.
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efecto (P<0.05) del dia de muestreo; los neutrofilos (Neu) en % y pL presentaron
diferencia (P<0.05) entre tratamientos.
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+0.95y 11.11+£0.95 x 103/pL para Leu y 7.30+0.92 y 8.73+0.92 x 103/pL para
Lin, respectivamente. Cabe mencionar que el T2 y T3 superaron el nivel maximo dentro
de la especie en Lin (Cuadro 8). 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 fué donde se observo 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 disminucién enla concentracion de Zn, Mn y AA lo que
repercutid en la disminucion de estas células exponiendo a los becerros a una
liberacién 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 fisiolégico;
estas hormonas pueden actuar incrementando el nimero y porcentaje de neutréfilos,
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
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glucocorticoides durante el estrés, y posteriormente pasan de la circulacion a tejidos
como los ganglios linfaticos, médula 6sea, bazo y piel donde son retenidos,
produciendo por lo tanto una disminucion del numero de linfocitos circulantes.

En otra investigacion, Rodriguez (2008) reporté que ovinos engordados con
manzarina en su dieta, presentaron un incremento de leucocitos (9.49 y 8.78 10%/uL)
al finalizar la prueba. Gallegos (2007) publicé que vacas Holstein en produccion
alimentadas con y sin manzarina, no presentaron efecto (P>0.05) en la cantidad de
leucocitos en sangre.

Neutréfilos. 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 presento la-menor (P<0.05) cantidad de Neu el dia 56
(3.22+0.76 % y 0.2420.08 x 10%/uL),Con respecto al resto de los tratamientos (Cuadro
8).

La baja cantidad de'Neu tal vez se debio a la baja concentracion de Zny Mn el
dia 56, sin lograr alcanzar la cantidad optima al final de la prueba a pesar del
incremento de los minerales en mencién. Por otra parte, ain y cuando estuvieron por
abajo del limite inferior, el T1 el dia 56 fue el mas perjudicado con respecto al T2y T3.
Aunado a esto, se observo 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 encontr6 diferencia en vacas Holstein

en produccion alimentadas con y sin manzarina (34.27 y 35.98 %).
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Romero et al. (2011) mencionaron que los neutrofilos 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 ésea hacia la sangre y
reducen el paso de estos hacia otros compartimentos, generando un incremento de
neutréfilos maduros e inmaduros en la circulacion 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 aun y cuando fué inferior (61.87+3.26 fentolitros (fL)) al dia 56, sobre paso el
nivel maximo (Cuadro 9).

La alta cantidad de VCM que se observo el dia 56 y 84 de la prueba en el T1,
tal vez le perjudico la baja cantidad de Zn, Mn y AA, lo que pudo haber incrementado
una reaccion 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 (Rodostitiset 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
disminucion del volumen del paquete celular y de la hemoglobina, lo que reduce la
capacidad de union 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
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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 47.0fL).

Hemoglobina corpuscular media. Los niveles de HCM de los tres tratamientos
en los dos dias de muestreo superaron el nivel maximo de referencia (Cuadro 9), el
dia 84 el T1 y T3 disminuyeron (P<0.05) con respecto al dia 56 (20.17+0.86 y
19.7710.91 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 glébulos 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) encontré 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 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 9) 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 10%/uL
parael 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 disminucién en la produccién
de plaquetas puede deberse a farmacos, toxinas y en algunos casos a la actividad

inmunologica, debido a la produccion de anticuerpos que se pueden unir a la superficie
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de las mismas. Los tres tratamientos mostraron la menor cantidad de Pq el dia 84,
debido tal vez al incremento numérico de glébulos blancos observados. Rodriguez
(2008) reporté 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 10%/uL. Por otro lado, Gallegos (2007) no encontro diferencia (P>0.05) en la cantidad
de plaquetas al suplementar vacas Holstein en produccién con y sin manzarina (4.5 y

3.8 x 10%/L).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Bajo las condiciones en las que se realizé este trabajo, se concluye que la
adicion de un inoculo de levaduras en la dieta de becerros en crecimiento aumento6 el
CDAYy CA.

A temperaturas ambientales bajas se observo 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 debi6 a que favorecieron a las enzimas antioxidantes y por lo tanto
disminuyeron la liberacién de ROS.

Los leucocitos, linfocitos, VCM, HCM y plaquetas mostraron diferencia a través
de los dias de muestreo. Asi mismo, el T1 presenté menor cantidad de Neu en % y en
uL el dia 56. Estos cambios indican a que el estrés térmico ocurrido en los animales,
perjudico 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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RESUMEN
FERMENTACION /N VITRO DE DIETAS CON LA ADICION DE UN INOCULO DE
LEVADURAS Y BAGAZO DE MANZANA FERMENTADO PARA BECERROS EN
CRECIMIENTO

El objetivo fue evaluar el efecto en la fermentacion in vitro de dietas con la
adiciéon de un indculo de levaduras y bagazo de manzana fermentado para becerros
en crecimiento. Los tratamientos consistieron en: T1 (testigo): heno de avena (HA) +
ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2: HA + EM + concentrado + bagazo de
manzana (BMZN) y T3: HA + EM + concentrado + inoculo de levaduras (IL). Las
variables evaluadas fueron, determinar la digestibilidad de materia seca (MS), fibra
detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y el contenido de lignina
detergente acido (LDA), el volumen de produccion de gas, la concentracion de acido
acético, propionico y butirico, nitrégeno amoniacal (N-NHs), acido lactico y pH. La
digestibilidad in vitro se realizé a las 48 h, en tanto que para el resto de las variables a
las 3, 6, 12, 24,48, 72 y 96 h. Se realiz6 un disefio completamente al azar, las variables
de la digestibilidad de la fibra se analizaron con un modelo estadistico que incluyo
como efecto fijo el tratamiento, la concentracion de acidos grasos volatiles, N-NHs,
acido lactico y pH fueron analizadas con un modelo que incluyé como efectos fijos
tratamiento y hora. Para produccion de gas se consideraron como efectos fijos
tratamiento, hora y su interaccion. Para analizar los parametros A, B y C del modelo
de regresion no lineal ajustado se utilizd como efecto fijo el tratamiento. La mayor
digestibilidad (P<0.05) de MS (72.02 y 72.49 %), FDN (70.77 y 70.25 %), FDA (64.07

y 64.56 %) y el menor contenido de LDA (4.25y 4.14) lo mostraron el T2y T3. EI T3
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fue superior (P<0.05) en el volumen de produccion de gas con valores de 4.20, 5.93,
6.73 y 7.33 mL/0.2 g de MS a la hora 24, 48, 72 y 96, respectivamente. La mayor
concentracion (P<0.05) de AGV la presentaron el T2 y T3 (con valores para acético,
propionico y butirico de 16.00 y 17.19, 6.54 y 6.13, 2.63 y 2.67 mmol/L,
respectivamente). EI T2 y T3 mostraron un incremento (P<0.05) al finalizar la
fermentacion in vitro en la concentracion de N-NH3 0.21 y 0.22 mM/mL) y una
disminucion (P<0.05) de acido lactico (1.46 y 1.37 mM/mL), en tanto que el T3 present6
un incremento (P<0.05) del pH (6.74). Se concluye que el adicionar BMZN e IL a la
dieta de becerros en crecimiento favorece la digestibilidad de MS, FDN y FDA,
disminuyendo el contenido de LDA, incrementan la concentracion de AGV y N-NHs,

provocando una disminucion de acido lactico.
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ABSTRACT
IN VITRO FERMENTATION OF DIETS ADDED WITH AN INOCULUM OF YEAST
AND FERMENTED APPLE BAGASSE FOR GROWING CALVES

The objective was to evaluate the effect on in vitro fermentation of diets added
with an inoculum of yeast and fermented apple bagasse for growing calves. Treatments
consisted of: T1 (control): oat hay (OH) + corn silage (CS) + concentrated; T2: OH +
CS + concentrated + apple bagasse (BMZN); T3: OH + CS + concentrated + yeast
inoculum (YI). The evaluated variables were dry matter digestibility (DM), neutral
detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), and acid detergent lignin content
(ADL), the volume of gas production, the concentration of acetic acid, propionic acid,
butyric acid, ammoniacal nitrogen (N-NHz), lactic acid and pH. The in vitro digestibility
was conducted for fourty eight h and for the rest of the variables sampling times were
at 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h..Under a randomized design, the variables of fiber
digestibility were analized with a statistical model that included treatment as a fixed
effect, the concentration of volatile fatty acids, N-NHz, lactic acid and pH were analyzed
with a model that included treatment and time as fixed effects, for the production of gas
treatment, times and their interaction were considered as fixed effects, and to examine
the parameters A, B and C treatment was used as a fixed effect. The best digestibility
(P<0.05) of the DM (72.02 and 72.49 %), NDF (70.77 and 70.25 %), ADF (64.07 and
64.56 %) and the lowest content of ADL (4.25 y 4.14) were showed by T2 and T3.
The T3 was higher (P<0.05) in volume of gas. Production with values of 4.20, 5.93,
6.73 and 7.33 mL/0.2 g MS at 24, 48, 72 and 96 h. The highest concentration (P<0.05)
of VFA were presented by T2 and T3 with values for acetic acid, propionic, and butyric

0f16.00 and 17.19, 6.54 and 6.13, and 2.63 and 2.67 mmol/L, respectively. The T2 and
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T3 showed an increased (P<0.05) of concentration of N-NHz at the end (0.21 and 0.22
mM/mL) and a decrease (P<0.05) of lactic acid (1.46 and 1.37 mM/mL), while the T3
increased (P<0.05) the pH (6.74). We conclude that adding Y| and AB to the diet of the
growing calves improve digestibility of DM, NDF, ADF and reduced the content of ADL,

increase the concentration of VFA and N-NHs, causing a decrease in lactic acid.
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INTRODUCCION

El valor nutritvo de los alimentos se encuentra determinado por la
biodisponibilidad de nutrientes y la dinamica de los procesos de solubilidad en el tracto
gastrointestinal. Van Soest (1994) mencioné que la pared celular es el mayor
constituyente organico de los forrajes, ya que comprende del 40 al 80 % de la materia
seca y esta constituida por polisacaridos estructurales como celulosa, hemicelulosa y
lignina. Sin embargo, la digestibilidad de la fibra es limitada por el grado de madurez y
lignificacion de los forrajes (Akin, 1989). Diversas estrategias han sido utilizadas para
mejorar la digestibilidad de los forrajes, tal como los avances agronémicos y programas
de cruzamientos de forrajes (Beauchemin et al.,2003).

En afios anteriores, los cultivos de levaduras han sido utilizados para mejorar el
valor nutritivo y la utilizacion eficiente de los pastos de baja calidad. Las adiciones de
cultivos de levaduras en dietas para rumiantes pueden incrementar el consumo de
materia seca, rendimiento productivo, degradaciéon de celulosa y la digestibilidad de
nutrientes (Lesmeister: et al., 2004). Saccharomyces cerevisiae (Sc) ha sido
ampliamente usada como suplemento en la dieta de rumiantes. Los beneficios
asociados con Sc incluyen un incremento en la digestion de fibra detergente neutra
(FDN) y materia seca (MS; Plata et al., 1994), aumento de la tasa inicial de la digestion
de la fibra (Williams et al., 1991), mejora en la eficiencia microbiana y degradacion de
la proteina cruda (PC) in situ (Olson et al., 1994).

