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RESUMEN

ANGELES CAMPOS SERGIO C.: EVALUACION DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA
(Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS COMERCIAL SOBRE LA POBLACION DE
PROTOZOARIOS Y EL METABOLISMO RUMINAL EN OVINOS ALIMENTADOS CON
UNA DIETA ELABORADA A BASE DE RASTROJO DE MAIZ. Ascsorado por: Ph.D.
German Mendoza Martinez, M.C. Francisco Castrejon Pineda y Ph. D. Mario Cobos Peralta.

[.a presente investigacion se realizo con el objetivo de determinar ¢l efecto
producido por la adicion de dos cultivos de levadura a base de Saccharomycey cerevisiae a
dosis comercial sobre algunos parametros ruminales, flujo de nutrientes a duodeno.
digestibilidad ruminal y aparente total de la dieta experimental v cuantificar la poblacion
de protozoarios (géneros holotricos y entodinos / ml). Se utilizaron 9 borregas adultas
criollas, con un peso vivo de 28.8 * 3 kg. a las que previamente s¢ les practico una cirugia
para colocarles una canula ruminal y duodenai. Los animales s¢ alojaron en jaulas
metabolicas individuales. La dieta experimental (DB) consistié (en base scca) de rastrojo de
maiz (65%), sorgo (23.5%), melaza (10.2%), y urea (1.3%). El cultivo de levaduras y el
oxido de cromo se administraron via canula ruminal (8:00 h diariamente). Se utilizé un
disefio completamente aleatorizado, las variables registradas a diferente hora de muestreo se
analizaron por el procedimiento de mediciones repetidas y  se compararon mediante
contrastes ortogonales T, vs T,,T; (testigo vs levaduras) y T, vs T3, (Yea-Sacc vs Levucell).
lLos tratamientos estudiados fueron T,: dieta base (DB) sin levadura, T,: DB + 3 g (Yea-
Saccloz(’) y T5: DB + 1 g (LLevucell). Los resultados muestran que disminuyé (P<.05) el pH
ruminal en los contrastes estudiados. L.a poblacion de protozoarios tanto de holotricos y
entodinos no cambio (P>.05) por efecto de la adicion de la levadura; la concentracién de
nitrogeno amoniacal (mg/dl) no se vio afectada por accion del cultivo de levadura; la
concentracion (mmol) y porcentaje molar de los acidos grasos volatiles: acético, propidnico
y butirico no se afect6é (P>.05) en los tratamientos con levadura con respecto al testigo. No
se modificaron (P>.05) los siguientes parametros: digestibilidad y flujo de nutrientes a
duodeno de la MS, MO, FDN, FDA y de aminoacidos de la dieta. Por lo tanto, bajo las
condiciones experimentales en las que se realizo la presente investigacion, se concluye que
la adicion de levaduras no produce ninguna alteracion benéfica sobre los parametros
ruminales, considerando las caracteristicas inherentes de la dieta ofrecida, las propias del
animal, el medio ambiente y practicas de manejo, que son factores que interactian de
manera determinante en la modulacion del medio ambiente ruminal.

Palabras clave: cultivo de levaduras, protozoarios, metabolismo ruminal, flujo
duodenal de nutrientes y rastrojo de maiz.



ABSTRACT

Effect of two yeast cultures (Saccharomyces cerevisiae) on protozoal population
and ruminal metabolism of sheep fed corn stalks. Advised for: Ph.D. German

Mendoza Martinez, M.C. Francisco Castrejon Pineda y Ph. D. Mario Cobos Peralta.

Nine adult, crossbred ewes ( average weight 28.3 + 3kg ) were randonly assigned to
three treatments to examine the effect of two yeast cultures of Saccharomyces cerevisiae on
some ruminal variables, flux of amino acids to the duodenum, apparent and total ruminal
digestibility, and protozoal population count (Holotrichidae and Entodinidae). The animals
were fitted with ruminal and duodenal cannulae and were kept in individual metabolism
cages. The basal diet (BD) consisted of corn stalks (65%), grain sorghum (23.5%), cane
molasses (10.2%), and urea (1.3%). Treatments were: T, = BD without yeast (control); T,
=BD + 3 g Yea-Sacc 1026 and T;=BD + 1 g Levucell. The dosages for both yeast cultures
were those recommended by the respective manufacturer. Yeast cultures and chromic oxide
were administered daily through the ruminal cannulae at 8:00 h. Results were analized
using the repeated measures procedure and orthogonal contrasts (T, vs T, and Ty and T, vs
T;). Yeasts had no effect on protozoal population count; ammonia nitrogen concentration;
concentration and molar proportion of volatile fatty acids; dry matter, organic matter,
neutral detergent fiber, and acid detergent fiber digestibility, or amino acid flux to the
duodenum (P>.05). However, a decrease in ruminal pH (P<.05) was observed in the yeast
treatments. It is concluded that the addition of yeast cultures to a roughage-based diet does
not have a beneficial effect on ruminal metabolism.

Key words: Yeast culture, Protozoa, Ruminal metabolism, Duodenal flux,

Amino acids, Corn stalks,

xiv



EVAIUACION DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiac) A
DOSIS COMERCIAL SOBRE LA POBLACION DE PROTOZOARIOS Y [l,
METABOLISMO RUMINAL EN OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA
ELABORADA A BASE DE RASTROJO DFE MAIZ.

I. INTRODUCCION
Debido a que cada dia es mayor el reto para satisfacer las demandas de alimentacion de la
poblacion humana, situacion que se presenta tanto a nivel mundial como nacional, ¢s
imprescindible la implementacion de nuevos sistemas de produccion, asi como la bisqueda
de nuevas alternativas de alimentacion, mediante objetivos de investigaciéon nutricional
buscando aprovechar al maximo el potencial de log ingredientes, para producir carne, leche

y huevo.

Los avances en la investigacion en materia de nutricidén animal, se traducen en mayores
margenes de ganancia para los productores, lo cual estimula la inversién en investigacién
pecuaria y favorece la transferencia de tecnologia a nivel de campo.

En nuestro pais, como en el resto de Latincamérica, donde por razones de indole
sociocultural se observa un alto consumo de cereales por el hombre, se dispone de grandes
voluraenes de esquilmos agricolas y subproductos industriales con un alto contenido de
fibra, los cuales deben ser aprovechados al maximo en la produccién de proteina de origen
animal. Dado que la produccién de rumiantes se sustenta y se desarrolla en mayor
proporciéon en condiciones extensivas, la utilizacién de pastizales nativos es practica
comun, Yy en ocasiones se proporcionan residuos agricolas con un valor nutricional
minimo; sin embargo, la utilizacion de estos, en la nutricién de rumiantes se dificulta, por el

valor agregado de produccion, que estos residuos adquieren por la necesidad de realizar



actividades de cosecha, procesamiento, transporte y maniobras, que encarecen su costo. por
el escaso valor nutricional que poseen, su uso en estas circunstancias no es rentable.

A pesar de que la alimentacion de rumiantes se sustenta en forrajes y en ocasiones en
subproductos agricolas, la utilizacion de estos subproductos, no e¢s en forma adecuada
debido a diversos factores, como: utilizacion de mano de obra adicional, minimo
contenido nutricional, ademas de una digcstibilidad minima; por lo que se han buscado
nuevas alternativas para favorecer la utilizacion de los nutrimentos contenidos en las pajas
y subproductos, por parte de los animales, a través de diferentes tratamientos y/o aditivos

una de las cuales pueden ser los cultivos de levaduras.

JUSTIFICACION

En el presente trabajo se pretende revisar el papel de los cultivos de levaduras a base de
Saccharomyces cerevisiae, y evaluar el efecto de dos cultivos de levaduras a dosis
comercial, sobre la poblacion de protozoarios y algunos pardmetros de la fermentacion
ruminal como son: pH, nitrégeno amoniacal, concentracién milimolar y proporcién molar
de acidos grasos volatiles, asi como tasa de flujo de Ia fraccion liquida, digestibilidad de la
materia seca y materia orgénica, de las fracciones de fibra bruta, nivel de consumo, y flujo

de nutrientes.



1.1. REVISION DE LITERATURA
1.1.1. Esquilmos agricolas
Los subproductos agricolas son los remanentes de la obtencion de los productos agricolas.
y constituyen una ecnorme reserva de forraje tosco susceptible de utilizarse en la
alimentacion animal (Mendoza y Ricalde, 1993).
En México se producen alrededor de 74 millones de toneladas de esquilmos de diferentes
especies agricolas como el maiz, sorgo, frijol, trigo, cebada, etc., ademas de 14 millones de
subproductos agroindustriales, como el bagazo de cafia, pastas de oleaginosas y el orujo de
uva, entre otros (Valdéz y Nufiez , 1984).
Datos publicados por Castafieda y Monroy (1984) mencionan gue de la produccion nacional
de esquilmos destacan el rastrojo y el olote de maiz (55%), subproductos (17%), pata de
sorgo (11%) la paja de trigo (11%); los demds esquilmos representan en conjunto
aproximadamente el 6%.
La importancia de los esquilmos agricolas radica, en primer lugar, en su disponibilidad
debido a la superficie destinada a la agricultura, y, en segundo lugar, en que el forraje
producido no es suficiente para satisfacer las demandas del ganado existente, por lo que
los esquilmos constituyen un recurso potencial para satisfacer este déficit.
Los esquilmos de cosechas han sido empleados tradicionalmente en el agro mexicano para
alimentar a los animales, particularmente a aquéllos dedicados a las actividades de trabajo,
tanto vacunos como caballares, sin representar un ingreso adicional para el agricultor

(Castaiieda y Monroy, 1984).



Los residuos de maiz ofrecen un gran potencial como fuente de alimento para la industria
de la carne bovina; sin embargo deben adecuarse tanto econdmica como logisticamente a un
sistema de produccion, ya establecido, es decir, el ganado y los residuos deben encontrarse
en la misma drea, ya que mover o transportar los residuos agricolas no es econémicamente
redituable. En ocasiones es posible transportar el ganado hacia donde se encuentran dichos
residuos, (Klopfestein ez al., 1991).

La informacion generada en cuanto al usc de los esquilmos a nivel nacional indica que
alrededor del 44% de la produccion se emplea como alimento para el ganado. Los sistemas
menos eficientes como el pastoreo directo y el suministro en "grefia” (sin sufrir ningin
proceso fisico), representan cerca del 50%. Con respecto al rastrojo de maiz, un 85% se
utiliza en sistemas integrales de alimentacidn por la ganaderia; 32% se pastorea; 21% se
consume en forma de grefia, 10% cmpacado y 11% molido. (Castafieda y Monroy, 1984).
En numerosas ocasiones se ha destacado la importancia de los subproductos agricolas
(pajas y rastrojos), como parte integral de los sistemas de alimentacién de rumiantes,
particularmente de ovinos y bovinos productores de carne, no obstante, dichos

subproductos presentan limitaciones tanto nutricionales como no nutricionales, que impiden

su incorporacion a niveles superiores en las raciones tradicionales.

1.1.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los esguilmos

Las principales caracteristicas comunes de estos subproductos lignoceluldsicos son las

siguientes:

& Bajo contenido de proteina cruda, menor al 7% y de muy baja disponibilidad.



@ Alto contenido de paredes celulares, generalmente mayor al 60 4.
@ Contenido inferior al 60% de TND (total de nutrientes digestibles).
& Bajo porcentaje de digestibilidad
@ Consumo voluntario disminuido

@ Gran voluminosidad. (Mendoza v Riquelme, 1993)

1.1.1.2. Limitantes en el empleo de esquilmos

La principal limitante para la utilizacion de los esquilmos es su baja concentracion de
nutrientes, ya que por si solos no satisfacen los requerimentos nutricionales minimos de
mantenimiento de los animales. La amplia relacion de volumen-peso de los esquilmos,
aunada a su escasa calidad nutricional, restringen su utilizacion racional en la alimentacion
de los animales, debido a que se diluye la concentracion de nutrientes que se pueden aportar
(Castaiieda y Monroy, 1984).

Una limitante mas para el aprovechamiento es la escasez y poca versatilidad de la
magquinaria forrajera existente, ademds de la falta de conocimientos técnicos, situacion que
se aprecia cuando los esquilmos son quemados cuando son incorporados al suclo
desaprovechando la energia contenida (Castaficda y Monroy, 1984).

El uso de los esquilmos se ha realizado a través del tiempo en forma conjunta con el
desarroilo de la ganaderia, aceptando su limitado valor nutritivo, por lo tanto cualquier
esfuerzo tendiente a mejorar la calidad alimenticia de los esquilmos agricolas debe ser

apoyado (Castafieda y Monroy, 1984).



1.1.1.3. Tratamientos diversos de esquilmos agricolas

Los altos contenidos de fibra v la baja digestibilidad de ésta son generalmente aceptados
como los factores responsables del bajo valor encrgético de los esquilmos. Como se sabe.
los mayores constituyentes de la fibra son celulosa, hemicelulosa v lignina, por lo que la
composicion quimica y fisica de los esquilmos; asi como la interrelacion entre estos
constituyentes. y el nimero y tipo de microorganismos determinan la disponibilidad de la
celulosa y hemicelulosa como fuente de energia para la microbiota ruminal que finalmente
sera utilizada por el rumiante (Castafieda y Monroy, 1984),

La estructura y composicion quimica de la pared celular de la planta varia
considerablemente de acuerdo con la especie, variedad, edad de la planta y el tipo de célula.
En los forrajes maduros, la pared celular consta de tres regiones: pared primaria, pared
secundaria y lamina media.

La pared primaria de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, esta compuesta por fibras
de ceiulosa, entremezcladas con una combinacion de polisacaridos con glicoproteinas.
Cuando la pared celular primaria cesa su crecimiento, la pared secundaria esta presente
debajo de ésta, con un grosor similar al de la pared primaria y con deposito de lignina. La
lémina media esta conformada de polisacaridos con pectina entre células maduras y lignina
(Orpin, 1983/84).

La pared primaria consiste de dos hojas: la externa contiene predominantemente fibras
longitudinales y en cambio en la interna sobresalen las fibras de celulosa transversa
(Rogers vy Perkins, citado por Orpin (1983/84) las cuales se encuentran entrelazadas con

una matriz de hemicelulosa que a menudo se encuentra engrosada y es mas densa que la



pared primarie (con tres hojas de fibras de celulosa entremezcladas con una matriz de
hemicelulosa-lignina). Las fibras estan depositadas en forma de hélice alrededor del cje
celular. y pueden ser distinguidas por la direccion de la hélice y el angulo de orientacion
(Orpin, 1983/84).

La celulosa esta constituida por cadenas lineales con cnlaces beta 1-4, unidades de
glucopiranosa unida también por puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. La
celulosa cristalina presenta una alta resistencia a las enzimas celuloliticas, mientras que la
holocelulosa (celulosa y hemicelulosa) es casi enteramente digerida por estas enzimas . Por
lo que la estructura tridimensional de la lignina previene del atague quimico a la estructura
de carbohidratos; mediante  procesos fisicos y quimicos como el molido y la
deslignificacion se permite el acceso de las enzimas para que ataquen a estos carbohidratos
(Orpin, 1983).