Bruni y Chilibroste (2001) mencionaron que de manera alternativa a la
desaparicion de sustrato, se mide la produccion acumulada de gas como Indicador del

metabolismo del carbono, centrando su atencién en la acumulacion de los productos
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finales de la fermentacion tales como biéxido de carbono (CO2), metano (CHa) y acidos
grasos volatiles (AGV). Sin embargo, las levaduras Kluyveromyces lactis e
Issatchenkya orientalis han sido poco estudiadas como aditivos para mejorar la
digestibilidad de dietas fibrosas en rumiantes.

Por lo anterior, el objetivo fue evaluar el efecto de un inéculo de levadura y de
bagazo de manzana fermentado que contienen Kluyveromyces lactis, Issatchenkya
orientalis y Saccharomyces cerevisiae, adicionados en la dieta de becerros destetados
sobre la digestibilidad de la fibra, produccion de gas y perfiles de AGV. Los resultados
del presente estudio permitiran a los productores y nutriblogos pecuarios tener un
mayor conocimiento sobre el uso de estos aditivos alimenticios sobre la digestibilidad

de la fibra y perfil de AGV, permitiendo optimizar su uso en este tipo de animales.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

Esta investigacion fue realizada en las instalaciones de la Facultad de Zootecnia
y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua, Chih., México, ubicada en las
coordenadas 28° 35' 07" latitud norte y 106° 06' 23" longitud oeste, con una altitud de
1,517 msnm, segun el sistema de posicionamiento global (GPS por sus siglas en
inglés, MAGELLAN®, MobileMapper-Pro). La temperatura media anual es de 18.2 °C,
con una media maxima de 37.7 °C y
una media minima de -7.4 °C. La precipitacion promedio anual es de 387.5 mm, con
71 dias de lluvia al afio y una humedad relativa del 49 %; predominando un clima
semiarido extremoso (INAFED, 2008).
Descripcién de los Tratamientos

Para el desarrollo de este experimento se utilizaron las tres dietas ofrecidas a
los becerros en crecimiento como se menciond en el Experimento |. T1 (testigo): heno
de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2: HA + EM + concentrado +
bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3: HA + EM + concentrado + in6culo de
levaduras (IL).
Analisis Quimico de las Dietas

Con la finalidad de obtener los valores compuestos de la digestibilidad de la
materia seca (MS), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acido (FDA) y
contenido de lignina detergente acido (LDA), se analiz6 la composicion quimica de las
fracciones de las dietas antes mencionadas. Se colectaron muestras de las dietas
cada 15 d para formar muestras compuestas mensualmente. Las muestras

fueron secadas a 60 °C por 48 h en una estufa de aire forzado y molidas a 1 milimetro
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(mm) en un molino Wiley (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA), estas muestras
fueron secadas a 105 °C durante 8 h en una estufa de aire forzado para determinar
MS absoluta y secuencialmente fueron incineradas a 600 °C por 4 h en una mufla para
determinar cenizas (AOAC, 2000). En las muestras compuestas de forraje y
concentrado se determin6 la concentracién de FDN, FDA (Van Soest et al., 1991) y
LDA (Goering y Van Soest, 1970). En el analisis de FDN se utilizo6 sulfito de sodio
(Na2S03) y a-amilasa termo estable (Ankom Technology) para remover la materia
nitrogenada y el almidon.

Digestibilidad in vitro de la MS, FDN, FDA y el Contenido de LDA de la Dieta

Previo a la incubacion, las bolsas fueron sumergidas en acetona para eliminar
el surfactante de las mismas que inhiben la digestién microbiana, y posteriormente
fueron secadas a temperatura ambiente. En-seguida, se pesaron las muestras
compuestas de las dietas (0.45 g + 0.05) en'bolsas filtro ANKOM® F57 (25 um de poro
y dimensiones de 5 x 4 cm) identificadas y selladas con calor e incubadas in vitro de
acuerdo a la metodologia Daisy" (ANKOM Technology Corp., Fairport, NY-USA), la
cual involucra soluciones bufer A y B e in6culo ruminal.

El medio de cultivo se preparé de acuerdo al procedimiento de ANKOM
Technology®. La solucion bufer A estuvo compuesta de 10 g/L de KH2POs, 0.5 g/L de
MgSO4:7H20, 0.5 g/L de NaCl, 0.1 g/L de CaCl2:2H20 y 0.5 g de urea en un litro de
agua destilada. La solucién bufer B estuvo conformada por 15 g de Na2CO3 y 1.0 g de
Na2S-9H20 en un litro de agua destilada. Para preparar el inéculo, las dos soluciones
fueron precalentadas a una temperatura de 39 °C y mezcladas en una relacién de 5:1
(1330 mL solucién A'y 266 mL solucion B) ajustando el pH a 6.8 a 39 °C. A esta mezcla

de soluciones se le adicionaron 400 mL de liquido ruminal para obtener una cantidad
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de 2000 mL, la cual se repartid en las cuatro jarras del digestor DAISY" (500 mL por
jarra), posteriormente, se colocaron las bolsas de cada muestra por triplicado,
agregando un estandar y una bolsa blanco (sin muestra) y se procedi6 al analisis de
digestibilidad verdadera in vitro durante 48 h a 39 °C (+ 0.5).

Después de la incubacion, las bolsas se extrajeron de las jarras y se lavaron
con agua de la llave hasta que el agua saliera clara. Las bolsas se secaron en una
estufa de aire forzado durante tres horas a 105 °C para determinar la digestibilidad de
la MS. Posteriormente, se determiné secuencialmente la FDN y FDA en el aparato
ANKOM?® (Ankom Technology Corp., Fairport, NY) de acuerdo a la metodologia
descrita por Van Soest et al. (1991) y LDA siguiendo el procedimiento de Goering y
Van Soest (1970).

Obtencion del Liquido Ruminal

El liquido ruminal se colecté 15 min antes de la alimentacion de los animales,
para lo cual se utilizaron dos'vacas Herford provistas de canula como donadores de
inoculo. Estos animales estuvieron alimentados con una dieta para mantenimiento a
base de silo de maiz, teniendo agua fresca a libre acceso. El in6culo ruminal se
adquiri6 directamente del rumen, con ayuda de 3 pliegues de gasas para colectar
contenido ruminal y depositarlo en un recipiente (2 L) térmico atemperado a 39 °C
adicionando un pufio de digesta ruminal de cada semoviente. Posteriormente se
transport6 al laboratorio de Nutricién Animal, donde fue filtrado a través de dos capas
de tela filtro, retirando la parte solida de la tela y depositandola a una licuadora junto
con liquido ruminal, licuandolos por 30 s, aplicando biéxido de carbono (CO2)

constantemente para garantizar condiciones de anaerobiosis.
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La solucion licuada junto con el resto de liquido ruminal fueron filtrados
nuevamente y depositados a un recipiente mantenido en bafio maria a 39 °C y saturado
continuamente con COa. Este procedimiento avala que el inéculo esté compuesto por
microorganismos en el liquido y en la fibra. Finalmente, un total de 400 mL de inéculo
ruminal fue depositado a cada una de las jarras de digestion, donde estaba la mezcla
de las soluciones bufer y fueron gaseadas por 30 s con COx.

Produccion de Gas in vitro

La produccion de gas (PG) in vitro se realizd mediante el protocolo de Menke y
Steingass (1988), abordando las modificaciones mencionadas por Muro (2007). Esta
técnica es ampliamente utilizada para determinar la cantidad de gas producido de un
alimento en un periodo de incubacion, la cual esta relacionada con la degradacion del
alimento.

El arreglo de la muestra implica el molido del sustrato en una malla de 1 mm
(Menke et al., 1979). El medio ruminal in vitro estuvo conformado por una solucién A
(micromineral) con 13.2 g CaCl>*H20, 10.0 g MnCl2-4H20, 1.0 g CoCl2:6H20 y 8.0 g
FeCls-6H2O aforados en 100 mL de agua destilada; solucién B (solucién bufer) con
39.0 g NaHCO3 aforado en 1 L de agua destilada; solucién C (macromineral) con 5.7
g Na2HPOs, 6.2 g KH2PO4y 0.6 g MgSO-7H20 aforados en 1 L de agua destilada;
solucién de rezasurina (100 mg de rezasurina) aforado en 100 mL de agua destilada,
utilizada como indicador de anaerobiosis; y finalmente la solucién reductora con 4.0 g
1N NaOH y 0.625 g Na>S-9H20 aforados en 100 mL de aguadestilada.

Las soluciones A, B, C y resazurina se agregaron a un frasco con agua destilada,
el cual se introdujo al incubador rotatorio Shaker a 39 °C, posteriormente se agreg6 la

solucion reductora y se gased con CO2 hasta que el color de la mezcla (saliva artificial)
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se torn6 de azul a rosa claro. Las incubaciones de las muestras se realizaron por
triplicado mas un blanco en cada una de las horas, se utilizaron frascos de vidrio de 50
mL, sellados con tapén de goma; a estos se le adicionaron 0.2 g de muestra, 10 mL
de liquido ruminal y 20 mL de saliva artificial. Los frascos con muestra, liquido ruminal
y saliva artificial se sellaron y se colocaron en la incubadora (Shaker 12400) a 39 °C
con agitacion constante (67 revoluciones por minuto; rpm), protegiéndolos de la luz
durante las 96 h que durd la prueba. La presion interna de los frascos producto de la
degradacion del alimento, se midieron con un transductor de presion (FESTO®) a las
3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h de incubacién, mediante la puncién de los frascos,
registrandose la presion acumulada (Theodorou et al., 1994). Los resultados se
expresaron en mL de PG por cada 0.2 g de MS (mL PG/0.2 g MS).
Produccién y Perfiles de AGV

Se colecté una muestra de 20 mL de los frascos de PG para determinar acidos
acéticos, propionico y butirico, a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h, las cuales fueron
filtradas con dos capas‘de gasas para separar el contenido sélido y liquido. A este
ultimo, se le determino el pH inmediatamente, usando un potenciémetro (Combo,
HANNA instruments® Inc., Woonsocket, RI), asi mismo, se tomé una submuestra de
10 mL la cual fue centrifugada al momento a 3,500 xg a 4 °C por 10 min. Posteriormente
el sobrenadante se deposité en viales color ambar previamente marcados, acidificando
la muestra con 0.2 mL de H2SO4 al 50 % y congelandola a - 20 °C hasta realizar su
analisis. Previo a su medicién fueron descongeladas en refrigeracion a 4 °C,
adicionandole &cido metafosférico al 25 % y centrifugando nuevamente con las
caracteristicas antes mencionadas y preservandolas en refrigeracion hasta realizar su
analisis mediante cromatografia de gases (Brotz y Schaefer, 1987).
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Los &cidos grasos volatiles (AGV) fueron analizados por medio de un
cromatoégrafo de gases (SRI 8610, SRI Instruments, CA), con una columna Alltech
ECONO-CAPTM ECTM de las siguientes dimensiones: 15 m de largo, diametro
externo (0.53 mm) y 0.25 mm de didametro interno. Se inyecto 0.6 uL a temperatura del
inyector de 230 °C y detector de flama 250 °C, la rampa de temperatura del horno fue
de 100 °C, 20 °C por min y 190 °C por 1 min, con un tiempo promedio de lectura de
1.51, 1.92 y 2.48 min para acido acético, acido propionico y acido butirico, y un tiempo
de lectura neta de 6.83 min.

Nitrégeno Amoniacal (N-NHs)

Se obtuvo una muestra de 20 mL de los frascos de PG para analizar N- NH3, a
las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h, las cuales fueron filtradas con dos capas de gasas para
separar el material solido y liquido; determinando el pH de la misma manera que la
muestra para AGV. Enseguida se colecto-una submuestra de 10 mL la cual fue
centrifugada de la misma forma que la muestra para AGV. Posteriormente el
sobrenadante se decant6 enrecipientes de plastico de capacidad de 20 mL
previamente rotulados, congelandose a - 5 °C para su conservacion hasta el momento
de su analisis; previo a su medicion se descongelaron a 4 °C y su concentracion se
determin6 por colorimetria segun la técnica de Broderick y Kang (1980).

La ecuacioén de prediccion para calcular la concentracion de N-NHs, se obtuvo del
analisis por triplicado de soluciones estandar con niveles de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 pL de
N-NHs/mL, utilizando agua destilada como blanco en el punto cero (0 pL). El
procedimiento para medir la absorbancia de las muestras, la soluciéon estandar y los
blancos, se desarrolld de la siguiente manera: en tubos de ensayo se adicionaron 920

WL de agua destilada y 80 pL de la muestra concentrada para completar 1 mL, se

86



mezclaron en vortice (Vortex Genie Il) posteriormente se tomaron 50 pL de la muestra
diluida para cada repeticion y se depositaron en tubos de ensayo, afadiéndole 2.5 mL
de fenol y se mezclé en vortice, enseguida se adicion6 2 mL de hipoclorito,
mezclandose nuevamente; para el estandar o blanco se agregd 50 pyL de agua
destilada, 2.5 mL de fenol y 2 mL de hipoclorito, las soluciones obtenidas se mezclaron
en voértice y se incubaron por 5 min en bafio maria (90 a 100 °C).

A continuacioén, las muestras se dejaron enfriar por 5 min a temperatura
ambiente para después tomar lectura de la absorbancia de cada muestra, se midi6 a
una longitud de onda de 630 nanémetros (nm), previamente el valor de la absorbancia
fue ajustado a 0 utilizando blancos como referencia. Con los resultados obtenidos de
la absorbancia, la ecuacién de prediccion' obtenida con la solucion estandar y el
porcentaje de diluciéon de las muestras liquidas, se calculd la concentracion de N-NH3
en milimolar por mililitro de muestra (mM/mL).

Acido Lactico

Se colectdé una muestra de 20 mL de los frascos de PG para analizar acido
lactico, a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h; siendo el procedimiento del manejo de la
muestra similar a la variable de N-NHs hasta el momento de su andlisis. La
concentracion de acido lactico se determind por colorimetria segun el procedimiento
de Taylor (1996). Para el estandar se usaron alicuotas de 5, 10, 15, 20 y 25 uL de
acido lactico/mL y agua destilada como blanco (0 uL de acido lactico/mL).

El analisis se realiz6 por triplicado, se afadieron 3 mL de H2SO4 concentrado y
0.5 mL de la muestra diluida en tubos de ensayo, del estandar (blanco), las soluciones
obtenidas se mezclaron en voértice (Vortex Genie Il) y se incubaron por 10 min en bafio

maria (95 a 100 °C).

87



Posteriormente, se adicionaron 100 pL de solucion de CuSOgsal 4 % y 200 pL de
solucién de 1.5 % de p-fenilfenol en etanol al 95 % en cada tubo, mezclandose
nuevamente y se dejaron reposar por 30 min a temperatura ambiente (no menos de
20 °C). La absorbancia del contenido de cada tubo se midié a una longitud de onda de
570 nm. Con la concentracion de acido lactico y la ecuacion de prediccion obtenida
con las soluciones estandar y el porcentaje de dilucion de las muestras, se calculo la
concentracion de acido lactico en milimolar por mililitro de muestra (mM/mL).
Analisis Estadistico

Para el analisis de la digestibilidad de MS, FDN, FDA y LDA se utiliz6 un modelo
estadistico que incluyé como efecto fijo el tratamiento en un disefio completamente al
azar. Por otra parte, para las variables de acidos acético, propiénico, butirico, N-NHz,
acido lactico y pH, se utiliz6 un modelo estadistico que incluyé como efecto fijo el
tratamiento y hora. Asi también, la produccién de gas se analizé con un modelo similar
que incluyd como efectos fijos tratamiento, hora y su interaccion. Para analizar los
parametros A, B y C del modelo de regresion no lineal ajustado se utilizd6 como efecto
fijo el tratamiento. Se utilizd la prueba de Tukey para establecer las posibles diferencias
entre las medias de los tratamientos (Steel y Torrie, 1997).

Las cantidades de PG acumulada in vitro se ajustaron al modelo no lineal
monofasico de Groot et al. (1996), calculando los parametros de fermentacion A, By
C con el procedimiento NLIN del SAS 9.0 (SAS, 2004).

G=A/(1+BI/1)°
Dénde:

G.- Media de la produccion de gas (mL 0.2 g de MS) para un tiempo de

incubacién dado.
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A.- Asintota de produccion de gas (mL 0.2 g de MS).

B.- Tiempo (h) después de la incubacién en el cual la mitad de la produccién de
gas ha sido alcanzada.

C.- Constante que determina la forma y las caracteristicas del perfil de la curva
y, por lo tanto, la posicion del punto de inflexion.

t.- Variable predictora que representa el tiempo de incubacion en horas.

Para analizar los parametros A, B y C se resto6 la PG del blanco a cada una de
las muestras (triplicado) para obtener la cantidad total acumulada en cada una de las
horas de fermentacién in vitro. Posteriormente, los valores acumulados de cada
repeticion en su hora de muestreo se analizaron-con el modelo de Groot et al. (1996)
para obtener dichos parametros, estos mismos fueron analizados con PROC GLM para
establecer mediante Tukey las posibles diferencias entre las medias de los

tratamientos, declarando efecto significativo cuando los valores de P fueron < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Digestibilidad in vitro de la MS, FDN, FDA y el Contenido de LDA de la Dieta

Digestibilidad de la materia seca. El Cuadro 10 muestra la digestibilidad de la
MS, FDN, FDA vy el contenido de LDA por tratamiento. La mayor digestibilidad de la
MS se observo en el T2 y T3 con valores de 72.02 y 72.49 %, siendo superiores
(P<0.05) al T1 cuyo valor fué de 64.57 %. Esta respuesta ha sido asociada con la
mejora en la digestibilidad de la fibra, especificamente FDN y FDA que mostraron
ambos tratamientos, asi también, en el menor contenido de LDA.

Sauvant et al. (2004) observaron una tendencia a incrementar la digestibilidad
de la materia organica (MO; 0.5 %) en vacas Holstein en el periodo seco que recibieron
un cultivo de levadura en su dieta con respecto al grupo control. Por otra parte, el
mismo afio publicaron que la suplementacion con cultivos de levadura de Sc (0, 2.5y
5 g/d) en cabritos de la raza Nubia incrementaron la digestibilidad de la MO en su dieta
por 12.1y 10.1 % y la digestibilidad de la FDN por 13.3 y 10.5 % para 2.5 y 5 g/d con
respecto a la dieta control (Fadel El-seed et al., 2004). En otro trabajo, reportaron que
la digestibilidad de MS, FDN y FDA de heno de bersin fue mayor cuando se adiciond
inoculo de levadura de Sc (22.5 g/d), al contrastarse con la adicion de 11.25 g/d en la
dieta basal de corderos en engorda (EI-Waziry y Ibrahim, 2007).

En este estudio se observd mayor digestibilidad de la MS en el T2 y T3,
mostrando un incremento de 11.54 y 12.27 % con respecto al T1, esto tal vez debido
a que el BMZN e IL mejoraron el ambiente microbial de las bacterias celuloliticas

y como consecuencia aumentaron la digestibilidad de la MS.
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Cuadro 10. Medias (+ EE) de la digestibilidad in vitro de las fracciones de la fibra
de dietas conteniendo bagazo de manzana fermentado y un
indculo de levaduras

Tratamiento'

Digestibilidad (%) EE (+)
T T2 T3

MS 64.57° 72.022 72497 0.82

FDN 67.32° 70.772 70.25°  0.82

FDA 60.53° 64.072 64.56  0.82

LDA 5.55° 4.25° 414> 0.04

a Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento. ' T1 =
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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Lo que coincide con otros autores, quienes reportaron que la suplementaciéon
con levadura incrementa la digestibilidad de nutrientes debido a que estimulan el
crecimiento de la poblacion microbial del rumen (Harrison et al., 1988). También se
ha sugerido que las levaduras consumen el oxigeno disponible en la superficie de la
ingesta fresca de alimento para mantener la actividad metabdlica y asi reducir el
potencial redox en el rumen (Chaucheyras- Durand et al., 2008). Estos cambios
establecen mejores condiciones para el crecimiento de bacterias anaerébicas
estrictas como las celuloliticas, estimulando su union a las particulas de forraje
provocando un incremento en la tasa inicial de degradacion de la fibra (Roger et al.,
1990), produciendo factores de crecimiento tales como acidos organicos y vitaminas
(Chaucheyras et al., 1995).

Por otro lado, Ahmed y Salah (2002) desarrollaron un experimento con dos
niveles de cultivo de levaduras (0, 4, 8 g/d) en la dieta de corderos en engorda, y
reportaron que el coeficiente de digestion de MS mejord en ambos niveles de levadura
al compararse con la dieta control, mientras que la digestibilidad de la PC fue
solamente significativa entre el control y el grupo alimentado con 8 g/d.