Beveridge y Richards (1975) mostraron que en el rumen la celulosa cristalina y amorfa se
digiere a niveles similares, sugiriendo que en este medio ambiente complejo, la
cristalinidad de la celulosa no limita la tasa de digestion de la misma . La situacion es
diferente dentro de las células de los protozoarios, donde participan principalmente las
enzimas endocelulasas y algunas enzimas que actian adheridas a la superficie de la
particula de Ia planta engullida.

Por estas limitaciones, se han desarrollado diversos tratamientos cuyo objetivo principal es

aumentar el acceso de las enzimas microbianas a la fraccion celuldsica de la fibra.



Existen diferentes tipos de tratamientos para mejorar fa calidad nutnicional de o estos
productos y subproductos. que de manera general se clasittican en: tratimientos Hisicos,
quimicos y biologicos.

l.os principales tratamientos fisicos son procesos generalmente mecanicos @ la molienda, la
coceion a presion, la irradiacion y cl peletizado; a pesar de que mejoran la digestibilidad, la
molienda muy fina en trituradoras y la irradiacion son tan costosas (ue no tienen
importancia comercial (Castafieda y Monroy, 1984). Los tratamientos quimicos, son los que
utilizan bases para romper los enlaces alcali labiles de la asociacion entre celulosa, lignina
y silice, ademas de producir un wuriento de tamafio o “hinchazon” de la celulosa de la pared
celular, lo que facilita el ataque de las celulasas (Castafieda y Monroy, 1984; Riquelme,
1984), sin embargo el costo elevado de los tratamiemntos quimicos ha limitado su uso.

En consecuencia, durante los Gltimos afios se han desarrollado investigaciones tendientes a
mejorar el valor alimenticio de estos materiales y aprovechar la capacidad de mantener un
equilibrio ruminal para utilizar la celulosa y otros polisacdridos estructurales como fuente
de energia, utilizando tratamientos biologicos entre los que sobresalen el uso de hongos y

el de los cultivos microbianos (Jackson, 1977).

1.1.2. Cultivos microbianos

Anteriormente a los cultivos microbianos se les denominaba como probioticos, este término
fue originado por Richard Parker, citado por Wren (1983), pasando mucho tiempo antes de
distinguirlos como aditivos microbianos, concepto que se consolidé a partir de los

antibidticos. Los probidticos (para-vida) se utilizo por adicionar substancias (cultivos) a un



sistema para sustiiuie o balancear, nuentras que un antibiotico (contra-vida) destruye uno o
mas clementos en un ecosistema para el control de un problema o enfermedad.

Los probioticos son comunmente utilizados para ayudar a combatir los cfectos del estres
asociados con practicas de produccion intensiva, pueden ser suministrados durante cierto
tiempo para anticipar ¢l estres, y recuperar el balance negativo de la microflora, a un
balance positivo; y también como una posibilidad para minimizar las pérdidas de
produccion. Los probioticos comerciales son frecuentemente utilizados en la alimentacion
de ganado de engorda que se encuentran en cuarentena . Uno de los atributos de estos
productos es que estimulan el apetito, en animales que continuame.te estan
consumiéndolos, v si los animales son tratados terapéuticamente responden mejor (Wren,
1987).

Un amplio rango de probidticos han sido descritos con un potencial para mejorar la
produccion animal. Sin embargo la idea de que los productos fungales conteniendo células
vivas pueden jugar un papel significante en el control de la fermentacion ruminal no ha sido
adecuadamente investigado (Williams y Newbold, 1990).

Recientemente ha aumentado considerablemente el interés por el uso de microorganismos
nuevos para mejorar la salud y productividad de las empresas de animales de granja y el uso
de cultivos de hongos en dietas de rumiantes han recibido atencién renovada,
demostrandose que los aditivos fungales mejoran la produccién de rumiantes por alterar la
digestién microbiana (Dawson, 1993; Wallace, 1993).

Considerables esfuerzos se han desarrollado para manipular el ambiente microbiano

ruminal con la idea principal de mejorar la productividad de los rumiantes (Williams y
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Newbold, 1990), dichas modificaciones se pueden realizar mediante varios mecanismos: (1)
substancias (amortiguadores). que modifican ¢l ambiente ruminal en forma indirecta (2)
substancias (1onoforos): que modifican  directamente la actividad metabolica de algunos
microorganismos«si como la proporcion de estos, en ¢l medio ruminal (3) suplementos
gue contienen microorganismos vivos, los cuales modifiquen en forma benéfica al animal
hospedador mediante fa modificacion del ambiente ruminal. (Fuller. 1986).

Tomando en cuenta que los cultivos microbianos son compuestos formados por mezclas de
microorganismos (hongos y levaduras), enzimas, vitaminas, minerales ademas de otros
nutrientes con efectos benéficos. No obstante los efectos de las levaduras en los rumiantes
no son constantes. debido a factores diversos inherentes a las levaduras (nucleotidos,
aminodcidos y vitaminas) que a su vez son  proporcionados a los microorganismos
ruminales por medio de un proceso de autolisis de las levaduras (Hough y Maddox, 1970:
Fallon y Harte, 1987; Fuller, 1986; Guerzoni y Succi, 1972; Mendoza y Ricalde. 1993;

Newbold, 1990 Tapia, 1989; y Williams. 1988).

i.1.2.1. Principales earacteristicas de las levaduras

L.os cultivos de levaduras presentan varias caracteristicas favorables: 1) no son patogenos,
ni toxicos, 2) no se absorben en el tracto digestivo, 3) no dejan residuos en los tejidos
animales, 4) se utilizan en pequefias cantidades. 5) se proliferan facilmente tanto en

condiciones in vitro e in vivo, 6) promueven el crecimiento de cierto tipo de bacterias, 7)

presentan una alta estabilidad ante variaciones de temperatura, 8) no causan mutaciones, 9)

10



modulan ¢l ambiente ruminal, 10) mejoran la cficiencia alimenticia. (Huber, 1987 Jones v

Thomas, 1987, Plata, 1993).

1.1.2.2. Condiciones ideales para el crecimiento de las levaduras

Las levaduras requieren de un ambiente acuoso para que su desarrollo sea 6ptimo y atn
cuando su crepimiento es mayor en condiciones de pH entre 3.5 a 5.0. Dicho rango es
importante porque determina la actividad de las proteinas plasmaticas incluyendo a las
enzimas ligadas a su membrana, lo cual es importante para el transporte de estas proteinas
(Rose, 1987).

Algunos autores mencionan que las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) mantienen su
actividad tanto en condiciones aerobicas como anaerobicas, es decir que el Saccharomyces
cerevisiae presenta reproduccidon mitética, sin embargo en condiciones no propicias puede
esporular. Los factores que inhiben su crecimiento son concentraciones altas de glucosa o
galactosa ( 2 % o mas), (Salmon et al., 1989; Lodi er al., 1991).

Existen otros factores que inhiben su crecimiento tales como: , concentraciones altas de
etanol, amoniaco y soluciones hipertonicas (Lodi ef al., 1991; Dickinson y Dawes, 1988;
Morris et al., 1983; Cartwright et al., 1986).

Autores como Chu et al. (1981) mencionan que cuando existen concentraciones altas de
acetato el Saccharomyces lo incorpora su estructura y por lo tanto excreta sales de
bicarbonato, situacién que podria explicar el pH ruminal, alcalino reportado en algunos

estudios (Plata y Mendoza, 1993).



1.2.2.3. Mecanivmos de accion de ias levaduras

Diversos estudios se han realizado (Dawson, 1987, Dildey, 1988 y Williams, 1988) para
proponer los posibles mecanismos de accion de las levaduras, que son: 1) cambios en la
flora bacteriana por competencia y estimulacion de bacterias ruminales celuloliticas; 2)
modulacion del ambiente ruminal, al evitar fluctuaciones del pH; 3) reduccion de la
actividad de las bacterias metanogénicas; 4) optimizacién en la absorcién de minerales; 5)
son fuente de nutrientes y productos esenciales (aminoacidos, vitaminas enzimas y
antibioticos); 6) incremento en metabalitos como acidos grasos voldtiles (AGVs) a causa
de una mayor actividad bacteriana.

Dawson (1993), propuso que los efectos causados por los cultivos microbianos; listando los
siguientes; 1) estimulacion de las bacterias (lacticas y celuloliticas); 2) disminucion de la
concentracion de nitrégeno amoniacal; 3) alteracién de la sintesis de proteina microbiana;
4) modificacion del perfil de aminoacidos en el flujo duodenal; 5) incremento del consumo;
6) incremento de la degradacion de la fibra; 7) modificacion de la concentracion de acidos
grasos volatiles; 8) reduccion en la produccién de metano; 9) disminucion de la
concentracion de acido lactico; 10) modulacion del pH ruminal; 11) incremento de la
proteina sobrepasante. Estos efectos coinciden con el esquema de modo de accién de los
cultivos de levadura propuesto por Wallace (1994).

Dawson y Newman, (1987) encontraron que la poblacién de bacterias anaerobicas
aument6 cinco veces y la de bacterias celuloliticas solo dos veces, cuando la levadura fue

incluida en un simulador de rumen con fermentacion continua (Rusitec).



Dawson (1989) seftala que las  diterentes especies de bactenas celuloliticas respondicron
de manera diferente a la adicion de levadura, ya que se observo que, dependiendo de la
cepa utilizada de Saccharomyces, fue diferente el crecimiento de bacterias ruminales
especifico. Por ejemplo algunas cepas del Saccharomyces cstimulan o favorecen el
crecimiento de bacterias como el Fibrobacter succinogenes en cultivos puros; que no se

presento en otras bacterias como Ruminicoccus albus.

1.2.2.4. Principales caracteristicas del cuitivo de levadura Saccharomyces cerevisiae

La cepa Saccharomyces cerevisiae se comporta como microorganismo facultativo
anaerobico lo que le permite tener un crecimiento adecuado cuando es introducido al rumen
(Dawson, 1987 y Wohlt, et al., 1991).

El Saccharomyces cerevisiae presenta reproduccidon mitotica, existiendo factores que
inhiben su crecimiento, como altas concentraciones de glucosa, etanol y amoniaco
(Cartwright et al., 1986). Sin embargo, Salmon et al. (1989) mencionan que cepas diploides
de Saccharomyces cerevisiae se reproducen por gemacion (mitosis) y que bajo ciertas
condiciones de privacion nutricional, las células diploides de levadura presentan una
reproducciéon por meiosis y esporulacion. A nivel de laboratorio, esta forma de
reproduccion puede ser inducida por varios procedimientos, mediante la utilizacion de
fuentes de carbono como el acetato y excluyendo una fuente de nitrégeno.

Durante la esporulacion el cultivo de levaduras Saccharomyces cerevisige sintetiza seis
tipos de enzimas beta 1-6 y 1-3 glucanasas, lo cual tiene por finalidad desdoblar la pared

celular que lo rodea (Hien y Fleet, 1983a 'y 1983b).



Durante fa esporulacion del Saccharomyecs ¢l phtdel medio se incrementa, porque iones
acetato son incorporados y reemplazados por iones bicarbonato vy carbonato en mayor
concentracion que los protones excretados. En contraste, la utilizacion de glucosa en un
medio minimo estd acompaniada por una disminucion del pH debido a la excrecion de
protones por la ATPasa de la membrana plasmatica (Serrano. citado por Salmon er al.,
1989). Aunque el Saccharomyces cerevisiae es mas tolerante que otras levaduras al etanol,
concentraciones de etanol cercanas a 2 M inhiben aun a las cepas mas tolerantes. Las
membranas, en particular la membrana plasmatica, son el principal blanco de la inhibicion
por etanol en S. cerevisiae (Cartwright ef al., 1986).

Ademas las levaduras tienen la capacidad de fermentar azucares como sucrosa, glucosa,
fructosa y maltosa (Panchal ef al ., 1984).

El efecto del cultivo sobre el ecosistema ruminal ha sido revisado por diversos autores
donde concluyen que dicho cultivo es capaz de mantener una concentracion productiva
ruminal. No obstante en estudios realizados por Newbold et. al. (1990) sobre la destruccion
de las células del cultivo, se observa que la viabilidad e las levaduras a través del iracto

digestivo disminuia razéon de 0.17 / h lo cual es similar a la tasa de flujo de salida del

ramen.

1.1.3. Pobiacion de microorganismos ruminales
Los rumiantes dependen para su supervivencia de la fermentacion de nutrientes de los
alimentos por parte de los microorganismos del rumen. y que este organo digestivo, cuenta

con un medio ambiente de caracteristicas fisicoquimicas especiales, con un aporte excelente



de nutrientes, mantiene un dnversa comumidad ancrobianas contermada por bactens
adaptadas. protozoarios y hongos.

El compartimento reticulo-rumen es reconocido como un fermentador discontinuo en cl
cual los carbohidratos, proteinas y lipidos de los alimentos son degradados y producen
acidos grasos volatiles, metano, amonio, bioxido de carbono y biomasa microbiana.
Comtnmente el fluido ruminal contiene grandes nimeros de bacterias y protozoarios,
con concentraciones bacterianas que se extienden hasta mas de 10'%ml y concentraciones
de protozoarios cercanas a 10% ml Existen grandes poblaciones de microorganismos
adheridos estrechamente a particulas de alimento y muchas microcolonias que estan
proximas a la pared del rurnen, segiin estudios realizados por Harrison y Mc.Allan (1980).
El rumen contiene una mezcla de particulas alimenticias y microorganismos en los cuales
estan incluidos: protozoarios ciliados, protozoarios flagelados hongos, bacterias grandes,
bacterias chicas y bacteriofagos, muchos de los culales interactuan entre si. Bajo estas
condiciones los dos mas importantes de los componentes vivientes de este sistema son los
protozoarios y las bacterias. Los protozoarios engullen tanto alimento y bacterias al mismo
tiempo (Coleman, 1986).

El compartimento ruminal de los ovinos tiene un volumen aproximado de 5 L. con una
temperatura de 39°C y un flujo semicontinuo de alimento colonizado. Coleman (1986)
menciona que la actividad de todos los microorganismos del rumen es anaerébica, sin
embargo ellos pueden ser aerobicos en una pequefia cantidad, y el contenido tiene un

pequeiio potencial redox.
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Desde el momento en que ¢} alimento ¢s consumido, los microorgantsmos ticnen un medio
ambiente caliente, anacrobico v usualmente deficiente en componentes solubles tales como
aztcares y aminodcidos, los cuales son ricos en materiales relativamente indigestibles.
como fibras de celulosa y granos de almidon (Coleman, 1986).

Como el rumen es similar a una forma esferica, las paredes no son tan importantes como
la superficie para proporcionar una fuente de nutrientes . La naturaleza del habitat
determina el tipo de protozoarios que son encontrados, asi como su fisiologia y bioguimica
(Coleman, 1986).

Son dos los tipos de protozoarios ciliados que se encuentran en el rumen. Los
entodinomorfidos son de forma cilindrica aplanados o esféricos cubiertos con una capa
pelicida, con una boca, un peristoma sobresaliente y cilios en la parte final anterior y un
ano en la parte posterior; el rango de tamafio es de 24 x 15um a 205 x 123um. El segundo
grupo estd compuesto por los llamados holotricos, que tienen un rango de tamafio de 19 x
36 um a 100 x 160 pum. Estos protozoarios estan cubiertos en su mayoria por cilios,
teniendo un lugar bucal caracteristico y son mucho mas moviles que los entodinomorfidos
(Coleman, 1986).

Los protozoarios ciliados suelen formar una parte substancial del sistema ecoldgico de los
microorganismos del rumen, representando en determinadas circunstancias mas del 75% de
la masa total de los microorganismos presentes. En sus numerosos estudios, los
protozoarios ciliados holotricos han sido observados frecuentemente en muestras obtenidas
de regiones principalmente fermentativas en el tracto digestivo de mamiferos herbivoros

como lo mencionan Williams y Coleman (1991).



Fos protosoatios rumingies ostan altamente ospectabizados para crecer on o coosistema
ruminal. La mayvoria de estos son ciliados existen en poblaciones de 10" a 10" protosoarios
“ml. encontrados tanto en el rumen como en el omaso. Dependen del animal hospedador
para abastecerse de alimento, pero también transforman las paredes de vegetales v ios
constituyentes bacterianos en componentes celulares y metabolitos, que son utilizados por
cl huésped (Williams, 1986).

La influencia que ejercen los protozoarios en el rumen sobre la poblacion y su tasa de
desarrollo depende en gran medida de la dieta. El conocimiento de la dindamica de los
protozoarios en el rumen es importante ya que permite cntender el papel que juegan en el
metabolismo ruminal.

El papel y capacidad bioquimica de los protozoarios es poco conocido, ya que bajo ciertas
condiciones dietarias, los protozoarios representan la mitad de la biomasa ruminal y
contribuyen de manera sustancial a la produccidon de AGVs; estos acidos son producto de
la fermentacion microbiana ruminal que provee las fuentes de carbono y energia requeridas
por el animal hospedador. Sin embargo, los dos grupos de ciliados ocupan nichos
metabdélicos diferentes. Los holotricos utilizan principalmente carbohidratos solubles,
mientras que los entodinomorfos ciliados ingieren y fermentan el material fragmentado. Los
entodinomorfos son usualmente mas numerosos en el rumen y, por lo tanto, han sido
mejor caracterizados bioquimicamente (Williams, 1986).

Martin et al. (1994) describen la importancia del conocimiento de la cantidad de flujo

microbiano a partir del rumen para entender la digestion microbiana ruminal y el papel de

los microoorganismos en la nutricion de los rumiantes



importantes son: tipo de huésped, localizacion geogratica, dieta consumida v variedades
antagonicas. El numero total de ciliados presentes varia considerablemente. Dietas con alta
digestibilidad que proporcionan una fuente disponible de nitrégeno y energia, producen una
poblacion mayo: de ciliados; sin embargo, la frecuencia y cantidad de alimento consumido
por el huésped, ciclo diurno en el rumen, el tamafio de la particula, la concentracion de
sales y la suplementacion con antibidticos y otros aditivos, tienen influencia sobre la

poblacion protozoaria (Williams, 1986).

1.1.3.1. Factores que influyen ¢n la peblacion de protozoarios

La composicion genérica y el tamafio de la poblacion de holotricos esta influida por
diversos factores que interactian. Los mas importantes son : ¢l tipo de huésped,
localizacién geografica, naturaleza de la dieta consumida y frecuencia de alimentaci6n.
Mediciones realizadas sobre la presencia de holotricos en varios huéspedes indican que los
géneros Dasytricha e Isotricha son los que se encuentran regularmente, y que cuando
ambos estan presentes, Dasytricha ruminantium es frecuentemente mas numeroso que el
Isotricha spp. (Williams y Coleman, 1991).

Coleman (1988) menciona que todos los entodinomorfides grandes, excepto el género
Entodinia, son celuloliticamente activos y pueden desarrollarse en condiciones de una
fuente tnica de alimento.

Los holotricos se observan mas en rumiantes domésticos, que en animales silvestres, y su

nimero en el rumen aumenta cuando la dieta contiene carbohidratos solubles, (Dehority vy
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(Valdes e af L 1977). Estudios realizados en poblaciones de holotnicos de vanos huespedes
indican que la distribucion geogratica afecta a dicha poblacion. Tales ctectos han sido
demostrados a partir de mediciones conducidas en bueyes almizeleros en Canada v Alaska
por Dehority, 1974 y en bufalo de agua (Bubalus bubalis ) en diversas localidades a lo
ancho del mundo, incluyendo Brasil. Taiwan |, Japon y Korea (Dchority. 1986b: Han, 1984
Imai ef al., 1981 y 1982); sin embargo, no fueron observados en animales examinados en el
oeste asiatico (Ogimoto ef al., 1983).

El nimero de holotricos presente en ¢l rumen de animales domesticados generalmente
muestra una concentracion de 10°/mi y en dietas con forraje, este género representa un
20% (12 a 40%) del total de la poblacion ciliada. (Clarke, 1964).

El flujo microbiano ruminal puede determinarse a través de mediciones de marcadores
quimicos especificos y no especificos. en muestras microbianas y en las fracciones
ruminales a partir de las cuales pueden ser aislado. Considerando que la fraccion
microbiana consiste en mayor parte de bacterias y protozoarios, no obstante la contribucion
relativa de estas dos poblaciones en el flujo total microbiano hacia el intestino delgado no
¢s claro (Punia et al., 1992).

Existe una minima informacion acerca de la relacion entre poblaciones de hongos
ruminales y protozoarios ciliados; se ha observado que las zoosporas individuales son
engullidas por protozoarios como ocurre con la predacién del Entodinium spp. sobre el

Neocallimastix, (Orpin, 1983 y 1984).
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Coleman (1991) menciona que el numero de holotricos en el rumen no es constante a o
largo del dia. existiendo cambios marcados en ¢l tamafio de la poblacion ocurren en los
periodos pre-alimentacion y posprandiales. Asimismo. indica que la variacion diurna en el
numero de ciliados holotricos y entodinomorfidos en el rumen, es diferente.

La poblacion de entodinomoérfidos disminuye a las 16 h después de la alimentacion.
existiendo un incremento alrededor del periodo de pre-alimentacion (Michalowski, 1977:
Warner, 1962, 1966), mientras que la poblacion de holotricos declina por un periodo de 12
a 20 h post-alimentacion (Williams, 1986).

Sin embargo, existen diferencias entre las poblaciones de holotricos. ya que ciertos géneros
como Dasytricha ruminantium e Isotricha spp. mostraron incrementos en un rango de 0.5-4
h después de la alimentacién, y posteriormente una disminucion en forma
subsecuentemente cuando la alimentacion ceso, no obstante, dicha variacion tanto en el
aumento o disminucion de la poblacion no fué siempre la misma. (Coleman, 1991).

Por su parte Michalowski (1975 y 1977), investigando con bufalos de agua que fueron
alimentados una vez al dia, encontr6 que los holotricos aumentaron antes de Ia
alimentacion. Ademas, no observd disminucién poco después, de que los animales
consumieron alimento. Estudios conducidos por Michalowsky y Muszynsky (1978)
revelaron un incremento marcado 2 h antes de comer, mientras que otros estudios muestran

que la poblacion se elevo 1 o 2 h después de que el alimento fue consumido ( Dehority,

1970, Dehority y Tirabasso, 1989; Dennis ef al., 1983).



no cncontraron uncremento aparente en b numcro de protozoanos antes ded tempode
alimentacion. La concentracion de los holotricos ruminales se incremento cerca de 10 veces
en las 2 h después de cada alimento, para retornar al nivel de pre-alimentacion en 5-6 h
(Murphy et al., 1985).

Las fluctuaciones en el nimero de holotricos aparentemente no estan corrclacionados. con
la osmolaridad del liquido ruminal, (Dehority y Males, 1974) y el patron de variacion del
niamero de holotricos en el rumen no necesariamente es paralelo a los cambios en la
poblacion de entodinomorfidos. Ademas Eadic ef al.. (1970) sefialan que la proporcion de
holotricos puede incrementarse bajo ciertas condiciones de disminucion de la poblacion
total de protozoarios.

Purser, (1961) observo un ciclo diurno para ¢l género Dasytricha en borregos y reporto un
incremento  rapido en el liquido ruminal entre las 20 y 24 h después de alimentarlos.
Warner, (1966) observd un ciclo similar en ovinos para los generos Dasytricha e
Isotricha.

El ciclo de los Isotrichidae difierc marcadamente de lo que se observa en los
entodinomorfidos ya que su concentracion disminuye al momento de la alimentacion y
aumenta alrededor de las 8 h posteriores a esta (Warner, 1960).

Clarke (1965) encontré que los numeros de Isotrichidae en ganado no manisfestaron
inicialmente un incremento hasta que se alimento al ganado, alcanzando un punto maximo a

las 2 h post-alimentacion, continuandose con una subita disminucion. Warner (1966)



sugtere que los Aorrecindac expernmentan una rapida mualtphicacon dentro un penodo de
4-8 h alrededor de la alimentacion. alrededor de las 18 h va no existe division.

Dechority y Tirabasso (1989) mencionan que el incremento micial en la concentracion de
Entodinomorfidos, s¢ debe probablemente a factores de dilucion fisica, como el consumo
de alimento, agua y salivacion. El incremento subsecuente en la poblacion, es resultado
del desarrollo de protozoarios en respuesta a los nutrientes.

Murphy (1985) observd que suministrando alimento en forma directa al rumen en dos
ocasiones al dia, se produjo un incremento tres veces superior al numero de protozoarios
obtenido antes de alimentar, esto sucedio inmediatamente después de cada ofrecimiento de
alimento.

La aparicion de protozoarios en el liquido ruminal después de la alimentacion ha sido

asociado con azucares solubles que penetran al fluido ruminal (Murphy et al., 1985).

1.1.3.3. Efecto de los protozoarios sobre la tasa de consumo y digestion de bacterias

Coleman (1988) menciona que en el rumen, los protozoarios entodinomorfidos engullen
bacterias, en ocasiones seleccionando, matando y digiriendo algo de ellas, con liberacidon de
productos de la digestion hacia el medio ruminal, como ocurre en las Selenomonas
ruminantium y el Bacteroides fibrosolvens, que son tomadas del estrato superior y
digeridas rapidamente por muchas especies de protozoarios. Todas las especies de
protozoarios ingieren una mezcla de bacterias ruminales, pero no todas las especies son
digeridas, por lo que no se vierten los productos solubles de la digestién al medio ruminal.

La presencia de protozoarios ciliados en el rumen provoca una disminucién de 50 a 90%
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un cfecto selectivo sobre crertas especies mdividuales: bajo esta crrcunstancia, ¢ numere de
bacterias celuloliticas rebasa al namero de bacternias amiloliticas. las cuales pueden
disminuir en presencia de Entodinium spp.  Asi mismo este investigador indica que la
actividad de los protozoarios al engullir bacterias provoca que se liberen productos
disponibles para las bacterias ruminales que no son digeridas.con lo cual se proporciona
carbono y nitrégeno bacteriano, en una proporcion de 3 o 4 veces al dia. debido al flujo de
salida de los protozoarios del rumen y, la razon de encontrar bacterias como Alebsiella
aerogenes y Proteus mirabilis en el interior de los protozoarios en cultivos in vitro  es
discutible y se sugiere que representa un balance entre la tasa de desarrollo y la de producir
una cubierta protectora contra la actividad enzimatica, evidencia que se presenta con
celulasas solubles de protozoarios, las cuales no son producidas por baclerias intracelulares,
demostrandose esto con la presencia de enzimas (celulasas y amilasas), detritus de plantas
y fracciones de protozozarios lo cual es observado en rimenes de ovinos desfaunados .
otros con una sola especie de protozoarios, y con una poblaciéon mixta de especies de
protozoarios ( Cuadro 1),

[.a mayoria de organismos ciliados y particularmente Entodinium spp.. ingieren los
almidones del grano rapidamente (en pocos segundos como el FEnrodinia), mientras que el
consumo de bacterias continua alrededor de 24 h. Las condiciones de muerte por
necesidad de alimento de los protozoarios no favorece la digestion de las bacterias, aunque
cada protozoario cuando se alimenta ingiere por encima de las 1000 bacterias en 24 h

(Coleman, 1988).
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bacterias celuloliticas rebasa al numero de bacterias amiloliticas. las cuales pueden
disminuir en presencia de Entodinium spp.  Asi mismo este investigador indica que la
actividad de los protozoarios al engullir bacterias provoca que se liberen productos
disponibles para las bacterias ruminales que no son digeridas.con lo cual se proporciona
carbono y nitrégeno bacteriano, en una proporcion de 3 o 4 veces al dia. debido al flujo de
salida de los protozoarios del rumen y, la razon de encontrar bacterias como Kiebhsiella
aerogenes y Proteus mirabilis en el intertor de los protozoarios en cultivos in vitro  es
discutible y se sugiere que representa un balance entre la tasa de desarrollo y la de producir
una cubicrta protectora contra la actividad enzimatica, evidencia que se presenta con
celulasas solubles de protozoarios, las cuales no son producidas por bacterias intracelulares,
demostrandose esto con la presencia de enzimas (celulasas y amilasas), detritus de plantas
y fracciones de protozozarios lo cual ¢s observado en rimenes de ovinos desfaunados .
otros con una sola especie de protozoarios, v con una poblacidon mixta de especies de
protozoarios ( Cuadro 1),

La mayoria de organismos ciliados y particularmente Entodinium spp.. ingieren los
almidones del grano rapidamente (en pocos segundos como el FEntodinia), mientras que el
consumo de bacterias continua alrededor de 24 h. Las condiciones de muerte por
necesidad de alimento de los protozoarios no favorece la digestion de las bacterias, aunque
cada protozoario cuando se alimenta ingiere por encima de las 1000 bacterias en 24 h

(Coleman, 1988).
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A posar degies Tos protozoarios neatilizan los productos de la digestion bacteriana, a
menos que exista la suficiente encrgia disponible para su desarrollo y aminoacidos
necesarios para la sintesis de proteina el destino de los productos de la digestion bacteriana,
depende de las especies presentes de protozoarios. Ademds cuando la bacteria es engullida,
cs realmente muerta y digerida, por lo que existen mas productos disponibles, los cuales
son utilizados por los protozoarios, y asi son liberados para un rapido desarrollo de los
organismos ruminales (Coleman, 1988).

La concentracion de sales en el medio ruminal afecta la tasa de cosumo de bacterias, al
parecer es constante sobre un rango de 65 a 140%, la cual es una concentracion estable de
sales segun lo mencionan Coleman y Sanford, (1979b), sin embargo, este consumo
disminuye rapidamente cuando la concentracién es menor. La tasa de liberacion de
productos solubles de la digestion bacteriana es mas rapida a un rango de concentracion
entre 65 a 100% de sales y no a mayores concentraciones.

El pH éptimo para este consumo de bacterias es de 6 a 7 (Coleman, 1988, Coleman y
Sandford, 1979a).

Los protozoarios depositan a las bacterias dentro de vesiculas en el endoplasma (Coleman y
Hall, 1969), el cual contiene enzimas digestivas y liticas (Williams ef al., 1986), ademas de
poseer maltosa y glucosa en vesiculas cercanas provenientes de la digestion del almidon de
granos (Coleman, 1969).