Asi también, se ha mencionado que el tipo de dieta puede determinar el efecto
de las levaduras sobre la digestibilidad. Tang et al. (2008) estudiaron el efecto de
cultivos de levaduras sobre las caracteristicas de fermentacion in vitro de rastrojos de
arroz, trigo y de maiz, y reportaron que el cultivo de levadura (0, 2.5y 7.5 g/kg de MS)
incremento la digestibilidad de MS in vitro para cada tipo de rastrojo. Por otra parte, al
adicionar un cultivo de levadura de Sc (10 g/d) en tres dietas de novillos que
consistieron en 75 % de silo de alfalfa y 25 % de cebada, 96 % de silo de maiz y 4.0

% de pasta de soya, 75 % de grano rolado de cebada y 25 % de heno de alfalfa,
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reportaron que el coeficiente de digestibilidad de las dietas para MS, PC, FDA y FDN
no difirieron en la inclusién de levadura, excepto para la dieta alta en grano, en la cual
el cultivo de levadura incremento la digestibilidad de la MS y PC (Mir y Mir, 1994).
Digestibilidad de la FDN y FDA. El mayor porcentaje en la digestibilidad de la
FDN lo presentaron el T2 y T3 con valores de 70.77 y 70.25 %, siendo superiores
(P<0.05) al T1 cuyo valor fué de 67.32 %. Asi mismo, ambos tratamientos también
mostraron la mayor digestibilidad de FDA alcanzando 64.07 y 64.56 % parael T2y T3
con respecto al T1 con valor de 60.53 %. Estos resultados coinciden con Kholif y
Khorshed (2006) quienes reportaron un efecto positivo en la suplementacion con
levadura a bufalas lactantes sobre la digestibilidad de la FDN, FDA, celulosa,
hemicelulosa y PC. Por otra parte, otros autores mencionaron que la digestibilidad de
PC y FDA fué significativamente mayor por la adicion de cultivo de levadura de 10 y
20 g/d en vacas frescas alimentadas con una dieta basal de silo de maiz, la
digestibilidad de PC con 0, 10 y 20 g/d mostr6 valores de 78.5, 80.8 y 79.5 % y la
digestibilidad de la FDAde 54.4, 60.2 y 56.8 %, respectivamente (Wohlt et al., 1998).
En el presente estudio, el tratamiento con BMZN y al que se le adicion6 IL
tuvieron mayor digestibilidad de la FDN y FDA. Esto tal vez debido a que
estimularon el ambiente microbial incrementando el nUmero de bacterias celuloliticas
mejorando la degradacion de la fibra. Lo que coincidié con Koul et al. (1998) quienes
observaron un incremento en el niUmero total de bacterias, bacterias celuloliticas y
proteoliticas cuando se adiciond un cultivo de levadura a vacas Holstein no lactantes.
Asi mismo, Harrison et al. (1988) comentaron que la digestibilidad de nutrientes
incrementa al utilizar cultivos de levadura en la dieta de rumiantes, lo que se atribuye

a la estimulacion del crecimiento en numero de la poblacion microbial en rumen.
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Teniendo un efecto directo con los componentes fibrosos de la dieta, siendo
aquellos fermentados, pero con lento avance del reticulo rumen al tracto digestivo
posterior, tienen gran efecto en el tiempo de llenado del rumen (Allen, 1996). Por otra
parte, Fadel El-seed et al. (2004) publicaron que el incremento en la digestibilidad de
la FDN puede disminuir el efecto de llenado del rumen, lo cual puede aumentar el
consumo de alimento.

Digestibilidad de la LDA. El mayor contenido (P<0.05) de LDA lo revel6 el T1
con 5.55 % con respecto al T2 (4.25) y T3 (4.14). Estos ultimos fueron similares entre
si. Esta respuesta ha sido asociada a la baja digestibilidad de la MS, FDN y FDA lo
que provoco el incremento de LDA. La lignina es el componente principal de la
estructura de la pared celular de las plantas, incrementando a través de la madurez
(Guo et al., 2001), lo que afecta la digestibilidad del tejido vegetal (Van Soest, 1994),
ya que generalmente se encuentra adherida a los carbohidratos estructurales de las
paredes celulares proporcionando soporte a la planta (Whetten y Sederoff, 1995), lo
cual esta negativamente correlacionado con la calidad y digestibilidad del forraje por
los rumiantes (Sewalt et al., 1996).

Produccion de Gas in vitro

La produccioén de gas in vitro acumulado se presenta en la Gréfica 1, donde se
observa que el T3 mostré el mayor (P<0.05) volumen de gas producido (1.6 mL/0.2 g
de MS) a partir de la hora 6 de incubacién con respecto al T1. Sin embargo, a la hora
24 el T3 fué superior (P<0.05) al T1 y T2 observandose un volumen de gas de 4.20,
3.40 y 1.97 mL/0.2 g de MS, respectivamente. Siguiendo la misma tendencia hasta la
hora 96. La importancia de esta variable establece, que los alimentos con una alta
produccion de gas durante las horas iniciales de fermentacion incrementara el
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consumo voluntario, resultado de una alta tasa de digestion (Fadel El-seed et al.,
2004). La degradacion de un substrato iniciara con las fracciones facilmente digestibles
como es el caso de carbohidratos altamente fermentables como el almidén. Por lo cual,
el comportamiento observado en este experimento puede ser explicado por la menor
cantidad de FDN, FDA y LDA en los tratamientos que se le adicion6 BMZN e IL, por lo
que podemos asumir que favorecieron la colonizacion microbial en ambos tratamientos
y por ende mejoraron la digestibilidad de la dieta.
Parametros de la Fermentacion in vitro

El Cuadro 11 presenta los parametros de la cinética de fermentaciéon. Donde el
parametro (A) representa la asintota de produccién de gas (mL), siendo el T2 y T3
quienes obtuvieron la mayor (P<0.05) produccién de gas (9.11 y 9.45 mL) al
compararse con el T1 el cual presento 6.27 mL. Lo anterior implica que el T2 y T3
tendran menor tiempo de residencia ruminal obteniendo un mayor volumen de

produccioén de gas.
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Gréfica 1. Medias (+ EE) de la produccion de gas del T1 (heno de avena,
ensilaje de maiz y concentrado), T2 (heno de avena, ensilaje de
maiz, concentrado y bagazo de manzana fermentado) y T3 (heno
de avena, ensilaje de maiz, concentrado e in6culo de levaduras)
durante la fermentacion ruminal in vitro.

3¢ Medias con diferente literal en hora, son diferentes (P<0.05) entre
tratamientos.
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Cuadro 11. Parametros de la degradabilidad ruminal de MS de tres dietas

diferentes
Tratamiento’
Parametro EE(%)
T T2 T3
A 6.27° 9.112 9.45° 0.32
B 45,037 39.9° 29.132 4.48
C 0.942 0.89° 1.02° 0.04

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

A = Asintota en produccion de gas (mL 0.2 g de MS).

B = Tiempo (h) al cual se alcanza la mitad de la produccion asintética.

C = Tasa de produccion de gas (mL h).

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM +

concentrado + in6culo de levaduras (IL).
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Esto tal vez debido a que los ingredientes de los tratamientos en mencién
estimularon el ambiente microbial provocando un incremento en la tasa de
fermentacién disminuyendo numéricamente el tiempo necesario para alcanzar la mitad
de la produccion asintotica.

El parametro (B), expresa el tiempo durante la incubacion (h) que es requerido
para alcanzar la mitad de la asintota en la produccién de gas, el cual no presenté
diferencia significancia (P>0.05) entre tratamientos. El T2 y T3 presentaron el menor
tiempo numéricamente (39.9 y 29.13 h) con respecto al T1 (45.03 h). Este parametro
explica el tiempo de fermentacion ruminal debido a la mejora en la composiciéon
quimica de la dieta, esto tal vez debido a que el BMZN e IL mejoraron el ambiente
microbial propiciando un incremento en la digestibilidad de la fibra y por ende, un
aumento en la concentracion de substratos disponibles para los microorganismos
(Cone et al., 1998). La funciodn biologica de este parametro sefiala que las dietas que
incluyeron BMZN y el IL requeriran 5.13 y 15.90 h menos de fermentacién en rumen
comparados con el T1 para alcanzar la mitad de la asintota en produccion de gas, lo
cual es igual a una mayor velocidad de digestion ruminal, permitiendo que estas dietas
favorezcan el consumo de alimento. El parametro (C), indica la tasa de produccién de
gas (mL/h), el cual no mostré diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos. Sin
embargo, el T3 presentdé numéricamente una mayor tasa de produccion de gas
revelando 1.02 mL h comparado con el T1y T2 los cuales presentaron 0.94 y 0.89
mL/h. Este comportamiento sugiere que el T3 tiene mayor velocidad de fermentacion
que el resto de los tratamientos, lo cual se ve marcado en que esta dieta requiere
menor tiempo de fermentacion (parametro B) para alcanzar la mitad de la asintética de
produccion de gas (parametro A).
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Produccioén y Perfiles de AGV

El Cuadro 12 muestra la produccion y perfiles de AGV entre tratamientos, donde
se observa que el T2 y T3 presentaron mayor (P<0.05) concentracién de acidos acético
(16.00 y 17.19 mmol/L), propidnico (6.54 y 6.13 mmol/L) y butirico (2.63 y 2.67 mmol/L)
al compararse con el T1 el cual tuvo valores de 12.06, 3.52 y 1.21 mmollL,
respectivamente.

Se ha mencionado que el patrén de fermentacion en los rumiantes se lleva a
cabo en el ambiente ruminal que esta influenciado por la interaccion entre la dieta, la
poblacién microbiana y el propio animal (Allen y Mertens, 1988). Asi mismo, Rodriguez
y Llamas (1990) reportaron que la produccién de AGV se relaciona con la producciéon
de metano y debe mantenerse el balance fermentativo en todo momento, debido a que
el metano y el propionato sirven como captores del exceso de equivalentes reductores
que se producen a nivel ruminal.-La adicion de cultivos de levadura en la alimentacion
de rumiantes, han mostrado efectos contradictorios sobre la concentracion de AGV en
rumen. Corona et al. (1999) reportaron que novillos y corderos suplementados con 7.5
y 3 g/d de un cultivo de levadura de Sc, mostraron baja concentracion total de AGV y
en la proporcién molar de acido butirico, respectivamente. Por otro lado, publicaron
que la concentracion total de AGV en rumen y la proporcion de acidos acético,
propionico y butirico no fueron afectados por la adicion de cultivos de levadura (Pinos-
Rodriguez et al., 2008). Sin embargo, Harrison et al. (1988) encontraron una
disminucion en | a proporcion molar de acido acético incrementandose la concentracion
molar de acido propidnico en el liquido ruminal de vacas Holstein suplementadas con

114 g/d de un cultivo de levadura que contenia Sc.
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Cuadro 12. Comportamiento en la produccion y perfiles de AGV entre
tratamientos durante la fermentacion in vitro

Tratamientos’

Variable EE(x)
T1 T2 T3

Acido acético (mmol/L) 12.06° 16.00° 17.19° 0.90

Acido propidnico (mmol/L) 3.52° 6.54° 6.132 0.75

Acido butirico (mmol/L) 1.21° 2.63% 2.67° 0.41

@ Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
"T1 = 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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En la presente investigacion, se observé un incremento en la concentracion de
acidos acético, propionico y butirico en la dieta que se le adicioné BMZN y un IL, esto
tal vez debido a que mejord el ambiente ruminal y por consiguiente incremento el
numero de bacterias celuloliticas provocando una mayor digestibilidad de la MS, FDN
y FDA como se muestra en el Cuadro 10.

Koul et al. (1998) publicaron que se incremento el total de AGV en el rumen de
terneros bufalos alimentados con 5 g/d de un cultivo de levadura que contenia Sc al
compararse con el grupo control (132.2 y 122.4 mmol/L). En otro estudio, Dolezal et
al. (2005) observaron un incremento en la produccion de AGV al incrementar la dosis
del cultivo de levadura de Sc (cepa SC-47) en la alimentacion de vacas Holstein en
produccion.

Concentracion de N-NH3, Acido Lactico y pH

El Cuadro 13 presenta la.concentracion de N-NH3, acido lactico y pH entre
tratamientos. La mayor (P<0.05) concentracion de N-NH3 lo mostr6 el T2 y T3
revelando valores de 0:21 y 0.22 mM/mL al cotejarse con el T1. Asi mismo, ambos
tratamientos fueron diferentes (P<0.05) en la concentracion de acido lactico (1.46 y
1.37 mM/mL) con respecto al T1. Por otro lado, se observé un pH (6.74) superior
(P<0.05) en el T3 al compararse con el T1y T2. Este ultimo mantuvo el pH (6.56) mas
alto (P<0.05) al compararse con el T1.