Eadie y Hobson, (1962) mostraron que cuando alimentaron corderos con heno vy
concentrado, los cuales fueron mantenidos libres de ciliados desde el nacimiento, y que

posteriormente fueron colonizados con ciliados del rumen, el numero de bacterias pequefias
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fueron las menos atectadas como fue el caso de Oscillospora el cual dismimuyo de 150
10¥ml a menos de 10*/ml en el curso de una semana. v el numero de protozoarios fue
incrementado.

Kurihara er al. (1968) de manera similar encontraron unam disminucion en el namero de
bacterias que digerian almidones en presencia de [ntodiniu especialmente. cuando
alimentaron corderos defaunados y posteriormente colonizados con protozoarios, en
animales alimentados una vez al dia, la colonizacion maxima bacteriana ocurrio un tiempo
después de este dia. Dichos autores concluyen que los protozoarios no son selectivos al
engullir pequefias bacterias, y que la disminucion en el nimero de bacterias corresponde
estrechamente con el aumento en ¢l nimero de protozoarios. La densidad de poblacién de
bacterias grandes y ovaladas no estuvo relacionado con el nivel de protozoarios de los
ovinos, a pesar de que se increment6 el nimero de Selemonas cuando esta bacteria fue
aislada a partir de animales faunados.

Los protozoarios tienen un efecto negativo sobre la poblacion de bacterias amiloliticas
ruminales (Kurihara et al., 1978), como resultado de la competencia entre éstos y las
bacterias por la utilizacion de sustratos y la particular habilidad de los protozoarios de
ingerir granos de almidon y bacterias (Jouany, 1994).

Mendoza (1991) menciona que en presencia de protozoarios ciliados se reduce
significativamente la actividad amilolitica en el rumen, se observa menor digestién del

almidon en el medio ambiente ruminal, y por consiguiente se reducen los cambios drasticos

en el pH.
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tasa de dil::cion de las bacterias y/o del contenido ruminal, debido o que las bacterias en ol
rumen estan parcialmente asociadas a los sélidos v la pared ruminal. la tasa de crecimiento
bacteriano puede estar en relacion a la tasa de dilucion del liquido (Aguilera, 1988). lo cual
se explica porque solamente en cultivos continuos in vitro de estado estable, la tasa de
crecimiento especifico de los microorganismos es igual a la tasa de dilucion del cultivo
(Bergen, 1979). Las bacterias que cstan adheridas a la pared del rumen secuestran oxigeno,
hidrolizan urea y en conjunto con las bacterias de la fase liquida. modifican el medio
ambiente ruminal (McAllister et al., 1994).

Orpin y Letcher (1983 / 1984) encontraron que en animales desfaunados el numero de
bacierias libres aumentd, pero no el de asociadas a particulas, sugiriendo que los
protozoarios unicamente engullen bacterias libres.

Whitlelaw et al. (1972) utilizaron animales con raciones altas en grano y encontraron que
la poblacién de protozoarios de animales faunados disminuyé, siendo de 5 a 30 x 10%/ ml,
la concentracion de bacterias totales disminuy6 de 34 x 10°/ml a4 x 10° /ml y el nimero de
bacterias viables (de 1.05 x 10° 2 0.004 x 10°/ml). El cutivo bacteriano predominante, fué ¢l
Bacteroides spp bajo ambas condiciones.

Teather e al. (1984) en vacas alimentadas con ensilado de maiz - concentrado encontraron
una correlacion negativa con una significancia alta entre la concentracién de proteina de
bacterias y de protozoarios y que el flujo a duodeno de la cantidad total de proteina fué
mas constante entre animales que individualmente. Asi que también fué altamente

significativa la concentracién de la proteina de los protozoarios y la concentracion total de



la proteina microbiana. Esto sugirio tna teraccion competitiva entre protozoarios
hongos. pero también pudo ser una simple predacion por los protozoarios  sobre los
zoosporas las cuales son lo suficientemente pequeias para ser ingeridas especialmente por
los ciliados grandes.

Orpin y Letcher (1983 y 1984) confirmaron que la desfaunacion. aumentd el volumen
ruminal (promedio 30%) y la tasa de flujo disminuyo (promedio 36%) con el incremento

resultante en la masa de la digesta ruminal.

1.1.3.4. Efecto de los protozoarios sobre el reciclamiento de nitrégeno y carbono
bacteriano

Se ha estimado que el nitrogeno aportado por los protozoarios es de un 20% en forma de
nitrogeno amoniacal total el cual llega a duodeno, lo cual a partir de la investigacion
realizada por Nolan y Leng (1972). Murphy et al. (1985), quienes alimentaron borregos
con trebol henificado, considerando que ingresaba 14.2 g de nitrogeno, a la fosa ruminal en
forma diaria, y tan solo 4.4 g fueron reciclados en forma de proteina microbiana. Lo cual
sugiere que dicha situacion se debe a la accién de bacteriofagos. fagocitosis y digestion
por protozoarios, o destruccion y lisis de bacterias.

Coleman (1975) establecid que | % de las bacterias son engullidas y digeridas por los
protozoarios cada minuto.También menciona que después de la digestion los aminoacidos
bacterianos son liberados (45 g/dia) dentro del rumen, los cuales se encuentran disponibles
para la fermentacién y como fuente de carbono y nitrogeno para el resto de las bacterias

raminales.



Cottle et al. (1978) suministraron nitrogeno, dentro del rumen de ovinos alimentados con
paja de avena y sucrosa, y midieron el flujo de nitrégeno, entre el ion amonio libre,
fracciones de proteina bacteriana y de protozoarios. Establecieron bajo estas condiciones,
la cantidad de protozoarios, la cuai fué de 38% de la biomasa microbiana, equivalente a
1.3g de nitrégeno de protozoarios, y 2.2 g de nitrégeno bacteriano en el rumen en forma
diaria. El reflujo de nitrégeno directo entre bacterias y protozoarios fué de 6 g diariamente.
Posteriormente Cottle (1980) demostré que con la adicion de 4% de harina de pescado a la
racion, el flujo directo de nitrégeno fué de 1.2g de protozoarios y de 3.0g de bacterias, y
que el recambio de nitrégeno entre bacterias y protozoarios fué unicamente de 3.7% /dia.
Van Nevel y Demeyer (1977) y Demeyer y Van Nevel (1979) informaron que la eficiencia
energética de la sintesis total y neta, se incrementé de 35 y 13 a 47 y 30 g de nitrégeno por
cada kg de materia organica, fermentada respectivamente. Ademas, dichos autores
sugirieron que la presencia de protozoarios no cambio la proporcion de nitrogeno reciclado
en el rumen, sin embargo, adicioné un paso ineficiente dentro de la sintesis total de materia
microbiana.

Considerando las diferentes tasas de digestion de las bacterias producidas por los
protozoarios (expresadas como porcentaje de la biomasa bacteriana engullida por minuto)
los resultados de diferentes investigadores sefialaron las siguientes diferencias: 1.0%
(Coleman, 1975.); 0.05% (Cottle et al. 1978); 0.1 a 0.27% (Coleman y Sandford, 1979a.);
0.055% (Nolan y Staciw, 1979); 0.03 (Leng y Nolan, 1984). Estas citas suponen que los

protozoarios engullen y digieren bacterias y liberan los productos de la digestion. Sin

embargo, existen ofros dos caminos a través de los cuales, la proteina puede ser liberada



dentro del rumen. El primero involucra la lisis de ciertas bacterias por enzimas
extracelulares liberadas por el Epidinium spp. (Coleman y Laurie, 1974). El segundo tiene
relacion con la baja tasa de pasaje de los protozoarios comparados con las bacterias libres
en el liquido. Existiendo diferencias con lo reportado por Leng ¢t al. (1981) quien
menciona que es menor a un 10%, mientras que lo mas comun 20 a 40% (Pilgrim et al.
1970); (Harrison et al., 1979) y Leng (1982) postularon que los protozoarios permanecen
lisados y muertos en el rumen,sin embargo, esto no ha sido demostrado ya que
posteriormente Coleman (1985) menciona, que esto no es una casualidad, y que es el
resultado de la exposicion de los protozoarios al aire y /o soluciones de sales hipotonicas
por periodos cortos durante la ingestion de agua o durante la rumia.

Muchos, pero no todos los ciliados del rumen contienen bacterias adheridas a la superficie
peliucida. Diversas evidencias han sido presentadas de que las bacterias adheridas a once
especies de ciliados son metanogénicas, sin embargo las bacterias adheridas a cada
protozoario son muy variables, la proporcién de ciiiados con superficie metanogénica
puede depender del estado nutricional del huesped, observandose una disminucion de un
65% a 25% después de comer (Stumm ef al., 1982). Dichas evidencias fueron presentadas
sobre la base d: uha sobrealimentacién del rumen con nitrégeno o hidrogeno, de modo que
las bacterias metanogénicas adhosadas a los protozoarios, fueron fuente de hidrégeno.
Esto fu¢ razonado por que los protozoarios se separan cuando ¢l hidrogeno es infusionado
dentro del rumen o regresa libremente y disponible después de que el animal a consumido

alimento.



Leng (1988) en un resumen de sus resultados obtenidos en el laboratorio menciona que la
vida media de todas las especies de protozoarios del rumen estudiadas son consideradas
longevas en el liquide ruminal. En todas las especies estudiadas mas del 60% del carbono
que procede a partir de protozoarios, es liberado en el rumen el cual ingresa a formar
carbono-metano; indicando una lisis y degradacion de protozoarios; los pequefios
protozoarios entodinomérfidos tienen tiempos de vida similares, tanto en  bovinos como
ovinos, con dietas respectivas. de los protozoarios grandes del rumen de bovinos y ovinos
son retenidos por lo que estdn en mayor amplitud que los protozoarios pequefios, la vida

media de los grandes protozoarios holotricos es mayor que la de los entodinios.

1.1.3.5. Funcion de los protozoarios en el rumen

Los estudios de Weller y Pilgrim (1974) y de Coleman (1975) fueron los primeros que
indicaron que la presencia de protozoarios en el rumen podia ser detrimental para la
eficiencia de producion en rumiantes. De esta forma clara se mostrd que los protozoarios
consumen bacterias. Estudios posteriores indicaron que los protozoarios son
preferentemente retenidos en ei rumen. Y disminuyen la eficiencia de desarrollo microbiano
por lo que la disponibilidad de proteina bacteriana para el animal se ve afectada (Leng,
1988).

En dietas que se suministraron con un minimo de proteina de sobrepaso, el nivel de
desarrollo fue superior en animales desfaunados (libre de poblacién de ciliados), que en ¢l

ganado faunado, (Bird y Leng, 1978).



[ a predacion de bactenas, el mantetiniento s retlujo de protozoanes en el rumen reducen
la dispomibilidad de proteina microbiana suceptible a ser digerida en el intestino. Sin
cmbargo, la importancia cuantitativa de los protozoarios no es reconocida. De cualquicer la
dsiponibilidad de proteina bacteriana disponible depende de las especics de protozoarios
presentes en la concentracion poblacional. En suma parece ser que los borregos libres de
protozoarios presentan una mayor cantidad de proteina de sobrepaso para la fermentacion

ruminal. (Ushida y Joany, 1985).

1.1.3.6. Migracion y secuestro de protozoarios

Weller y Pilgrim (1974) mencionan que la pricipal causa de retencion de protozoarios en el
rumen es el secuestro.

Los protozoarios holotricos son secuestrados en la pared del reticulo y migran hacia el
rumen en poco después de la comida. Se considera que la migraciéon de protozoarios se
debe a la naturaleza quimica del alimento, y a la accién fisica de la ingestién del alimento,
como la profusa salivacién que ocurre tanto en el proceso de ingestidon, como en la rumia.
(Murphy et al., 1985).

En el ganado alimentado una vez al dia, todos los holotricos son secuestrados en el rumen
justo antes de la alimentacion. Por otra parte, todos los holotricos aparecen en el fluido
ruminal a partir de 3-4 h después de la alimentacion (Clarke, 1965; Valdez et al., 1977 y
Murphy et al., 1985). Los holotricos secuestrados ocupan sitios especificos sobre la digesta
en el rumen, pero esto se relaciona a la posicién que ocupan cuando el animal consume

alimento (Bauchop, 1980).
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en el epitcho retcular (Abe e af.. 1981), parece ser una buena razon para exphicar la
retencidn de los protozoarios. Presumiblemente. los protozoarios son arrastrados del rumen
durante la fase liquida digestiva (algunas horas después de la alimentacion), pero tienen
continuamente cambios de los sitios de secuestro a lo largo del dia, para asegurando su
adherencia a particulas para no ser arrastrados y salir del rumen. La poblacion de
protozoarios ha sido estimada por conteo directo de un volumen conocido de fluido

ruminal.

1.1.3.7. Causas de mortalidad en los protozoarios

Leng (1982 ) mostrd la evidencia de que un 65% de ios protozoarios del rumen inueren a
través de su paso por el tracto digestivo. Existen enzimas realacionadas con la lisis celular
siendo importante en el rompimiento de grandes moléculas en el rumen. Las principales
causas de muerte son consideradas como traumas fisicos tales como exposicién a
condiciones de oxigeno de los anaerobios estrictos, y a soluciones hipotonicas durante la

ingestion de agua y durante la rumia. (Coleman, 1985).

1.1.4. Ambiente y parametros ruminales
1.1.4.1. Patron de fermentaciéon ruminal
En la fermentacion ruminal existen dos aspectos importantes a considerar los cuales son :
condiciones propicias para una eficiente actividad celulolitica, y por otra parte las

necesidades para una sintesis Optima de proteina microbiana. La importancia relativa de
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cstas dos condiciones varia de acuerdo a las catacterisin o de o craposicron del alimento
y a los sistemas de producion (Williams, 1989y,

Dietas con alto contenido de forraje producen un patron de fenientacion que fluctia entie
65:25:10% y 70 : 20 : 10% (de acetato: propionato:butirato exprerado en porcentaje
molar), por otra parte cuando la cantidad de concentrado en lu racion se mcrementa por
arriba de 60% las proporciones de AGVs varian en ¢l orden de 45 : 40 : 15% y 50 : 40 :
10% (Shimada, 1991).

Dietas ofrecidas a base unicamente de forraje, produjeron la mezcla de 65-74% de acido
acético; 15-20% de propiénico y 8-16% de butirico, sin embargo, forrajes de alta calidad vy
con una molienda fina generaron la reducién de la proporcion de acélico y el incremento de
propidnico o de butirico o de ambos acidos grasos volatiles. Aun cuando se sefialan algunas
proporciones promedio, las concentraciones de AGVs en el liquido ruminal, no reflejan
necesariamente su tasa de produccién y asbsorcion. En estudios realizados con dietas bajas
y altas en concentrado se observo gue a pesar de que la concentracion de acido acético se
redujod, el nivel de produccion no disminuy¢ en igual magnitud, debido posiblemente a que
al mismo tiempo que se incrementd, la produccidn de propionato se elevéd, la absorcion de
todos los acidos grasos (Thomas y Rook, 1977).