Nitrogeno amoniacal (N-NH3). Varias fuentes de nitrégeno contribuyen a la
produccion de amoniaco, tales como, el nitrégeno no proteico (NNP) de la dieta,
nitrégeno salival y posiblemente pequefias cantidades de urea que penetran a través

del epitelio del rumen (Moloney y Drennan, 1994).

101



Cuadro 13. Medias (+ EE) del comportamiento en la concentracion de N-NHs,
acido lactico y pH de tratamientos durante la fermentacion in vitro

Tratamientos’

Variable EE(x)
T T2 T3

N-NH3 (mM/mL) 0.18° 0.21° 0.22° 0.01

Acido lactico (mM/mL) 2.30° 1.46° 1.37° 0.20

pH 6.19° 6.56" 6.74° 0.06

¢ Medias con diferente literal-en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
"T1 = Heno de avena (HA)+ ensilaje de maiz (EM) + concentrado; T2 = HA +
EM + concentrado + bagazo de manzana fermentado (BMZN); T3 = HA + EM +
concentrado + ino6culo de levaduras (IL).
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En el presente trabajo, se observo un incremento en la concentracion de N-NH3
(0.21 y 0.22 mM/mL) en las dietas que se adicionéd BMZN y un IL, esto tal vez debido
a que mejoro el ambiente ruminal y por consiguiente increment6 la digestibilidad de la
dieta, lo que coincide con Newbold et al. (1995) donde observaron un aumento en la
concentracion de N-NHs en la fermentacién ruminal in vitro, atribuyendo el resultado a
mayor disponibilidad de sustrato para los microorganismos. El pH bajo inhibe la
produccion de N-NHs in vitro porque afecta a las bacterias metanogénicas
(Methanobacterium bryantii, M. formicicum y Metanosarcina barkeri) y protozoarios en
la degradacion de la fibra (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

Acido lactico y pH. Williams et al. (1983) observaron que el pH bajo del rumen
reduce la viabilidad de las bacterias celuloliticas (Ruminococcus albus y Fibrobacter
succinogenes) y por lo tanto, se reduce la actividad sobre los carbohidratos
estructurales. En otro estudio concluyeron que en condiciones ruminales de pH bajo,
el ataque bacteriano a las paredes celulares se disminuye y por consiguiente se reduce
su digestion (Cheng etal., 1984), por lo que se considera que un pH ruminal superior
a 6.2 es el 6ptimo para obtener una buena digestion de la celulosa (Rodriguez y
Llamas, 1990).

En esta investigacion se observd, que a los tratamientos que se les adiciono
BMZN y un IL disminuyeron la concentracioén de &cido lactico, mientras que el T3
incremento el pH, esto tal vez se debi6 a que estimularon a las bacterias que
consumen lactato (Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium) y por ende el
IL estimul6 el ambiente microbial para mantener un pH éptimo, lo que coincide con lo
reportado por Robinson (2010), quien observo que la modulacion del pH del rumen es

uno de los efectos de la adicion de levaduras en la dieta, ejerciendo un incremento

103



promedio del pH del rumen es uno de los efectos de la adicion de levaduras en la dieta,
ejerciendo un incremento promedio del pH (1.6 %), un incremento global del total de
AGV (5.4 %) y una disminucién general en la concentracion de lactato (8.1 %).
Sauvant et al. (2004) no observaron ningun efecto del cultivo de levaduras sobre
la concentracion de AGV y pH ruminal, revelando solamente una tendencia a
incrementar la digestibilidad de la MS (+0.5 %) en vacas Holstein en periodo seco. El
estudio de meta analisis de Desnoyers et al. (2009) sugirieron que la suplementacion
con levaduras incrementé la concentracion de AGV (2.1 mmol/L) y el pH ruminal,
aunado a una tendencia a disminuir la concentracién de lactato de vacas Holstein en
transicion. Estos mismos autores, reportaron que las levaduras son capaces de limitar
la reduccién del pH en rumen lo que usualmente se relaciona a un incremento en la
concentracion de AGV. Por otra parte, las levaduras son capaces de limitar la
produccién de Ac. Lactico o su acumulacién en el rumen (Desnoyers et al., 2009),
probablemente porque Sc puede competir con bacterias que fermentan almidon (Lynch
y Martin, 2002), previniendo la acumulacion de lactato en el rumen (Chaucheyras et

al,, 1995).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicién de BMZN y un IL en la dieta de becerros destetados mejoraron la
digestibilidad de la MS, FDN y FDA, aunque no se determiné si estas mejoras pudieran
llegar a promover un mejor desempefio productivo de los animales. Igualmente, la
adicion de estos ingredientes resulté en un incremento de la produccion de gas y AGV
producto del incremento de la digestibilidad en comparacion con la dieta testigo.

Asi mismo, la adicién de bagazo de manzana fermentado y el indculo de
levaduras en la dieta incrementaron la concentracion de N-NH3 y pH, disminuyendo la
concentracion de acido lactico.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se recomienda desarrollar
mas investigacion con los suplementos de BMZN y un IL, considerando la prioridad
que representa maximizar la digestion de la fibra, es necesario evaluar estos
suplementos bajo diferentes niveles de inclusion a fin de alcanzar una mejor respuesta

animal.
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EXPERIMENTO Il

FERMENTACION IN VITRO DE DIETAS PARA BECERROS EN
CRECIMIENTO ADICIONADAS CON CUATRO CEPAS DE

LEVADURA
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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la fermentacion in vitro de dietas para
becerros en crecimiento adicionadas con cuatro cepas de levaduras. Los tratamientos
consistieron en: T1 (Sc6): heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado
+ cepa Sc6; T2 (KI2): HA + EM + concentrado + cepa KI2; T3 (KI11): HA + EM +
concentrado + cepa KI11y T4 (lo3): HA + EM + concentrado + cepa lo3. Las variables
medidas fueron digestibilidad de la materia seca (MS), fibra detergente neutro (FDN),
fibra detergente acido (FDA), y el contenido de lignina detergente acido (LDA), el
volumen de produccién de gas, concentracion de acido acético, propionico, butirico,
nitrogeno amoniacal (N-NHzs), &cido lactico y pH. La digestibilidad in vitro de las dietas
serealiz6 a las 48 h, en tanto que para el resto de las variables se realizaron muestreos
alas 3, 6, 12, 24,48, 72 y 96 h. Se realiz6 un disefio completamente al azar, utilizando
para la digestibilidad de la fibra un modelo que incluyé como efecto fijo tratamiento.
Para acidos grasos volatiles (AGV), N-NH3, acido lactico y pH, se incluydé como efectos
fijos tratamiento y hora. La produccion de gas se analiz6 con un modelo similar que
incluyd como efectos fijos tratamiento, hora y su interaccion. Para analizar los
parametros A, B y C del modelo de regresion no lineal ajustado se utilizd como efecto
fijo el tratamiento. Se observ6 efecto de tratamiento (P<0.05) en la digestibilidad de
MS, siendo superior los T2, T3 y T4 con valores de 63.01, 63.11 y 63.05 %, con
respecto al T1 (61.30 %). Asi mismo, el T4 fue mayor (P<0.05) en digestibilidad de
FDN (56.69 %) al compararse con el T1y T2 (48.22 y 53.98 %), el T2 y T3 tuvieron
mejor (P<0.05) digestibilidad de FDA (58.78 y 58.94 %) al cotejarse con el T1 (56.39%),
por lo tanto, el menor (P<0.05) contenido de LDA fue para T2, T3y T4 (4.54, 442y

4.46). A las 96 h el T3 mostré6 mayor (P<0.05) volumen de produccion de gas
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(11.50 mL/0.2 g de MS). La mayor concentracion (P<0.05) de AGV lo present6 el T2
con valores de 37.30 y 19.25 mmol/L para acido acético y propionico. Asi mismo, el
T1, T2 y T4 fueron superiores (P<0.05) en la concentracion de acido butirico (7.45,
7.74 y 6.73 mmol/L). El T4 mostr6é un incremento (P<0.05) en la concentracion de N-
NHsy acido lactico (5.34 y 0.69 mM/mL), siendo el T1 quien presentd un incremento
(P<0.05) del pH (7.00). Se concluye, que las cepas KI2, KI11 e lo3 favorecieron la
digestibilidad de MS, FDN y FDA, respecto a la Sc6, asi mismo, KI2 incrementé la
concentracion de acidos acético y propidnico durante la fermentacion in vitro de las

dietas para novillos en crecimiento.
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ABSTRACT
IN VITRO FERMENTATION OF DIETS FOR GROWING CALVES ADDED WITH
FOUR YEAST STRAINS

The objective was to evaluate the effect on in vitro fermentation of diets for
growing calves added with four yeast strains. Treatments consisted of: T1 (Sc6): oat
hay (OH) + corn silage (CS) + concentrated + strain Sc6; T2 (KI2): OH + CS +
concentrated + strain KI2; T3 (KI11): OH + CS + concentrated + strain KI11 and T4
(lo3): OH + CS + concentrated + strain 103. The variables evaluated were dry matter
digestibility (DM), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and acid
detergent lignin content (ADL), volume of gas produced (VGP), concentration of acetic
acid, propionic, butyric, ammoniacal nitrogen (N-NH3), lactic acid and pH. The in vitro
digestibility of the diet was conducted for 48 -h and for the rest of the variables
measurements were taken at 3, 6, 12, 24, 48,72 and 96 h. The statistical analysis for
fiber digestibility was performance using a model that included treatment as a fixed
effect. For the analysis of volatile fatty acids (VFA), N-NHs, lactic acid and pH, the model
included treatment and time as fixed effects. Gas production was analyzed with a
similar model that included treatment, time and their interaction as fixed effects and to
examine the parameters A, B and C treatment was used as a fixed effect. Treatment
effect (P<0.05) was observed on the digestibility of DM, being better the T2, T3 and T4
with values of 63.01, 63.11 and 63.05 %, with respect to T1 (61.30 %). Likewise, T4
had higher (P<0.05) digestibility of NDF (56.69 %) with respect to T1 and T2 (48.22 and
53.98 %), T2 and T3 favored (P<0.05) the digestibility of ADF (58.78 and 58.94 %) in
comparison to T1 (56.39 %), therefore, the lower content (P<0.05) of ADL was for T2,

T3 and T4 (4.54, 4.42 and 4.46). At 96 h T3 showed higher (P<0.05) volume of gas
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production (11.50 mL/0.2 g MS). The highest concentration (P<0.05) of VFA was
presented by T2 with values of 37.30 and 19.25 mmol/L for acetic and propionic acids.
Likewise, T1, T2 and T4 were higher (P<0.05) in the concentration of butyric acid (7.45,
7.74 and 6.73 mmol/L). The T4 showed an increase (P<0.05) in the concentration of N-
NHs and lactic acid (5.34 and 0.69 mM/mL), being the T1 who had an increase (P<0.05)
of pH (7.00). In conclusion, the strains KI2, KI11 and lo3 improve the digestibility of DM,
NDF and ADF compared with Sc6, also the KI2 increase the concentration of acetic

and propionic acids during in vitro fermentation of diets for growing steers.
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INTRODUCCION