La produccion de AGVs se relaciona con la concentracion de metano en el rumen, tanto el
metano como el propionato sirven como aceptores de equivalentes reductores que se
producen a nivel ruminal (Rodriguez y Llamas, 1990). En el proceso de absorcion de los

AGVs a través de la pared ruminal el acetato no sufre cambios aparentes y parte del



propionato se trasforma a lactato, con respecto al butirato sc covierte en su mayoria a
cuerpos cetonicos (Shimada, 1991).

Las pentosas producidas a partir de la degradacion de hemicelolosa y pectinas son
trasformadas a AGVs. El piruvato cs el intermediario a través del cual los carbohidratos son
convertidos a AGVs, bioxido de carbono y metano. La proporcion de estos productos
finales depende del tipo de carbohidratos fermentados, especies de bacterias involucradas y
medio ambiente ruminal durante la fermentacién; asi mismo la produccion de metano esta
relacionada con las productos finales de degradacion a partir de las fuentes de
carbohidratos, por ejemplo dietas con alto contenido de concentrado produjeron un nivel
molar de 1 en la proporcion acetato : propionato con la siguiente reaccion fermentativa: 3
mol de glucosa —» 2 acetato + 2 propionato + butirato + 3CO, + Ch, + 2H,0. En contraste
con una dieta alta en forraje, el resultado de la ccuacion de fermentacion fue una
proporcion de 3 moles de acetato : propionato con la siguiente ecuacion de fermentacion:
5 moles de glucosa —» 6 acetato + 2 propionato + butirato + 5 CO, + CH, +6 H,0O; cuando
se compara estas ecuaciones de fermentaticidn, ¢s obvio observar que existe una relacion
inversa entre propionato y metano (Church, 1987).

Por lo que el incremento en el propionato ruminal produce como consecuencia mayor
eficiencia energética, reduccion en la pérdida caldrica, menor empleo de aminoacidos para
el proceso de gluconeogénesis y por ende un incremento en la sintesis de proteina
(Shimada, 1991).

Joany (1994) menciona que la desaparicion de protozoarios generalmente se asocia a la

disminucion de la concentracion de butirato e incremento en propionato o acetato.



1.1.4.2. pH ruminal

El potencial de hidrogeniones refleja la condicion de balance entre la capacidad
amortiguadora (saliva, sales de bicarbonato, capacidad amortiguadora de la racién) y la
acidez de la fermentacion. Al incrementarse la acidez se reduce la proporciéon de acetato:
propionato, al aumentar la alcalinidad se amplian las relaciones acetato:propionato
(Hobson, 1972).

Dirksen (1970) menciona que la inclusion de carbohidratos altamente solubles en la dieta,
origina una proliferacién especifica de microorganismos ruminales productores de acido
lactico (Streprococcus bovis y Lactobacillus spp.)) y que consecuentemente provocan una
disminucidén del pH ruminal. Y dependiendo de la severidad de esta situacién en el rumen,
se producen cambios en la microflora rumiunal, metabolismo del animal y en su condicion
corporal; ademas de de factores dietarios tales como: nivel de inclusion de fibra, consumo
de agua tienen influencia en la poblacién protozoaria, tasa de pasaje y absorcion de
nutrientes, son factores que también inciden en situaciones de acidez.

A pesar de que no puede definirse un pH 6ptimo en el medio ruminal, los microorganismos
encuentran condiciones favorables en valores cercanos a 6.5, con lo cual su metabolismo es
mas eficiente, y son severamente afectados a pH superior de 8 e inferior a 5.5, siendo este
ultimo un factor que afecta grandemente la concentracion en su poblacion (Hungate, 1966;
Hino et al., 1973; Williams y Coleman, 1991). Ademés la viabilidad de las bacterias
celuloliticas se afecta dsde valores de pH inferiores a 6.5, y por consecuencia se presenta

una reduccion sobre la fermentacién de los carbohidratos estructurales de los alimentos
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(Williams ¢r af., 1983). Asi mismo Cheng er al. (1984) concluseron que en condiciones
ruminales de pH acido. el ataque bacteriano a las paredes celulares se hace dificil por lo
que s¢ reduce la digestion. Autores como Rodriguez y Liamas (1990) consideran que un pH

superior a 6.2 ¢s el dptimo para obtener una adecuada digestion,

1.1.4.3. Nitrogeno amoniacal

La fuente mas importante de nitrogeno para los microorganismos ruminales procede
normalmente de la proteinas de la racion y del nitrégeno no proteico (NNP). La microflora
ruminal es altamente proteolitica, por lo que gran parte de la proteina que liega al rumen es
degradada hasta péptidos y aminoéacidos, la mayor parte de los cuales son desaminados
posteriormente. Las bacterias proteoliticas exclusivamente son escasas, ya que las cepas
aisladas parecen utilizar otras bacterias como fuentes de nutrientes. Las proteinas solubles,
aminoacidos y péptidos son rapidamente degradados hasta amoniaco;sugiriéndose que las
proteinas solubles se adhieren rdpidamente a las paredes de las bacterias y estas las
degradan. (Orskov, 1988; Perez Gavilan er al,, 1976). La actividad proteolitica se puede
medir por determinacién de la curva de produccion de amoniaco en el rumen tras la
administracion de proteina, por via oral o en forma intrarruminal, aunque el nivel de
degradaciéon depende de una serie de factores limitantes. algunos inherentes al animal
huésped, o por la misma actividad microbiana.

Wallace, citado por @rskov (1979), indicé que la velocidad de degradacion del gluten de

maiz era menor con bajas concentraciones de amoniaco ruminal que con altas



concentraciones v dichas respuestas se debian al descenso en la cantidad de bactenas en un
medio cuyo nitrogeno es limitante.

Diversas fuentes de nitrogeno contribuven a la produccion de amoniaco ruminal entre ellos
el (NNP) de la dieta, el nitrogeno salival y posiblemente, pequenas cantidades de urea que
penetran al rumen a través de sus paredes. Todas estas fuentes casi en su totalidad son
convertidas en amoniaco. Dependiendo del tipo de dieta ofrecida a los rumiantes, los
microorganismos ruminales convierten a amonio 60-90% del nitrogeno consumido
diariamente, y 50-70% del nitrégeno bacteriano puede derivarse del amoniaco (Mathison y
Milligan, 1971; Tamminga, 1979).

Satter y Slyter (1974) mencionan que niveles de 50 mg/l de amoniaco pueden ser
suficientes para un crecimiento bacteriano optimo. No obstante otros autores sefialan que el
rendimiento bacteriano no se incrementa como resultado de aumentar la concentracion de
amoniaco en el rumen por encima de 50 mg/l.

Los valores mencionados anteriormente difieren de lo indicado por Mehrez ef al., (1977)
quienes definen que la concentracion optima de nitrégeno amoniacal (N-NHj,) en el fluido
- ruminal es aquélla que da como resultado la mdxima tasa de fermentacién o la maxima tasa
de sintesis microbiana por unidad de sustrato fermentado. Estos autores sefialan que la
concentraciéon Optima de 235 mg/l de fluido ruminal, lo que apunta a dos explicaciones
sobre la concentracion de nitrogeno amoniacal: (1) que la concentracién de amoniaco
necesaria para el maximo desarrollo microbiano no es igual a la que permite un ritmo de
fermentacion optimo y (2) que la concentracién de nitrogeno necesaria para obtener

maximos rendimientos varia con el sustrato utilizado.



Chalupa (1977 menciona que la proteina derivada de las bactenas es mayor que ta de los
protozoarios (55 vs 38%); sin embargo, la mayor digestibilidad se observa en los
protozoarios (88 vs 66%), lo cual indica que tanto el contenido de proteina digestible (36.3
vs 33.4%) como ¢l valor biologico es de (77 vs 78%) para las bacterias y protozoarios
respectivamente, La utilizacion neta de la proteina de protozoarios es superior a la de origen

bacteriano (55 vs 67%).

1.1.4.4. Digestibilidad ruminal

La determinacion de la digestibilidad de los alimentos es de vital importancia debido a que
existen variaciones en la digestion de sus diferentes componentes. La digestion ruminal de
los nutrientes puede describirse matematicamente por varios componentes. Para el caso del
almidén, los componentes mas importantes son la tasa de digestion, la magnitud de la
digestion y la tasa de pasaje. La tasa de digestion puede ser descrita por un proceso de
cinética de primer orden con una tasa fraccional constante, debido a que algunas relaciones
dindmicas de la digestion de la fibra se pueden traspolar a la digestion del almidén, se
puede predecir que la tasa de digestién del almidoén esta, posivitamente relacionado con la
magnitud de la digestion, mientras que la tasa de pasaje estd influida de manera negativa
por la magnitud de la digestion (Mendoza y Ricalde, 1993; y Minson 1982).

La tasa y magnitud de la digestion también estan influidas por la naturaleza fisica y quimica
de la dieta. Por ejemplo, las pérdidas fecales contienen cerca de 13% de componentes
fecales extras, 2% de componentes estructurales, y un 10-90% de componentes

estructurales (dependiendo de la lignificacion y estructura fisica del forraje). En términos
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carbohidratos estructurales. son altamente digenibles, muentras que L pajas, que contienen
una alta proporcion de componentes estructurales. son de baja digestibilidad (Church,
1988).

Con dietas a base de pajas s¢ observa que mas del 60% de la digestion se lleva a cabo en el
rumen (Joany, 1994). El porcentaje de digestion de un alimento depende de dos situaciones
importantes: (1) la cantidad de ingrediente consumido y (2) las propiedades intrinscecas del
mismo.

El porcentaje de digestion es la interpretacion de las curvas de degradacion acumulativa, y
se refiere a la cantidad de alimento que puede ser digerido por unidad de tiempo (Singh et
al., 1992). Los estudios de digestibilidad se pueden llevar a cabo por los métodos de
digestibilidad verdadera aparente con el uso de marcadores y calculando la diferencia entre

la cantidad de nutriente consumido y la cantidad excretada en las heces (Church 1988).

1.1.4.4.1. Utilizacion de marcadores para evaluar la digestibilidad de los nutrientes
Cualquier substancia puede ser empleda como marcador inerte si satisface algunos
criterios: no debe ser atacada por los microorganismos del rumen, no debe ser absorbida por
el intestino y debe ser posible determinar su concentracion sin interferir con otras sustancias
presentes. Los marcadores no deben ser toxicos (Czerkawsky, 1986).

Entre los principales marcadores empleados para caracterizar la fase liquida se encuentra el
polietilénglicol (PEG) (Aguilera, 1988; Ellis ef al., 1979) y ¢l cobalto-EDTA (Uden y Van

Soest, 1980); mientras que para la fase sélida se usan complejos de Cr, Ru, Ce (Thewis er

40



al 19790y sesquioxido de cromo (Cr. 00y henina (Agutleras TSRS Thewrs eral - 1970,
Wilkison v Prescott, 1970; Czerkawsky, 1986). El sesquioxido de cromo es usualmente
utilizado envuelto en papel con la concentarcion exacta. (Czerkawsky. 1986).

Debido a que la fermentacién ruminal presenta caracteristicas tanto de un sistema de
cerrado asi como de un sistema abierto o continuo, en cste ultimo Ja masa fermentada, ¢l
flujo y los residuos alimenticios que abandonan el rumen son equivalentes a los , que
entran. Sin embargo, Hungate (1966) menciona que el rumen dista de un modelo de
fermentacion continuo porque el alimento consumido por el animal, ¢l volumen, la tasa de
excrecion y el nivel a que sale el material del rumen no son constantes. Por lo tanto, a
bajas tasas de dilucién ruminal (pricipalmente con una alimentacidon alta en f(ibra), la
fermentacion ruminal generalmente se asemeja a un sistema cerrado y la eficencia del
rendimiento microbiano es relativamente bajo y constante. Por otra parte dietas con alto
contenido en granos que presentan altas tasas de de dilucion la fermentacion ruminal se
asemeja a un sistema continuo con altas tasas de cficiencia energética para la sintesis de
proteina microbiana. (Aguilera, 1988; Bergen et al., 1979), por lo que un sistema de
fermentacion continuo puede ser el adecuado para describir la tasa de dilucion o de
recambio, el volumen, la tasa de flujo y el tiempo de retencion, para dietas con cierto nivel

de concentrado..



L.1.5. Respuestas al empleo de bevadura Saccharomyces cerevisiae en dieias de
rumiantes

Andrigheto et al., (1993) ofrecieron a ovinos de la raza Lamon  diferentes niveles de
inclusion de levadura (0,20 v 40 g/d) en la dieta que consistia de cebada, remolacha y pasta
de soya. Los resultados indicaron que el consumo de materia seca se incrementod (p<0.06),
en los tratamientos que recibieron la levadura (0=1370 g/d, 20=16061 g/d, y 40=1490g/d).
Asimismo, el pH disminuyd (p<.05) en los tratamientos con levadura (6.44, 6.08 y 6.13
respectivamente) y la concentracion de AGVs totales (mmol) se incrementé (97.7 , 108.2 y
111.7, respectivamente p<.05). Sin embargo, no existieron diferencias en la digestibilidad
ruminal de la FDA , o de la FDN ni en los valores de proteina cruda o materia orgdnica.

Flachowsky et al. (1993) realizaron dos experimentos, con carneros castrados y cabras. En
uno, ofrecieron a los animales ya fuera una dieta alta en concentrado (700 g de concentrado
+ 200 g de rastrojo de sorgo picado) o una dieta alta en forraje (700g rye grass henificado +
200 g de rastrojo de trigo picado). Dentro de cada tratmiento, adicionaron cuatro niveles
de Yea-sacc 0, 0.5, 1 y 2 g /animal /dia. En el segundo experimento se utilizaron carneros
castrados alimentados con 1000 g de heno de rye grass + 200 g de concentrado y cabras
que consumieron 750 g de rye grass + 150 g de concentrado mas. Cada grupo de animales
recibieron 0, .5, 1 y 2 g de levadura /animal/dia en forma de Levaferm (Aspergillus oryzae).
Encontraron que a mayor inclusidn del Saccaharomyces se disminuyé la digestibilidad in
situ de la materia seca en la dieta alta en concentrado (experimento 1) con valores de 55.1,
47.1, 36.1 y 44.5% para los niveles mencionados anteriormente. Para las dietas altas en

forraje los valores fueron de 58.7, 56.3, 55.0 y 54.1% respectivamente . El cultivo a base



de Aspergidiien orvzae no produje etecto alpuno (P 05 obe e dearadabybidad oo e de
la materia scca.

Crosby (1995) realizo un estudio para evaluar el efecto de diferentes dosis de un cultivo de
levadura a basc de Saccharomyces cervisiae (Yea-Sace'”™®) en ovejas alimentadas con
rastrojo de maiz, utilizando dosis de 0, 1, 3, 5y 7 g / animal / d, suministrados por via
intrrruminal. Empled catorce ovejas fistuladas tanto ruminal como duodenalmente y la
dieta consisto en rastrojo de maiz (65%), sorgo (23.5%), melaza (10.2%) y urea (1.3%). No
existi0 respuesta al cultivo de levadura (Yea-Sacc'®®) sobre la fermentacion y
digestibilidad ruminal debido a que no se encontro efecto (p>.05) sobre el pH ruminal, N-
NH; tasa de flujo de la fraccién liquida, volumen ruminal, concentracion de acidos grasos
totales y digestibilidad total aparente de la materia seca , fracciones de fibra (FDA y FDN).
Sin embargo, en la cuantificacion de los protozoarios se obtuvo una respuesta cuadratica
(p<.0019 ) con valores de 5.31, 9.6, 11.47, 892, 4.06 y 9.39 microorganismos/10*/ml,
respectivamente, para los niveles ya mencionados.