La utilizacion de cepas de levadura como aditivo en dietas fibrosas para rumiantes
produce mejoras en la eficiencia de la utilizacion y disponibilidad de los nutrientes e
incrementos en la digestion ruminal de la materia seca (MS), materia organica (MO),
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y nitrégeno, tanto in vivo
como in vitro (Biricik y Turkman, 2001). Sin embargo, los mecanismos mediante los
cuales las levaduras ejercen su accion en el rumen, no han quedado debidamente
esclarecidos. Los diferentes modos de accion de las cepas de levadura y la interaccion
con la dieta que se ofrece a los animales, presentan nuevas oportunidades, asi como
nuevos problemas para definir la modificacién que causan-al metabolismo ruminal, por
efecto de las diferentes cepas de cultivo y la cantidad suministrada (Karma et al., 2002).
Brossard et al. (2006) reportaron que las levaduras mejoran el ambiente ruminal
provocando un incremento en la poblacion de bacterias celuloliticas, y estimulan el
crecimiento de las bacterias que consumen lactato (Selenomonas ruminantium y
Megasphaera elsdenii) lo que se-traduce a un aumento en la degradacion de la fibra
(Callaway y Martin, 1997) y cambios en los acidos grasos volatiles (Carro et al., 1992).
Por otro lado, la técnica de produccion de gas in vitro, simula los procesos digestivos
que se generan a partir de la produccién microbiana, permitiendo conocer la
fermentacion y degradabilidad del alimento en funcidon de la calidad nutritiva y

disponibilidad de nutrientes para las bacterias (Theodorou et al., 1994).
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de cuatro cepas de levadura
adicionadas en las dietas de becerros destetados sobre la digestibilidad in vitro de la

fibra, produccion de gas y perfil de acidos grasos volatiles (AGV).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

Esta investigacion se realizé en las instalaciones de la Facultad de Zootecnia y
Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, Chih., México, ubicada en las
coordenadas 28° 35' 07" latitud norte y 106° 06' 23" longitud oeste, con una altitud de
1,517 msnm, segun el sistema de posicionamiento global (GPS por sus siglas en
inglés, MAGELLAN®, MobileMapper-Pro). La temperatura media anual es de 18.2 °C,
con una media maxima de 37.7 °C y una media minima de -7.4 °C. La precipitacion
promedio anual es de 387.5 mm, con 71 dias de lluvia al afio y una humedad relativa
del 49 %; predominando un clima semiarido extremoso (INAFED, 2008).
Descripcion de los Tratamientos

Para el desarrollo del presente experimento se utilizé la dieta del tratamiento T1
(testigo): heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado, ofrecido a los
becerros destetados como 'se menciond en el Experimento |. Los tratamientos
experimentales fueron ‘cuatro inéculos preparados con las siguientes cepas: T1:
Saccharomyces cerevisiae cepa 6, T2: Kluyveromyces lactis cepa 2, T3:
Kluyveromyces lactis cepa 11 y T4: Issatchenkya orientalis cepa 3, para lo cual se
utilizaron 4 matraces Erlenmeyer (Kimax)® de 1,000 mL agregando 3.1 x 10 células
vivas de levaduras de cada cepa por matraz, asi mismo, se adicionaron al cultivo los
ingredientes que se muestra en el Cuadro 14. Una vez terminado el tiempo de
fermentacion se realizé el conteo de levaduras siguiendo el procedimiento de Diaz
(2006) como se indico6 en el Experimento I, encontrando la cantidad de 3.4 x 10° cel/mL

para posteriormente ajustar la cantidad de células de levaduras por tratamiento,

117



Cuadro 14. Disefio de tratamientos para la preparacion de los inéculos con las
cuatro cepas de levaduras

Tratamientos'
Ingredientes

T1 T2 T3 T4
Cepa de levadura Sc6 KlI2 KiI11 o3
Melaza de cafa (g) 100 100 100 100
Urea (g) 1.2 1.2 1.2 1.2
Minerales (g) 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfato de amonio (g) 0.2 0.2 0.2 0.2
Aforados (mL) 1000 1000 1000 1000

"T1 = Saccharomyces cerevisiae cepa 6; T2 = Kluyveromyces lactis cepa 2; T 3
= Kluyveromyces lactis cepa 11y T4 = [ssatchenkya orientalis cepa 3.
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tomando como base 26 mL adicionados en la dieta diaria que recibié cada animal.
Analisis Quimico de las Dietas
Con la finalidad de obtener los valores compuestos de la digestibilidad de la

materia seca (MS), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acido (FDA) vy el
contenido de lignina detergente acido (LDA), se analiz6 la composicion quimica de las
fracciones de la dieta con la adicién de las cepas antes mencionadas. Se colectaron
muestras de la dieta cada 15 d para formar muestras compuestas por mes, utilizando
1 kg de MS (racion completa) por tratamiento. Las muestras fueron secadas a 60 °C
por 48 h en una estufa de aire forzado y molidas a 1 milimetro (mm) en un molino Wiley
(Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA), estas' muestras fueron secadas a 105 °C
durante 8 h en una estufa de aire forzado para determinar MS absoluta y
secuencialmente fueron incineradas a 600 °C por 4 h en una mufla para determinar
cenizas (AOAC, 2000). En las muestras compuestas se determiné la concentracion de
FDN, FDA (Van Soest et al., 1991) y LDA (Goering y Van Soest, 1970). En el analisis
de FDN se utilizé sulfito de sodio (Na2S0Os3) y a- amilasa termo estable (Ankom
Technology) para remover la materia nitrogenada y el almidon.
Digestibilidad in vitro de la MS, FDN, FDA y el Contenido de LDA de la Dieta

A la racién completa (1 kg de MS) molida de cada tratamiento, se le adiciond la
cantidad ajustada de in6culo de levaduras mezclandose manualmente en una charola
de plastico. Previo a la incubacién, las bolsas fueron sumergidas en acetona para
eliminar el surfactante de las mismas que inhiben la digestibn microbiana, y
posteriormente fueron secadas a temperatura ambiente. En seguida, se pesaron las
muestras compuestas de las dietas (0.45 g + 0.05) en bolsas filtro ANKOM® F57 (25

um de poro y dimensiones de 5 x 4 cm) identificadas y selladas con calor e incubadas
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in vitro de acuerdo a la metodologia Daisy" (ANKOM Technology Corp., Fairport, NY-
USA), la cual involucra soluciones bufer A, B e indculo ruminal como se indico en el
Experimento II.

Obtencion del Liquido Ruminal

Para obtener el liquido ruminal se siguié el mismo procedimiento sefalado en el
Experimento Il.

Produccién de Gas in vitro

La produccion de gas (PG) in vitro se realiz6 mediante el protocolo de Menke y
Steingass (1988), abordando las modificaciones mencionadas por Muro (2007). La
incubacioén de las muestras se realizo por triplicado y se agreg6 un blanco en cada una
de las horas de muestreo. Se utilizaron 112 frascos de vidrio de 50 mL, sellados con
tapon de goma; a estos se le adicionaron 0.2 g de muestra, 10 mL de liquido ruminal
y 20 mL de saliva artificial siguiendo el mismo procedimiento indicado en el
Experimento Il.

La presion interna de los frascos producto de la degradacion del alimento, se midio
con un transductor de presion (FESTO®) a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion,
mediante la puncién de los frascos, registrandose la presion acumulada (Theodorou et
al., 1994). Los resultados se expresaron en mL de PG por cada 0.2 g de MS (mL PG/0.2
g MS).

Produccion y Perfiles de AGV

Se colectaron muestras de 20 mL de los frascos de PG para determinar la
produccion de acido acético, propionico y butirico, a las 3, 6, 12, 24,48, 72y 96 h, las
cuales fueron filtradas con dos capas de gasas para separar el contenido solido y

liquido. A este ultimo, se le determino el pH inmediatamente, usando un potencidometro
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(Combo, HANNA instruments® Inc., Woonsocket, RI). Asi mismo, se tomé una
submuestra de 10 mL la cual fue centrifugada al momento a 3,500 xg a 4 °C por 10
min. Posteriormente el sobrenadante se depositd en viales color ambar previamente
marcados, acidificando la muestra con 0.2 mL de H2SO4al 50 % y congelandola a -
20 °C hasta realizar su anadlisis. Previo a su medicion fueron descongeladas en
refrigeracién a 4 °C, adicionandole acido metafosférico al 25 % y centrifugando
nuevamente con las caracteristicas arriba mencionadas y preservandolas en
refrigeracion hasta realizar su analisis mediante cromatografia de gases (Brotz y
Schaefer, 1987), siguiendo el mismo procedimiento indicado en el Experimento II.
Nitrégeno Amoniacal (N-NHs)

Se obtuvo una muestra de 20 mL de los frascos de PG para analizar N- NHz a
las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h por medio.de colorimetria siguiendo la técnica de
Broderick y Kang (1980) como se-mencioné en el Experimento I
Acido Lactico

Se colecto una ‘muestra de 20 mL de los frascos de PG para analizar el
contenido de acido lactico a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h por colorimetria segun el
procedimiento de Taylor (1996) siguiendo el mismo procedimiento que se describi6é en
el Experimento II.

Analisis Estadistico

Para el andlisis de la digestibilidad de MS, FDN, FDA y LDA se ajustd un modelo
estadistico que incluyé como efecto fijo el tratamiento en un disefio completamente al
azar. Por otra parte, para las concentraciones de N-NHzs, y acidos acéticos, propionico,
butirico y lactico, asi como para pH se ajustd un modelo similar, considerando como
efectos fijos el tratamiento y la hora de muestreo. Para la produccién de gas el modelo
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estadistico incluyé los efectos fijos de tratamiento y hora, asi como su interaccion. Para
analizar los parametros A, B y C del modelo de regresion no lineal ajustado se utilizd
como efecto fijo el tratamiento. Se utilizé la prueba de Tukey para establecer las
posibles diferencias entre las medias de los tratamientos (Steel y Torrie, 1997).

Las cantidades de PG acumulada in vitro se ajustaron al modelo no lineal de
Gompertz (Lavrencic et al., 1997), calculando los parametros de fermentacion A, B y
C; con el procedimiento NLIN de SAS (SAS, 2004).

Y=A*(exp(-B*(exp(-C*

t))) Donde:

Y.- Volumen de produccién de gas (mL 0.2 g de MS)-para un tiempo de

incubacion dado.

A.- Volumen de gas correspondiente a la completa digestion del substrato

(hora al punto de inflexion).

B.- Tasa constante de produccion de gas (mL de gas al punto de

inflexion). C.- Tasa maxima de produccion de gas (mL/h).

t.- Tiempo de incubacion (h).

Para analizar los parametros A, B y C se rest6 la PG del blanco a cada una de
las muestras (triplicado) para obtener la cantidad total acumulada en cada una de las
horas de fermentacién in vitro. Posteriormente, los valores acumulados de cada
repeticion en su hora de muestreo se analizaron con el modelo de Gompertz et al.
(1996) para obtener dichos parametros, estos mismos fueron analizados con PROC
GLM para establecer mediante Tukey las posibles diferencias entre las medias de los

tratamientos, declarando efecto significativo cuando los valores de P fueron < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Digestibilidad in vitro de la MS, FDN, FDA y el Contenido de LDA de la Dieta

Digestibilidad de la materia seca. El Cuadro 15 muestra la digestibilidad de la
MS, FDN, FDA y el contenido de LDA por tratamiento. La mayor digestibilidad de la
MS se observé en los T2, T3 y T4 (63.01, 63.11 y 63.05 %, respectivamente) siendo
superiores (P<0.05) al T1 (61.30 %). Esta tendencia ha sido asociada con el
incremento en la digestibilidad de la fibra, principalmente FDN y FDA que mostraron
los tres tratamientos, asi también, al menor contenido de LDA.

Sauvant et al. (2004) observaron una tendencia a incrementar la digestibilidad
de la materia organica (MO; 0.5 %) en vacas Holstein en el periodo seco que recibieron
un cultivo de levadura en su dieta con respecto al grupo control. Por otra parte, se ha
sugerido que las levaduras vivas son metabdélicamente activas en el rumen, por lo que
modifican la fermentacion y estimulan el crecimiento microbial (Erasmus et al., 2005).
Tales cambios son asociados con un incremento en la digestibilidad de la fibra, lo cual
puede aumentar la tasa de pasaje y por lo tanto mejorar el consumo de MS y
productividad del animal (Guedes et al., 2008). Existe muy poca o nula informacion
sobre la adicion de levadura de las cepas Kluyveromyces lactis e Issatchenkya
orientalis en la alimentaciébn de rumiantes. En el presente trabajo, el mejor
comportamiento en la digestibilidad de la MS se observé en el T2, T3 y T4, por lo que
estos resultados sugieren que las cepas Kl2, KI11 e |03 favorecieron el ambiente
microbial de las bacterias celuloliticas y como consecuencia incrementaron la
digestibilidad de la fibra, asi mismo se plantea que estas cepas incrementaron la
digestibilidad de nutrientes debido a que estimulan el crecimiento de la poblacién

microbial del rumen como lo indicaron Harrison et al. (1988).
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Cuadro 15. Digestibilidad in vitro de las fracciones de las fibras entre
tratamientos

Tratamientos’

Digestibilidad (%) EE()
T T2 T3 T4

MS 61.30° 63.01° 63.11° 63.05° 0.51

FDN 48.22° 53.98° 55.80% 56.69° 0.67

FDA 56.39" 58.78° 58.94° 57.83* 057

LDA 5.11° 4.54° 4.42° 4.46° 0.05

% Medias con diferente literal-en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado +
Saccharomyces cerevisiae cepa 6; T2 = HA + EM + concentrado +
Kluyveromyces lactis cepa 2; T3 = HA + EM + concentrado + Kluyveromyces
lactis cepa 11y T4 = Ha + EM + concentrado + Issatchenkya orientalis cepa 3.
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como lo indicaron Harrison et al. (1988). Chaucheyras-Durand et al. (2008)
mencionaron que las levaduras consumen oxigeno disponible en la superficie de la
ingesta fresca de alimento para mantener la actividad metabdlica y asi reducir el
potencial redox en el rumen. Asi mismo, publicaron que estos cambios establecen
mejores condiciones para el crecimiento de las bacterias anaerodbicas estrictas como
las celuloliticas, favoreciendo su union a las particulas del alimento y por consiguiente
aumentar la tasa de degradacion de la fibra (Roger et al., 1990)

Digestibilidad de la FDN y FDA. El mayor porcentaje (P<0.05) en la
digestibilidad de la FDN lo present6 el T4 revelando 56.69 %, siendo superior al T1'y
T2 los cuales mostraron 48.22 y 53.98 %, respectivamente. Sin embargo, este ultimo
fué superior (P<0.05) al T1. Por otro lado, el T2 y T3 manifestaron mayor (P<0.05)
digestibilidad de la FDA (58.78 y 58.94 %) con respecto al T1 cuyo valor fué 56.39 %,
en tanto que el valor de T4 fué de 57.83 %.

Kholif y Khorshed (2006) publicaron un efecto positivo en la suplementacion con
levadura a bufalas lactantes sobre la digestibilidad de la FDN, FDA, celulosa,
hemicelulosa y proteina cruda (PC). En otra investigacion, mencionaron que la adicion
de cultivos de levadura en dietas de borrego en engorda incrementaron el nimero de
bacterias  celuloliticas como  Fibrobacter  succinogenes  (F.succinogenes),
Ruminococcus albus (R. albus) y Ruminococcus flavefaciens (R. flavefaciens)
en el rumen, lo que favorece la degradacion de la celulosa (Newbold et al., 1995).

En el presente experimento, el T4 presentd la mayor digestibilidad de FDN
(56.69 %), mientras que el T2 y T3 mostraron el porcentaje mayor de digestibilidad de
la FDA (58.78 y 58.94 %), siendo el T1 inferior en FDN y FDA (48.22 y 56.39 %) con
respecto a los demas tratamientos.
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Este comportamiento propone que las cepas 103, KI2 y KI11 pudieron estimular el
ambiente microbial incrementando el numero de bacterias celuloliticas mejorando la
degradacion de la fibra con respecto a Sc. Lo que coincide con Koul et al. (1998)
quienes observaron un incremento en el numero total de bacterias celuloliticas y
proteoliticas cuando se adiciond un cultivo de levadura a vacas Holstein no lactantes.
Asi mismo, Williams et al. (1991) reportaron que la estimulacion en la degradacion de
celulosa por cultivo de levadura esta asociada con la disminucion en el tiempo de
retrazo, lo cual resulta en un incremento en la tasa inicial de digestion, pero no un
aumento en la digestion total por los microorganismos del rumen.

Chaucheyras-Duran y Fonty (2001) encontraron que los microorganismos que se
adhieren a la digesta representan mas del 75 % de ‘la microflora total en el rumen,
siendo F. succinogenes, R. albus y R. flavefaciens las bacterias mas activas en la
degradacion de la fibra por la presencia de numerosas celulasas (glucanasas,
glucosidasas) y hemicelulasas (xylanasas, xylosidasas y fucosidasas).

Digestibilidad de la LDA. El mayor contenido (P<0.05) de LDA lo presenté el T1
obteniendo 5.11 % al compararse con el T2, T3 y T4 los cuales mostraron 4.54, 4.42 y
4.46 %, siendo estos ultimos similares entre si. El incremento en el contenido de LDA
ha sido asociado a la baja digestibilidad de la MS, FDN y FDA. Noguera et al. (2004)
mencionaron que en las primeras horas de fermentacion una parte del sustrato,
principalmente los aztcares solubles son rapidamente fermentados, sin embargo ellos
solo constituyen una pequefia parte del material potencialmente digestible, y a medida
que el proceso fermentativo continua una menor cantidad de material es hidratado y
colonizado por los microorganismos ruminales, lo que origina diferentes tasas de

degradacién dependiendo de la concentracion de carbohidratos estructurales,
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contenido de lignina y estado de madurez de la planta. La lignina es el componente
principal que afecta la digestibilidad del tejido vegetal (Van Soest, 1994), ya que
generalmente se encuentra adherida a los carbohidratos estructurales de las paredes
celulares proporcionando soporte a la planta (Whetten y Sederoff, 1995), lo cual esta
correlacionado negativamente con la calidad y digestibilidad del forraje por los
rumiantes (Sewalt et al., 1996).
Produccion de Gas in vitro

La produccion de gas in vitro acumulado se presenta en la Grafica 2, donde se
observa que los T3 y T4 mostraron el mayor (P<0.05) volumen de gas producido (5.77
y 5.50 mL/0.2 g de MS) a partir de las 24 h de incubacién con respecto al T1y T2 (3.53
y 3.40 mL/0.2 g de MS), siguiendo la misma'tendencia hasta las 72 h. Alas 96 h el T3
fue superior (P<0.05) con valores de 11.50 mL/0.2 g de MS al compararse con el T1,
T2y T4 los cuales tuvieron 7.10, 9.10 y 10.40 mL/0.2 g de MS, respectivamente; siendo
el T1 el que tuvo menor volumen de gas al cotejarse con el resto de los tratamientos.

La importancia de esta variable radica en que la tasa de produccién de gas es
proporcional a la actividad microbiana, pero la proporcionalidad disminuye con el
tiempo de incubacioén, por lo que puede ser interpretado como la perdida de la
eficiencia en la tasa de fermentacion con el tiempo (Lavrencic et al., 1997).

Una mayor actividad microbiana predispone un incremento en la digestibilidad
de la fibra, provocando una alta produccién de gas durante las horas iniciales de
fermentacion y por ende aumenta el consumo voluntario de alimento (Fadel El-seed et

al., 2004).
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La degradacion de un substrato se inicia con las fracciones faciimente digestibles
como es el caso de carbohidratos altamente fermentables como el almidon. Por lo
tanto, el comportamiento observado en este experimento, sugiere que los datos
obtenidos con mayor digestibilidad de la MS, FDN y FDA, asi mismo, el menor
contenido de LDA en el T2, T3 y T4 proponen que tal vez favorecieron la colonizacion
microbial mejorando la digestibilidad de la dieta.

Parametros de la Fermentacion in vitro

El Cuadro 16 muestra los parametros de la cinética de fermentacion. Donde el
parametro (A) representa la hora al punto de inflexion, siendo el T2, T3 y T4 quienes
obtuvieron el punto de inflexion mayor (P<0.05) revelando 11.53, 11.6 y 10.42 h al
compararse con el T1 el cual present6 8.05 h. Lo anterior indica que las cepas de los
tratamientos con mayor punto de inflexién, tal vez favorecieron la colonizacion
microbial de la fibra provocando un-incremento en la tasa de fermentacién y substrato,
prolongando el punto de inflexion lo que refleja un mayor volumen de produccién de
gas.

El parametro (B), representa los mL de gas al punto de inflexion, donde se
observo diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05). EI T2, T3y T4 presentaron
la mayor cantidad de gas al punto de inflexion (2.21, 2.10 y 2.17 mL) al compararse
con el T1 el cual revel6 1.68 mL. Este parametro explica un incremento en la
produccion de gas, producto de la fermentacion ruminal debido a la mejora en la
composicion quimica de la dieta, esto tal vez debido a que las cepas Ki2, KI11 e |03
mejoraron el ambiente microbial en comparacién de Sc6, propiciando un incremento
en la digestibilidad de la fibra y por lo tanto, un aumento en la concentracién de
substrato disponible para los microorganismos (Cone et al., 1998).
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Cuadro 16. Parametros de la digestibilidad ruminal de MS entre tratamientos

Tratamiento'

Parametros EE(z)
T T2 T3 T4

A 8.05° 11.53° 11,6 10.42° 0.68

B 1.68° 2.21° 2.10° 2.17° 0.10

c 0.03° 0.02° 0.05° 0.05° 0.00

3 Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamiento.
A = Hora al punto de inflexion.

B = mL de gas al punto de inflexion.

C = Tasa maxima de produccioén de gas (mL/h).

"T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado +
Saccharomyces cerevisiae cepa 6; T2 = HA + EM + concentrado +
Kluyveromyces lactis cepa 2; T3 = HA + EM + concentrado + Kluyveromyces
lactis cepa 11y T4 = HA + EM + concentrado + Issatchenkya orientalis cepa 3.
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La funcion biolégica de este parametro sugiere que las cepas Ki2, KI11 e 103
produciran 0.53, 0.42 y 0.49 mL mas de gas que la Sc6 para alcanzar el punto de
inflexion, lo cual indica que contienen mayor cantidad de substrato para los
microorganismos.

El parametro (C), representa la tasa maxima de produccion de gas (mL/h),
donde se puede observar que el T3 y T4 mostraron la mayor (P<0.05) tasa de
produccion de gas, ambos con 0.05 mL/h mientras que en T1 y T2 las estimaciones
fueron 0.03 y 0.02 mL/h, respectivamente. Este comportamiento indica que el T3y T4
tienen mayor habilidad de colonizar las particulas de la dieta que el resto de los
tratamientos, lo que ocasiona una mayor digestibilidad de la fibra y un incremento en
el volumen de gas producido.