Avendafio et al. (1995) realizaron un estudio con borregos criollos, los cuales fueron
alojados en jaulas metabolicas, y asignando a los siguientes tratamientos T,) = 65 % de
rastrojo de maiz, 23.5% de grano de sorgo, 10.2 % de melaza, 1.3 % de urea; T,) = T, +
Yea-sacc; T;) = 85 % de rastrojo de maiz, 10 % grano sorgo, 4.5 % melaza, 0.5 % urea,
T,= T; + Yea-Sacc. En las dietas con 85% rastrojo de maiz disminuyé (p<.05) la
digestibilidad aparente de MS en relacion con las dietas a 65 de rastrojo (56.8 vs 61.8 %),
la adicién de Saccharomyces cerevisiae no tuvo efecto (p>.05). El pH se incrementd

(p<.01) en las dietas con 85% de rastrojo de maiz (7.04 vs 6.85); para las dietas con 65%),



pero disminun o (P<.01) en las dictas con Yea-Sace (6 90« n 08 L a voneentracion do ™

NH; no se maodificé (p>.05). L:n los animales que recibieron 85 % de rastrojo de maiz ¢l
consumo de materia seca (MS) disminuyd ( p <.01) con respecto a los que recibicron 65%
de rastrojo de maiz, (902 vs 1,094 g ), la GDP (67 vs 101) v la deposicion de la grasa de (
2.2 vs 4.9 kg en la canal) fueron menores (p<.01). La adicion de Yea-Sace no causéd efecto
en dichas variables, por lo que se concluye que un mvel alto (85%) de rastrojo de maiz
disminuye el valor nutritivo de dietas para borregos en crecimiento, efecto que no es
aliviado al adicionar cultivos de levadura.

Drennan y Moloney (1993) realizaron una seri¢ de experimentos con la finalidad de evaluar
el efecto del cultivo de levadura sobre las caracteristicas de la canal, ganancia de peso y la
conversion alimenticia. En el experimento I, la inclusion de levadura Saccharomyces
cerevisiae en forma de Yea-Sacc ( 5/10° células /g) se proporciond a razon de 0 y 10 g/
animal /d en toros de 315 kg de peso vivo (PV), alimentados con ensilado de gramineas ad
libitum mas 3.8 kg de cebada. No encontraron modificaciones sobre el consumo de
alimento ni sobre las caracteristicas de la canal, no obstante, ¢l grupo tratado presenté un
aumento (P<.05) en el promedio de la ganancia diaria (1.18 vs 1.11 kg /d), y se mejoro la
eficiencia en la conversion alimenticia (6.92 vs 6.57 kg de MS consumida /kg de ganancia
diaria), (P>.05): En el experimento Il, proporcionaron 0 y 15 g/animal/d de la misma
levadura a toros con un peso de 310 kg (PV), alimentados ad [ibitum con ensilado de
gramineas mas 3.5 kg de concentrado que se incrementé a 4.5 kg en la Ultima etapa. En el
experimento 111, se utilizaron 0 y 15 g/ animal/d en terneras de 271 kg de PV alimentadas

con ensilado de gramineas ad libitum mas 0.86 kg de concentrado en base seca. En



ninguno de estos dos experimentos se encontraron efecto de la levadura (P-0.5) sobre ¢l
consumo de alimente, ganancia de peso, eficiencia en la conversion alimenticia o en las
caracteristicas dc la canal.

Gedek er al. (1992 alimentaron vacas con un dicta compuesta por 15 % de heno, 25 % de
ensilado de gramineas, 20 % de ensilado de maiz y 40 % de concentrado (cebada y frijol de
soya), con vy sin la adicion de levadura (Biosal S¢ 47 : 10 g de cultivo = 5x10" UFC /
vaca/d). En rumen, el contenido de células de levaduras viables en los animales tratados fue
mas alto (P<.035) que en ¢l grupo control. con valores de 10° vs 1.6/10° UFC/ml.
respectivamente correspondiendo al nimero de células presentes en el alimento. Biosaf Sc
47 incremento (P<.05) el conteo de bacterias gram ~en el contenido ruminal (2.0 x 10% vs
1.6 x10* UFC /ml.) e incrementod (P<.05) el contenido de gram™ en las heces (1.1.x 10 vs
2.6 x 10°UFC/ml). Se concluyd que Biosat Sc 47 estimula el crecimiento de bacterias
amiloliticas a nivel ruminal.

Mir y Mir (1994) realizaron un esiudio con la finalidad de evaluar el comportamiento de
novillos en crecimiento y finalizacién, las caracteristicas de la canal, digestibilidad del
alimento y la degradabilidad ruminal, utilizando un cultivo de levadura (Saccharomyces
cerevisiae 5 x 10” organismos vivos / g del medio de crecimiento) a razon de 10 /g /novillo
/d, en tres dietas: a) 75% de ensilado de alfalfa y 25% de cebada rolada; b) 96% de
ensilado de maiz y 4% de pasta de soya; y ¢) 75% de cebada rolada y 25% de heno de
alfalfa. A estas tres dietas se les adiciond (Y) o no (C) levadura. Encontraron que en el
primer afio la eficiencia alimenticia de la dieta con ensilado de maiz fuc menor (P>.05)

entre los novillos de ambos grupos con y sin levadura y no hubieron diferencias en las



caractenisticas de la canal. La degradacion del ensilado de altaita fue menor (P .05) en ¢l
primer ano para los novillos que recibicron Y (158 v 12.2) La adicion del cultivo de
levadura no sugirié efecto (P>.05) sobre la utilizacion del alimento ni las caracteristicas de
la canal.

Huber er al.  (1989) analizaron la respuesta del Saccharomyces cerevisiae  sobre la
produccion de leche en vacas en lactacion, utilizando 10/g Yea-Sacc/animal/d. mezclado
con 227g de alimento. La racion contenia ensilado de alfalfa. heno de alfalfa, semilla de
algodon entera y concentrado. Las vacas que recibieron levadura. tuvieron una produccion
de leche mas alta (p<.05) que las del grupo téstigo (29.7 vs 28.7 kg/d). La leche corregida
a grasa (3.5%) fue mas alta (p<.07) con levadura (29.2 vs 28.4 kg/d), mientras que el conteo
de células (226/10° vs 284/103) y el porcentaje de proteina en la leche (2.85 vs 2.91%)
fueron mas bajos (p<.01 y p<.07) respectivamente que en el grupo de vacas testigo. No se
encontraron diferencias en la temperatura rectal ni en la reproduccion.

Plata er al. (1994) adicionaron Saccharomyces cerevisiae a razon de 0 y 10 g/animal/d en
dietas con 40, 60 y 80 % de paja de avena en base seca, ofrecidas a novillos con 281 kg de
PV. La digestibilidad in situ de la FDN (72 h de incubacién) se incrementd (P<.01)
linealmente (37.9, 58.2 y 67.6%) al aumentar el nivel de paja. La adiciéon de levadura
mostré una tendencia (P<.08) a incrementar la digestibilidad ir sifu donde existié una en
relacién al grupo testigo (48.6 vs 60.45%). La concentracion de acidos grasos volatiles no
se vio afectada (P>.05); sin embargo, el porcentaje molar de acetato se incrementd
linealmente (P<.01; con los niveles de paja 54.6%, 59.6% y 63.3%) al aumentar el nivel de

paja no se afectd (P>.05) con la adicion de levadura (60.3 vs 58.0%). El porcentaje molar
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22.2%0) La pablacion de protozoanos cmcroorpanranos by seomeremento (P-.01) al
aumentar los miveles de paga (QOSK0) POy D 2R s semeremento (P.01) por la
adicion de T levadura (S48 o B0 T eonsumo de matenia seca disminuyo (P.05)
al aumeritar los niveles de paga, mostrando una respuesta de tipo cuadratica (8.7, 9.1y 7.5
kg/d), sin embargo, no se observo etecto (1 0%) por aceion de lafevadura,

Kumar er al. (1994) adicionaron O y 5 g Zammal /d - de Saccharomyees cervisiae (Yea-

. 1026
Sace "

), en una dieta con un alto contenido de concentrado ofrecida a seis bufalos jovenes
(Bubalus bubalis). 1.a dieta consistio de .9 kg de rastrojo de trigo, 1.0 kg de trébol
alejadrino (Trifolium alexandrinum) y 1.8 kg de concentrado/animal/d. La suplementacion
con levadura incrementd ¢l pH para el grupo con levadura con respecto al grupo testigo
(6.39 vs 6.50 respectivamente). La concentracion de lactato fue menor en el fluido ruminal
a las seis horas postalimentacién. El nimero de baclerias totales, namero de bacterias
viables totales, celuloliticas, amiloliticas y nimero de protozoarios s¢ incrementaron en cl
grupo con levadura. La concentracion total de acidos grasos volatiles, acetato y propionato,
asi como la proporcidn acetato:propionato en el grapo con cultivo de levaduras fuc
numéricamente mayor comparado con el grupo téstigo, no obstante, no se sefiala la
probalilidad del error tipo L.

Moloney y Drennan (1994) utilizaron Yea-sacc a razon de 0 y 10 g/animal /d, en 2 dictas
para una para baja calidad de paja de cebada con dietas de baja calidad (B) a basc de paja de

cebada mas 8 kg de una mezcla de cebada—pasta de soya, y otra de alta calidad (A): 2 kg de
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paja de cebada mas 8 kg de cebada-pasta de sova L pHEranimals poreentage de tujo de la
materia seca, proporeion molar de acetato v la proporcion acetiato propronato disminuy eron
(P<.001). mientras que La concentracton de acidos grasos, amoniaco, ¥ nitrogeno bacteriano
y la proporcién molar de butirato ¢ isodcidos se merementaron (P 001) en la dieta tipo A.
La concentracion de amonio runinal no se afecto cuando se adiciono levadura a la dicta B,
pero s¢ redujo (P<.05) cuando se adictono a la dicta A Enoun sepundo experimento la
digestibilidades de la materia seca (MS). materia organica (MO) v PC (P<.001) y de la
fibra detergente acida (FDA) (P<.05) se incrementara en la dicta B comparado con la dieta
A. La digestibihidad de la PC disminuyo (P<.05) por efecto del cultivo de levadura en la
dieta B, pero no se modifico en la dieta A. Dichos autores concluyeron que la inclusion del
cultivo tuvo una influencia muy pequeiia sobre las variables de la fermentacion ruminal y
sobre la digstibilidad in vivo, aunque el efecto sobre el metabolismo del nitrégeno parece

depender del contenidoe de nitrdgeno presente en la dieta basal.

1.1.5.1. Cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae y su efecto en los cambios en el
pH

De Mot citado por Walli (1994) mencioné que las diversas variedades de Saccharomyces

cerevisiae tuvieron diferente efecto sobre cl pH. A cste respecto existe controversia. ya que

algunos investigadores sefialan aumento en los valores de pH después de la suplementacion

del cultivo de levaduras. mientras que otros autores como Harrison ef ¢/ (1988 ) reportaron

que con dietas de harina d. cebada se produj6 un descenso brusco del pH ruminal con la

presencia de Saccharomyces cerevisiae; ademas, se redujeron significativamente los niveles



de 4acido lactico. produciendo con esto una estabilizacion deb mcdio imnal entermmaos de
pH y niveles de lactato ruminal y patrones de fermentiacion nov cutables tanto de acetato

como de propionato.

1.1.5.2. Relacion entre el cultivo de levadura Saccharomyces cereviviae y ln poblacion
de microorganismos
[La respuesta de la poblacion bacteriana ruminal, en particular de Tas bactenas celulohiticas
al cultivo de levadura fue un incremento en la poblacion por factores no bicnadentihcadon
por (Wiedmeier ef al., 1987, Harrison et al., 1988 y Frumholtz et al . TO89) win embarpo.
esta respuesta fue variable. Asimismo Fondevila et al. (1990), alimentando borrepos con
una dieta de paja de cebada y urea, ademas de Aspergillus oryzae, encontraron un
incremento de las bacterias totales aunque las bacterias y protozoarios celuloliticos no
fueron alteradas significativamente
Chademana y Offer en 1990 demostraron que la inclusion de levadura incremento la
poblacion celulolitica como resultado de mejorar y mantener la amortiguacion del liquido
ruminal, o bien por la remocion de componentes del alimento producto de la degradacion
de particulas del almidon.
Plata (1992) observd un incremento en el niimero de protozoarios debido a la inclusidon de
levadura, no obstante, este resultado se debid a la suma de ciertos factores nutricionales.
Carro et al. (1992), en un estudio realizado con diferentes tipos de dietas, en el cual
utilizaron una relacién forraje:concentrado de 30:70 hallaron un incremento de la poblacion

de protozoarios al incluir levadura. Sin embargo, al ofrecer dietas forraje: concentrado en

PV



la proprorcion 30 0 50: ¢ con dietas con una proporcion minuma de concentrado encontraron
una disminucion en la poblacion de protozoarios. y en forma particular, ¢n ¢l numero de

protozoarios de la subespecie holotricos.

1.1.5.3. Relacion del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae y 1la concentracion
de dcidos grases volatiles.

El efecto de la levadura en la concentracion de acidos grasos volatiles es variable. [Los
resultados presentados por Weidmeier ef al. (1987) mencionan incremento en la relacion
acetato: propionato en el rumen de los animales que recibieron el cultivo de levadura.

Sin embargo, Chademana y Offer (1990) encontraron disminucion en la relacion acetato :
propionato en ovinos que recibieron una dieta con un porcentaje alto de concentrado y un
cultivo de levadura. Williams et al. (1990) observaron cambios en ios patrones de
fermentacion ruminal como resultado de la inclusion del cultivo de levadura en la dieta, en
los que el valor promedio en la proporcion molar de AGV’s fue menor cuando las dictas

contenian cultivo de levaduras.

1.1.5.4 Relacion del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae y la concentracion
de nitrégeno amoniacal (N-NH;)

Trabajos realizados por Chademana y Offer (1990) donde utlizando concentraciones

variables de forraje y concentrado (90 : 10, 65 : 35, y 40 : 60) demostraron que la adicion

del cultivo de levadura no afectd la concentracion del nitrogeno amoniacal en diferentes

dietas.



Semptey en 1991, al experimentar con vacas lecheras a las que les proporciond una dicta
de forraje:concentrado en la misma proporcion (50%), con v sin cultivo de levadura
(Succharomyces cerevisiae '**%) no observo diferencia alguna en la concentracion de N-NH,
ruminal. Similar resultado indicaron Mutsvangwa ef al  (1992) en toros a los que
proporcionaron una dieta a base de cebada mds cultivo de levadura. No obstante Erasmus ef
al. (1991) en vacas lecheras encontraron una disminucion en la concentracion de nitrégeno
amoniacal en los animales que recibieron levadura (Yea-Sacc).

Dawson y Newman (1987) y también Carro ef al. (1992) utilizando fermentadores
artificiales (Rusitec), hallaron que la concentracion de N-NH; disminuyo en los grupos que
recibieron una dieta alta en concentrado con respecto al grupo testigo.

Mehrez et al. (1977) definieron que la concentracion optima de nitrégeno amoniacal en el
fluido ruminal, fue aquélla que resulté en una maxima tasa de fermentacion para utilizarse
en una maxima producion de proteina microbiana, por cada unidad de sustrato fermentado.
Demostraron que la concentracion de N-NH; requerida para una maxima sintesis de
proteina microbiana por unidad de sustrato fermentado en estudios in vitro fue de 50-60
mg/l de fluido ruminal, lo que correspondi6 a 5-6 mg / dl de liquido ruminal, mientras que
en estudios realizados en vivo la concentracion de N-NIi; varia de 88 a 289 mg / |1,
mencionando que la concentracion minima de N-NH; para una maéaxima tasa de

fermentacion es de 235 mg / | de fluido ruminal.
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LSS, Relacion del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae v la sintesis de
proteina microbiana
Lrasmus er al. (1991) mencionaron que el perfil de aminoacidos de la digesta duodenal
estuvo influido principalmente por las fuentes de proteina no degradable (sobrepaso) a
nivel ruminal. La proteina formada por células microbianas proporciond entre 40 y 80% de
los aminoacidos contenidos en la digesta a nivel duodenal, aunque la composicién de
aminodcidos de esta fraccion fue dificil de alterar por medio de la dieta. Actualmente, la
cantidad de proteina microbiana se puede modificar al estimular el crecimiento de bacterias
ruminales.
Dawson y Newman (1987) indicaron que la levadura Yea-Sacc incremento el flujo de
-nitrégeno no amoniacal hacia el intestino delgado en borregos. De forma similar se
incrementé la concentracion de proteina microbiana en los fermentadores artificiales.
Asimismo, Erasmus ef al. (1992) utilizando dos dietas; ( téstigo-paja de trigo y harina de
alfalfa) y testigo + 10 g del cultivo de levadura (Yea-Sacc) observaron un incremento de la
sintesis de proteina microbiana y flujo de aminoacidos al duodeno en particular metionina,
el cual se elevo de 41 a 58 g/ dia, con la dieta experimental
También Erasmus ef a/. (1992) en un segundo experimento encontraron un incremento de
42 g / dia en el flyjo de nitrégeno no amoniacal en duodeno en vacas a las que se les
suplemento con Yea-Sacc. Observaron que la concentracion dec cuatro aminoacidos

(metionina, cisteina , treonina y serina) fue mayor en las vacas que consumicron levadura,

con respecto al grupo testigo.
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Debido a que existen resultados vanables con respecto at efecto del cultivo de levaduras
sobre las diferentes variables ruminales al adicionarlo en la dieta o agregarlo ¢n forma

intrarruminal en animales rumiantes, se plantearon las siguientes hipotesis:

53



HIPOTESIS:

1) La adicion de Saccharomyces cerevisiae a dosis comercial, en ovinos
alimentados con elevada cantidad de rastrojo de maiz teadrd un efecto positivo sobre las

diferentes variables del metabolismo ruminal.

2) La adicion de Saccharomyces cerevisiae a dosis comercial mostrara cambios

positivos sobre alguno de los géneros de la poblacion de protozoarios

OBJETIVOS:

% Determinar el efecto de dos cultivos de levadura,Yea-Sacc y Levucell, administrados a
dosis comerciales sobre el metabolismo ruminal: pH, nitrégeno amoniacal (N-NH;) écidos
grasos volatiles (AGV's), tasa de flujo de la fraccion liquida, la digest silidad de la materia

scca, de la materia orgdnica, y de paredes celulares del forraje.

#% Cuantificar la poblacion de protozoarios (género /ml ) en muestras de liquido ruminal.



Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Loealizacion geogrifica del area de estudio

F1presente estudio se llevo a cabo en la granja experimental del Programa de Ganaderia en
el Colegio de Postgraduados. ubicado en ¢l kilometro 35.5 de la carretera federal México-
Texcoco, localizado geograficamente a los 98°53" longitud oeste y 19°20"' latitud norte y a
una altitud de 2250 msnm, con una precipitacion media anual mde 700-800 mm,
presentando un regimen de lluvias en verano y una temperatura media anual de 18°C. Las
muestras obtenidas en la fase experimental se analizaron en los laboratorios del Programa
de Ganaderia, en el Departamento de Nutricién Animal y Bioquimica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, y en el Departamento de Biotecnologia vy

Aminodcidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

2.2. Metodologia experimental

2.2.1. Caracteristicas de los animales en estudio
Se utilizaron 9 ovejas adultas criollas con un peso promedio de 28.8 + 3 kg a las cuales se

les practico previamente una cirugia para colocarles una canula ruminal y una canula

duodenal. L.os animales se alojaron en jaulas metabolicas de manera individual.
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2.2.2. Alimentacion de los animales

La dieta que se ofrecio fue a base de rastrojo de maiz (65 %), sorgo (23.5 %), melaza (10.2
%) y urea (1.3 %) (valores expresados en base seca). En ¢l Cuadro 2 se presenta la
composicion nutricional de la dieta ofrecida. Este alimento se ofrecio ad libitum durante un
periodo de adaptacion de diez dias , durante el cual los animales mostraron un consumo
promedio de .858 + .170 kg/M.S./dia; durante la fase de experimentacion se restringio a
90% del nivel de consumo ad libitum, para evitar diferencias en la tasa de pasaje, consumo
y en la eficiencia del crecimiento microbiano. El alimento se suministro dos veces al dia

(7:00 y 16:00 h), durante la fase de experimentacion, el agua de bebida se suminstro en

forma diaria ad libitum.

2.2.3. Distribucién de tratamientos
[.os tratamientos que se evaluaron en la presente investigacion fueron los siguientes:

T1- tres ovejas con dieta base sin cultivo de levadura.

T2 - tres hembras ovinas con dieta base + 3 g de cultivo de levadura cepa Saccharomyces

cerevisiae (Yea-Sacc|026 20 X 10° UFC / g de cultivo, Alltech's, Biotechnology Center

Nicholasville, Ky.).

T3 - tres borregas con dieta base + | g de cultivo de levadura cepa Saccharomyces

cerevisiae (1evucell 108 UFC/ g de cultivo Agrimerica Northbook, IL.).



2.2.4. Adicion del cultivo de levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Los cultivos de levadura Saccharomyces cerevisiae se proporcionaron en sobres de papel
Whatman No.l via canula ruminal, durante el periodo experimental por las mafianas (8:00
h), en dosis de 0, 1 y 3 ¢ / dia / animal, para los tratamientos T, T, y T, respectivamente,

durante las fases de¢ adaptacion y de muestreo.

2.2.5. Obtencion de liquido ruminal

Se colectaron muestras de liquido ruminal cada cuatro horas (Cuadro 3) de acuerdo a la
metodologia utililizada por Mc Cullough (1967). Al obtener el liquido ruminal se filtro
con un cedazo de manta de ciclo para climinar el excedente de particulas, reuniendo 50 mi
del liquido; se acidifico la muestra con écido clorhidrico (Iml al 50% v/v) para evitar
pérdidas de nitrogeno y se congelé a una temperatura de -4°C, para analizarsc
posteriormente.

Paralelamente se colectaron S ml de fluido ruminal. al cual se adicionaron 5 ml de una
solucion de yodo con la finalidad de fijar a los protozoarios y rcalizar posteriormente el
conteo de los mismos. La solucién de yodo se prepard mezclando 1.5 g de yoduro de
potasio y 0.5 g de yodo resublimado, mas 1 ml de agua destilada para disolver los granulos
de yodo. Esta solucidn se aford a 100 ml con agua destilada (Coleman, 1995 comunicacion

personal).



Cuadro 2 Composicion nutriciona! de Ia dieta ofrecida.

Nutrientes Base humeda (%) Base seca (%)
Materia seca 82.57 100.00
Humedad 17.43 00.00
Proteina cruda 8.38 10.15
Extracto etereo 3.17 5.84

Cenizas 4.65 5.63

Fibra cruda 17.35 21.01
Extracto libre de nitrégeno 49.02 59.37
Energia digestible kcal/kg. 2888.12 3497.72
Energia metabolizable kcal/kg 2368.01 2867.83

@Analisis realizado en ¢l laboratorio del Departamento de Nutricién animal y Bioquimica de la F. M. V.Z. de la UNAM.



2.2.6. Obtencion de muestras duodenales y de heces

I.as muestras duodenales se colectaron cada ocho horas durante los primeros cuatro dias y
se agruparon segun la téenica descrita por Stock ef al. (1987) durante un periodo de cuatro
dias (Cuadro 3). Para cada tiempo de muestreo se obtuvieron muestras de 25 ml de liquido
duodenal, y posteriormente se congelaron.

Llas muestras de heces se conjuntaron en forma similar a la técnica descrita anteriormente,
también durante un periodo de cuatro dias (Cuadro 3). Las heces se obtuvieron de manera

directa del ano de los animales, por palpacion rectal, colectando aproximadamente 100 g

de muestra / animal.

2.2.7.Variables evaluadas

2.2.7.1. Determinacion de pH del liquido ruminal

Las lecturas del pH se realizaron al momento de obtener las muestras de liquido ruminal
(Cuadro 3 mucstras ruminales), con la ayuda de un potenciémetro portatil marca Orion. El
potenciometro se calibro con una solucién buffer (pH de 7) y con una solucion acida (pH de

4), lavando el clectrodo con agua destilada en cada medicion y secandolo con papel

absorbente. Se registraron las lecturas por hora de muestreo.



2.2.7.2. Conteo de la poblacion de Protozoarios:

Durante el periodo de muestreo (Cuadro 2 muestras ruminales) se colectaron 5 ml de
liquido ruminal de las diferentes horas en frascos que contenian solucion de yodo
sublimado para fijar a los protozoarios. Para la determinacion de la poblacion de
protozoarios se utilizo un hemocitémetro marca Newbauer el cual presenta las siguientes
especificaciones: consta de una plataforma pulida donde se encuentran dos  zonas
cuadriculadas cada una de ellas con nueve cuadrados principales, con una superficie de |
mm’. Ademas los cuadrados que forman las esquinas se subdividen en 16 cuadrados
secundarios, y el cuadrado principal del centro tiene 25 cuadros secundarios, que a su vez se
subdividen en 16 cuadros terciarios, sumando 400 cuadrados. Se realizaron 178
observaciones por muestra utilizando la técnica modificada descrita por Benjamin (1989)
para cuantificar las células sanguineas. Se utilizé un nimero promedio por muestra para
calcular el nimero de protozoarios por mm’. Asi se obtuvo la concentracion por ml de
fluido ruminal (multiplicando el factor de dilucion X protozoarios / mm *X 10 {Williams

y Coleman, 1991). Se realiz6 el siguiente calculo:

i de protozoarios /ml = (promedio de las observaciones/mm’) (factor de dilucion) (10,

00



2.2.7.3. Conteo de unidades formadoras de colonias (UKC) (Saccharomyces
cerevisiae)

El conteo de unidades formadoras de colonias se realizo utilizando | g de cada uno de los

1026 X .
y Levucell) los cuales fueron mezclados con 10 ml de solucion

cultivos (Yea-Sacc
fisiologica salina estéril (SSF) al 8.5%, a un pH de 7, se homogenizo perfectamente y s¢
transfirid 1 ml para hacer diluciones decimales: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 y
171000000, en tubos que contenian 9 ml de SSF. Se sembraron 3 gotas de 20 muicrolitros
por duplicado en cajas de petri con Agar dextrosa Sabouraud (SDA, E Merck, D 6 100
Darmstadt Germany), con antibidtico (penicilina-estreptomicina 200 ppm) y se incubaron a
30 °C. Al cabo de 48 h se llevo a cab ¢l conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)
de las diluciones en las que esto fue posible, obteniéndose el promedio y desviacion

estandar. Se ajust6 la concentracion al factor de dilucion y se registro el nimero de UFC /

ml (Miles y Mirsa, citado por Cruickshank et al., 1975).

2.2.7.4. Determinacion de nitrégeno amoniacal (N-NH;)en liquido ruminal

L.a determinacion de nitrégeno amoniacal se realizo de acuerdo con la técnica descrita por
McCullough (1967). Al descongelar las muestras de liquido ruminal, se les afiadido una
solucion de dcido met~fosforico al 25% (w/v), en la proporcion de 1 ml de este 4cido se
combiné por 4 ml de liquido ruminal. Las muestras se dejaron reposar cuatro horas ¢n
refrigeracion y posteriormente se centrifugaron a una velocidad de 3500 rpm durante 25
min. El sobrenadante se trasfiri6 a viales de 1.5 ml, almacenandosc las muestras en
refrigeracion a una temperatura de 4°C. Se tomaron 20 ul del sobrenadante, los cuales se

verticron a tubos de 10 ml, adicionando | ml de solucién de fenol y 1 ml de hipoclorito de
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sodio alcanilizado con NaOH (5 ¢ de NaOH v 10 ml de hipoclorito de sodie). 1.os tubos se
incubaron a temperatura de 37°C durante 30 minutos v después se agregaron 5 ml de agua
destilada. La absorbancia se registré en un espectrofotometro de luz ultravioleta-visible
(VARIAN modelo CARY 1-E) a 630 nm. Se utilizo un blanco de referencia que contenia
[ ml de fenol, 1 ml de hipoclorito de sodio y 5 ml de agua destilada. Se prepard una curva
patron para determinar la concentracion final de las muestras. con 3.82 g de NH,Cl
previamente desecado a 105°C durante un hora. en 100 ml de agua destilada. Se tomaron

alicuotas de 2.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 pul y se llevo a un aforo de 100 ml.

2.2.7.5. Determinacion de la concentracién de acidos grasos voldtiles

Para la determinacion de los dcidos grasos volatiles (AGV's) se utilizo la técnica de
cromatografia de gases, descrita por Erwin er a/. (1961). Las muestras se prepararon con
acido metafosforico al 25% para precipitar la proteina. La lectura se realizdo con un
cromatdgrato de gases de la marca VARIAN modelo 3 700, utilizando una columna de
acero inoxidable de 6' X 118" empacada con chromosorb W DMCS 60-80 malla, con una
temperatura de columna de 130°C. flujo de aire de 300ml/min, flujo de nitrégeno de 30
mi/min, {lujo de hidrogeno de 20 ml/min y sensibilidad dec 10" Amps/mv. Se inyectd 1 pl

de muestra por duplicado.