Produccién y Perfiles de AGV

El Cuadro 17 muestra la produccion y perfiles de AGV entre tratamiento, donde
se observé que el T2 presentd mayor (P<0.05) concentracion de acido acético,
propionico y bitirico (3730, 19.25y 7.74 mmol/L) al compararse con el T1, T4 y T3. Asi
mismo, el T4 fué superior (P<0.05) en acido propionico al T1(16.59 y 12.52 mmol/L
respectivamente). Por otro lado, en cuanto al acido butirico los T1, T2 y T4 fueron
superiores (P<0.05) al T3 (7.45, 7.74, 6.73 y 4.51 mmol/L, respectivamente).

Allen y Mertens (1988) mencionaron que el patron de fermentacion en los
rumiantes esta influenciado por la interaccién entre la dieta, la poblacion microbiana y
el propio animal. La adicion de cultivos de levadura en la alimentacion de rumiantes ha
mostrado efectos contradictorios sobre la concentracion de AGV en rumen. Por otra
parte, se ha publicado que la tendencia a incrementar la proporcién molar de acetato
en el rumen de animales suplementados con cultivos de levaduras, puede estar
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Cuadro 17. Comportamiento en la produccion y perfil de AGV entre tratamientos
durante la fermentacion in vitro

Tratamientos’
Variables EE(+)
T T2 T3 T4

Acido acético (mmol/L) 2487° 37.30° _32.84® 2991° 203
Acido propionico (mmol/L)  12.52°  19.25%. 17.73® 1659  0.89

Acido butirico (mmol/L) 7.45° 7.74° 4.51° 6.73°  0.52

¢ Medias con diferente literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre tratamientos.
" T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado  +
Saccharomyces cerevisiae .cepa 6; T2 = HA + EM + concentrado +
Kluyveromyces lactis cepa2; T3 = HA + EM + concentrado + Kluyveromyces
lactis cepa 11y T4 = HA + EM + concentrado + Issatchenkya orientalis cepa 3.
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relacionado a que se mejora el ambiente ruminal, favoreciendo el crecimiento y
actividad de los microorganismos que degradan la fibra (Chaucheyras et al., 1995). En
esta investigacion, el T2 presentd la mayor concentracion de acido acético, propiénico
y butirico, este comportamiento propone que la cepa KI2 favorecié el ambiente
microbial incrementando el nimero de bacterias celuloliticas provocando una mayor
digestibilidad de la MS y FDA, disminuyendo el contenido de LDA como se muestra en
el Cuadro 15. Dolezal et al. (2005) observaron un incremento en la produccion de AGV
al incrementar la dosis del cultivo de levadura Sc (cepa SC-47) en la alimentacion de
vacas Holstein en produccion. Koul et al. (1998) mencionaron que se incrementé el
total de AGV en el rumen de terneros bufalos alimentados con 5 g/d de un cultivo de
levadura que contenia Sc al compararse con-el grupo control (132.2 y 122.4 mmol/L).
Sin embargo, Harrison et al. (1988) ‘encontraron una disminucion en la proporciéon
molar de acido acético incrementandose la concentracion de acido propionico en el
liquido ruminal de vacas Holstein suplementadas con 114 g/d de un cultivo de levadura
que contenia Sc.
Concentracién de N-NHs, Acido Lactico y pH

El Cuadro 18 muestra las concentraciones de N-NHzsy acido lactico, asi como el
pH entre tratamientos. La mayor (P<0.05) concentracion de N-NH3 lo mostré el T4 en
comparaciéon con T1, T2 y T3 (5.34, 3.06, 3.28 y 3.63 mM/mL, respectivamente). De
igual manera, el mismo tratamiento tuvo mayor (P<0.05) concentracion de acido lactico
(0.69 mM/mL) en comparacion al resto de los tratamientos (0.44, 0.52 y 0.63 mM/mL
para el T1, T2 y T3). Por otro lado, el pH en el T1 fue mayor (P<0.05) en comparacion

con T3y T4 (7.00, 6.83 y 6.59, respectivamente).
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Nitrégeno amoniacal (N-NHzs). La digestion de las proteinas esta relacionada
con su solubilidad dentro del rumen, cuando la solubilidad es menor disminuye la
liberacién de amoniaco. Moloney y Drennan (1994) reportaron que varias fuentes de
nitrbgeno contribuyen a la produccién de amoniaco, tales como, el nitrdgeno no
proteico (NNP) de la dieta, nitrégeno salival y posiblemente pequefias cantidades de
urea que penetran a traves del epitelio del rumen.

En el presente estudio la mayor concentracion de N-NH3z se observo en el T4,
esto tal vez se debid a que la cepa 103 mejord el ambiente microbial provocando una
mayor actividad de los microorganimos, incrementando la digestibilidad de la MS y
FDN aumentando la concentracion de N-NHs producto de la fermentacion. Fonty y
Chaucheyras-Durand (2006) mencionaron que el efecto del cultivo de levaduras en la
concentracion de N-NHs es muy variable, lo cual depende de factores abiéticos (la
dieta) y bidticos (microorganismos del rumen). En otor estudio, Williams et al. (1991)
reportaron que la disminucion en la concentraciéon de N-NHs en rumen de animales
suplementados con cultivos de-levaduras puede resultar en un incremento en la
incorporacion de amonia a la proteina microbial, lo cual puede provocar mejor actividad
de los microorganismos del rumen, otra posible razén, puede ser por la reduccion de
la actividad de bacterias proteoliticas del rumen, como fue reportado en el estudio in
vitro por Chaucheyras-Durand et al. (2005). Diaz (2011) reporté similar
comportamiento de la cepa 103 la cual incremento la concentracion de N- NHz en

inoculos de levaduras durante la produccion de gas in vitro.
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Cuadro 18. Comportamiento en la concentracién de N-NHs, acido lactico y pH
entre tratamientos durante la fermentacion in vitro

Tratamientos'
Variable EE(x)
T1 T2 T3 T4

N-NH3 (mM/mL) 3.06° 3.28° 3.63° 5.34° 0.39
Acido lactico (mM/mL) 0.44° 0.52" 0.63%® 0.69°  0.06

pH 7.007 6.97% 6.83° 6.59°  0.05

@ Medias con diferente “literal en fila, son diferentes (P<0.05) entre
tratamientos.

" T1 = Heno de avena (HA) + ensilaje de maiz (EM) + concentrado  +
Saccharomyces cerevisiae cepa 6; T2 = HA + EM + concentrado +
Kluyveromyces lactis cepa 2; T3 = HA + EM + concentrado + Kluyveromyces
lactis cepa 11y T4 = HA + EM + concentrado + Issatchenkya orientalis cepa 3.
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Acido lactico y pH. Martin y Nisbet (1992) mencionaron que la incorporacién
de cultivos de levadura en la dieta de rumiantes, ayuda a disminuir la concentraciéon
de lactato en el rumen por consecuencia de estimular a las bacterias que fermentan
lactato como Selenomonas ruminantium (Sel. ruminantium) y Megasphaera elsdenii
(M. elsdenii), previniendo efectos asociados a una acidosis lactica. Otros estudios,
han demostrado que Aspergillus oryzae (A. oryzae) y Saccharomyces cerevisiae (Sc)
adicionados en la dieta de rumiantes, disminuyen la concentracion de lactato por
estimulo de las bacterias que lo utilizan, tales como Sel. ruminantiumy M. elsdenii
(Waldrip y Martin, 1993). En este experimento, la mayor concentracién de acido
lactico lo present6 el T4, esto tal vez debido a que la cepa 03 no estimula en gran
medida a las bacterias acido lacticas que lo utilizan, tal como es indicado por varios
autores. Diaz (2011) encontr6 similar comportamiento de la cepa lo3 la cual
incremento la concentracion de acido lactico en indculos de levaduras durante la
produccion de gas in vitro. Por otro lado, el pH ruminal refuerza el balance entre la
capacidad amortiguadora y la acidez de la fermentacién, aun y cuando no puede
definirse un pH o6ptimo en el medio ruminal, los microorganismos presentan cierto
intervalo en el cual se reproducen mejor y su metabolismo es mas eficiente (Wales et
al., 2004). El pH bajo inhibe la produccion de N-NHs in vitro provocando un efecto
negativo a las bacterias metanogénicas (Methanobacterium bryantii, M. formicicum y
Metanosarcina barkeri) y protozoarios en la degradacion de la fibra (Nagaraja y
Titgemeyer, 2007).

En la presente investigacion el T1 presento6 el pH mas alto al cotejarse con el T3
y T4, pero fué similar al T2, esto tal vez debido a que la cepa Sc6 optimiz6 el ambiente
microbial manteniendo la neutralidad del pH provocando una disminucién en la
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concentracion de &cido lactico. La reduccion de la cantidad de acido lactico resulta en
un incremento del pH ruminal que favorece el crecimiento de las bacterias
celuloliticas, favoreciendo un incremento en la digestibilidad de la fibra y en la
produccion de AGV (Chaucheyras-Durand y Fonty, 2001). Sin embargo, bajo las
condiciones en las que se desarrollé esta investigacion, la cepa Sc6 no favorecio la
concentracion de AGV ni mejor6 la digestibilidad de la fibra al compararse con las
cepas Ki2, KI11 e l03. La adicion de Sc en la dieta de rumiantes, resulta
frecuentemente en un incremento en el nimero de bacterias celuloliticas (F.
succinogenes, R. albus), tanto in vitro como in vivo (Lila et al., 2004). Chaucheyras
et al. (1995) reportaron que Sc parece estimular la utilizacion de lactato por M.
elsdeniiy Sel. ruminantium, resultando en una mayor sintesis de propionato. Scharrer
y Lutz (1990) mencionaron que la disminucion del pH ruminal, esta asociada a una

mayor produccion de AGV y por.consiguiente reduce la concentracion de N-NHs.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicion de las cepas de levadura en el T2 (KI2), T3 (KI11) y T4 (lo3) en la
dieta testigo de becerros destetados, favorecio la digestibilidad de la MS, siendo el
ultimo tratamiento quien mostré un incremento en la digestibilidad de la FDN.

La adicion de Kl (cepa 2 y 11) en la dieta evaluada, aumentaron el porcentaje
de digestibilidad de la FDA, y junto con o3 mostraron una marcada disminucion en el
contenido de LDA.

La cepa KlI11 presentd el mayor volumen de gas a las 96 h de incubacion in
vitro. Asi mismo, aunada a lo3 aumentaron la tasa maxima de producciéon de gas
durante la fermentacion ruminal. Siendo KI2 quien mayor incremento tuvo en la
concentracion de acidos acético y propiénico. Por otro'lado, KI2, Sc6 e o3 aumentaron
la produccién de acido butirico.

Por otra parte, 103 presenté un incremento en la cantidad de N-NH3y acido
lactico, siendo Sc6 quien mostré un claro aumento de pH durante la fermentacion in
vitro.

En base a los resultados y el comportamiento observado en este estudio de las
cepas Ki2, KI11 e 103 se recomienda desarrollar mas investigacion, bajo diferentes

niveles de inclusién a fin de alcanzar una mejor respuesta animal.
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