Cuadro 3 Calendario de muestreo.

muestras duodenales y heces

muestras ruminales

muestras tasa de flujo
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2.2.7.6. Determinacion de la tasa de pasaje fraccion liquida

Utilizando 1a téenica de Uden er al. (1980), se realizd la determinacion de la tasa de flujo
de la fraccion liquida con marcador externo Co-EDTA. Se adicionaron 50 ml en forma
intrarruminal por una sola vez, a las 6:00 A. M. De acuerdo al calendario de muestreo
(Cuadro 3 muestras de tasa de flujo) en el séptimo dia, se colectaron 50 m! de liquido
ruminal ,se filtraron a través de un cedazo de manta de cielo y se vertieron a frascos con
capacidad de 50 ml, los cuales fueron centrifugados a 20,000 rpm durante 20 min. El
sobrenadante se almaceno en frascos de 50 ml y se diluyd con agua a una proporcion de
1:10 (liquido ruminal : agua). Se¢ realizo la lectura de la concentracion de cobalto en un
espectrofotémetro de absorcién atdmica de flama de la marca PERKIN-ELMER MODELO
2380, utilizando un estandar de 1000 ppm de Merk pipeteando 0, .5, 1.5 y 3 ml de la
solucion estandar de cobalto. de la cual se obtuvieron 5. 15 y 30 ppm aforados con agua
desionizada a 100 ml. El equipo sc¢ ajusto con una longitud de onda de 240.7 nm; se utilizé
una abertura de la rejilla de 0.2 . La tasa de pasaje se calculd con la pendiente obtenida
entre la regresion lineal del logaritmo natural de la concentracion de cobalto y el tiempo.
Una vez que se determind el intercepto y la concentracion de cobalto adicionada a los

animales en unidad de miligramos. se obtuvo ¢l volumen ruminal y la tasa de flujo de la

fraccion liquida.
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2..2.7.7. Digestibilidad aparente de los nutrientes

La determinacion de la digestibilidad aparente de la materia seca (MS) v materia organica
(MO) de la dieta utilizada, se llevd a cabo de acucerdo con ¢l AOAC (1984). la
determinacion de las fibras detergente neutro y dcida se determino de acuerdo con la
metodologia de Van Soest et al. (1991). Se usaron 0.25 g de muestra duodenal vy de heces.
fas cuales se incubaron en tubos de ensaye de 50 ml, se les agrego 25 ml de solucion neutra
o la misma cantidad de la solucién acido. segun correspondiera. v se incubd a una
temperatura de 90°C/60 min. Se filtro y se desecd a 50°C durante 24 h. El calculo se Hevo a
cabo con la siguiente formula:

YEDND =(A)(B)-(C)(D) X 100

(A)(B)
Donde:
%IFFDND = Porcentaje de fibra detergente neutro digestible
A = Gramos de muestra antes de la incubacién
B = Porcentaje de FDN del rastrojo de maiz

C = Gramos de muestra residual (despues de la incubacion)
D = Porcentaje de FDN del residual

2.2.7.8. Determinacion de la digestibilidad y flujo de nutrientes de la dieta

Mediante Ia adicion de 0xido de cromo (Cr,O,) en forma intrarruminal cn dosis de |
g/oveja /dia durante el periodo de adaptacion y muestreo, se estimo la digestibilidad de los
nutrientes asi como el flujo de los mismos (Stock er al, 1987). El oxido de cromo se
administro envuelto en papel filtro Whatman No. 1, a las 7:00 h diariamente. Tanto las

muestras de heces como de contenido duodenal se mezclaron y agruparon por animal/
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periodo. para obtener un total de nueve muestras de oxcretias v ode contenido deoduodena
(Cuadro 3). Dichas muestras se desecaron en una estufa de marca FEEISA modelo FI--293,
se tomda una alicuota de T g y se procedio a calcmarlo en una mutla marca LINDBERG a
una temperatura 600°C por dos horas. Al enfriarse, la muestra calcinada, se le afiadieron 3
ml de una solucién de sulfato de manganeso al 30 % (w/v) en un litro de dcido fosforico.
posteriormente s¢ agregaron 4 ml de una solucién de bromato de potasio al 4.5% y se
procedio a calentar la muestra hasta la ebullicion (cubriendo el crisol con un vidrio de reloj)
durante 10 min, hasta el punto en que la efervescencia ceso. Se dejo enfriar, se filtréd en un
matraz aforado a 100 ml y se completo el volumen a 100 ml. Previamente. a los matraces se¢
les adicionaron 10 ml de una solucion de cloruro de calcio a 5000 ppm. Se agitaron
vigorosamente una vez agregado los componentes y se filtrd para proceder a realizar la
lectura. Se utilizo un espectrofotometro de absorcion atomica de flama de la marca
PERKIN-ELMER modelo 2380. El equipo se ajusté a una longitud de onda de 357.9 nm,
con una abertura de la rejilia de 0.7. Cabe mencionar que el procedimiento para determinar
¢l contenido de cromo en la muestras tanto de duodeno como de heces se realizé segun la
técnica recomendada por Williams et al. (1962) para estimar la digestibilidad y flujo de

nutrientes que fluyen hacia el duodeno.

2.2.7.9. Perfil y flujo de aminoacidos a nivel duodenal
Las muestras de contenido duodenal se mezclaron y deshidrataron por liofilizacién durante
24 h, para evitar la pérdida de algunos nutrientes. Se utilizé un equipo de la marca Heto

modelo FD3. Posteriormente, las muestras se desgrasaron con una solucion de hexano en
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un aparato Soxhlet durante 10 horas. se hidrohizo 1 ml de cada muestra con 200 pb de HC
6N durante 20 h a 110°C. Posteriormente ¢l HCE fué evaporado en un rotovapor,
climinandose fa humedad a -4°C. El residuo fué disuelto con agua (1:10 ) filtrando a 0.22
pi. Para la determinacion del perfil de  aminoacidos se utilizo la téenica descrita por
l.adron de Guevara et al. (1995). utilizando un sistema de cromatografia liquida de
Beckman que combind: A) un modulo programable de disolventes modelo 126, con una
valvula de inyeccion Altex 210A, B) un sistema de control Nec PC 8300, C) un integrador
(modelo 427) y D) un fluorémetro (modelo 121) de Gilson ( filtro de excitacion 360nm vy
filtro d¢ =mision 450 nm); una columna Ultrasphere XL ODS (3 um) (237500). 70 mm X
4.6 mm [.D., protegida por una columna Ultrasphere X1. ODS (3um) (237520). ambas de
Beckman.

Una solucién estandar de aminoacidos (1 pg /ml) fué disuelta en agua, excepto para ¢l
acido glutamico, acido aspartico y tirosina. Estos ultimos fueron disueltos en acido
clorhidrico (20 pl HCl 6N). La mezcla estandar de 16 aminoacidos fué preparada a una
concentracion de 80-150 picomol/ml y almacenada a 4°C ., posteriomente esta mezcla
estandar se diluyd a 1:10 v/v con una solucion de ac. iodoacético, o diluida con agua si la
cisteina no fue determinada. Utilizando 50 pl de la muestra mds 500 pl del reactivo
oftaldehido (OPA) de Beckman, en un tubo de Eppendorf a temperatura ambiental fue
mezclado en un vortex. Después de 120 min, se tomé una alicuota de 5 pl para ser

invectada (3 a 7 picomoles de cada aminodcido).



2.3, Analisis estadistico
Para Hevar a cabo el analisis de las variables se utilizo un analisis de vartanza. para un

diseno completamente aleatorizado, segan el modelo lineal.

2.3.1. Modelo estadistico

Donde :

Yij= p+Ti+Ejj=12.... n=12...1

Yij = jésima observacion del iésimo tratamiento
p = Media general

Ti = efecto del iésimo tratamiento

Eij = error aleatorio

las medias de tratamientos se compararon por medio de contrastes disefiados
ortogonaimente (1, vs T, y Ty, T, vs T3).
1) T1- Dieta control
2) 12- Dieta control + levadura (Yea-Sacc)

3) T3- Dieta control+ levadura (Levucell)

Cuando las variables estudiadas se registraron a diferente hora de muestreo. se

analizaron por el procedimiento de mediciones repetidas, segin el manual del paquete

estadistico SAS, Wilcox (1990).
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11i. RESULTADOS

3.1 Potencial de hidrogeno

Ll pH promedio del liquido ruminal disminuyé (P<.05) por accion del cultivo de levadura
en comparacion con el grupo testigo. El valor inferior lo presento el grupo con tratamiento
de Yea-Sacc (Cuadro 4).

Los contrastes testigo vs cultivos (test. vs cult.) v entre cultivos (YS vs Lev) indican que la
levadura no afecté (P>.05) el pH del fluido ruminal, para las horas 6. 10. 14 v 18§, Una
disminucion (P<.01) del pH en el liquido ruminal se presento en las horas 2 y 22 del horario
de muestreo en los contrastes analizados (Cuadro 4).

El pH promedio del liquido ruminal mostrdé una disminucion (P<.05) por accion de la
levadura (en ambos grupos) en comparacion con el grupo testigo. Ll valor inferior lo
presento el grupo con tratamiento de Yea-Sacc (Cuadro 4). Entre levaduras no se
observaron diferencias significativas (P>.05). La interaccion tiempo por tratamiento no fue

significativa (P>.05) en los distintos tratamientos analizados.

. . . . 4
3.2. Protozoarios ruminales (microrganismos /10" /ml)

3.2.1. Concentracion de protozoarios Holotricos
El cultivo de levadura no afectd (P>.05) la concentracion de Holotricos promedio en los

tratamientos 1 y 2 ( Yea-Sacc y Levucell).



i las diferentes horas de muestreo (2, 60 100 140 18 v 22 hy Ta adicion del cultivo
Suacccharomyces cerevisiae no presento (P -.05) cambios significativos en fa poblacion de
Holotricos ¢n el contenido ruminal para los contrastes (test vs cult. vy Y8 vs Lev)).

Tampoco hubo (P>.05) interaccion ticmpo por tratamiento (Cuadro $).

3.2.2. Concentracion de Entodinomorfos

En el Cuadro 6 se muestra que el cultivo de levadura no alteré (P>.05) la concentracion de
Entodinomorfos en el contenido ruminal (contrastes test. vs cult. v YS vs Lev.), cn las
diferentes horas de muestreo (2. 6. 10, 14, 18 y 22 h).

Asimismo, en dicho cuadro se muestra que en el contraste YS vs Lev.. el primer cultivo
(Yea-Sacc) produjo disminucion en la concentracion de estos organismos (P<.05) en la
hora 6 con valores de (1500 x 10 y 805 x 104) y en la hora 10 con valores de 1370 x 10* y
1057 x 10, respectivamente (Cuadro 6).

La concentracidon promedio de Entodinomorfos no fue modificada (P>.05) por la inclusion
de levadura. La interacciéon tiempo por tratamiento (P>.05) no manifesto significancia

(Cuadro 06).

3.3.3 Concentracion de protozoarios totales (Holotricos y Entodinomor{os)

l.a adicion de levadura Saccharomyces cerevisiue no mostrd cfecto significativo (P>.05)
sobre la poblacion total de protozoarios (contrastes test. vs cult. y YS vs Lev.) en las horas
de muestreo 2, 6, 10, 14, 18 y 22 (Cuadro 7). A la hora 6 de muestreco (Cuadro 7) se

obscrvo una diferencia significativa (’<.05) en el contraste entre levaduras (YS vs Lev.): la



poblacion se incrementd con la adicion de Yea-Sacc. La concentracion promedio de
protozoarios totales no se afectd (P>.05) por la inclusion de levadura para los tratamientos
YS y Lev. La interaccion tiempo por tratamiento no fue significativa (P>.05) para dicha

variable (Cuadro 7).

3.3 Nitréogeno amoniacal (N-NH;)

En el Cuadro 8 sc puede observar que la adicion de levadura no afectd (P>.05) la
concentracion de nitrégeno amoniacal del contenido ruminal (test. vs cult.). en las
diferentes horas de muestreo.

En dicho Cuadro se observan tendencias de aumento en la concentracion de nitrégeno
amoniacal en los tres tratamientos a las 10 y 18 horas. En la concentracion de nitrégeno
amoniacal promedio total del liquido ruminal no se observé efecto (P>.05) de los cultivos
de levadura con respecto al grupo testigo. La concentracion de N-NI1; promedio total,
mosird una tendencia de disminucion en los grupos que recibieron YS y Lev. La interaccion

tiempo por tratamiento no fue significativa (P>.05) en la variable analizada (Cuadro 8).



3.4. Acidos grasos volatiles a nivel ruminal

3.4.1.Concentracion de acetato (mmoles)

l.a levadura no afectd (P>.05) la concentracion de acido acético (mmoles) en las horas de
muestreo ( 2, 26, 14, 18 y 22) para los contrastes (test.vs cult. y YS vs Lev.). El cultivo de
levadura solo afecté de manera significativa (P<.05) la concentracion de acido acético
(mmoles) en la hora 10 de muestreo, para el contraste de test. vs cult. (Cuadro 9).

En dicho cuadro se observa que no hubo diferencia significativa (P>.05) en la
concentracion promedio de acetato (mmoles). Cabe mencionar que existio cierta tendencia
hacia el incremento cuando se adiciono levadura. Asimismo, no se observo significancia
(P>.05) en la interaccion tiempo por tratamiento para los diferentes tratamientos analizados

(Cuadro 9).

3.4.2. Concentracion de propionato (mmeoles)

Como se indica en ¢l Cuadro 10 la adicion de Saccharomyces cerevisiae no afecto (P>.05)
la concentracion promedio (mmoles) de propionato para los tratamientos YS y Lev. No se
encontré (P>.05) interaccion tiempo por tratamiento. En las diferentes horas de muestreo,
la adicion del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no afecto (P>.05) la

concentracion (mmoles) de acido propionico en el liquido ruminal



3.4.3. Concentracion de butirato (mmoles)

La concentracion promedio (mmoles) del butirato en el liquido ruminal no manit‘c_.sto
(P<.05) diferencia significativa para los diferentes tratamientos (test. vs cult. v YS vs Lev.).
Asimismo, no se presentd (P>.05) interaccion tiempo por tratamiento (Cuadro 10).

El cultivo de levadura no afecté (P<.05) de manera significativa la concentracion de
butirato en el contenido ruminal para las diferentes horas de muestreo (2, 6. 10, 14, 18 y 22)

para los contrastes test. vs cult. y YS vs Lev.

3.4.4. Concentracion (mmolar) de dcidos grasos volatiles (acetato, propionato y
butirato)

Como se observa en el Cuadro 12 el cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no
cambié (P>.05) la concentracion (mmoles) de acidos grasos volatiles (acetato, propionato y
butirato) en las 2, 6, 14, 18 y 22 horas de muestreo para los contrastes test. vs cult. y YS vs
[.ev En la hora 10 del muestreo la adicidn de levadura Saccharomyces incremento (P<.05)
la concentracion de acidos grasos volatiles para el contraste de test. vs cult. Como se
observa en dicho cuadro, la adicion de Saccharomyces cerevisiae no afectd (P>.05) la
concentracion promedio (mmoles) de los acidos grasos voldtiles senalados; ademds no se

encontrd (P>.05) interaccion tiempo por tratamiento.

3.4.5. Proporcion molar de acetato
El cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no afecto (P>.05) la proporcién molar
promedio de acido acético en el contenido ruminal para los contrastes test. vs cult. y YS vs

Lev. En las diferentes horas de muestreo, la adicion de levadura Saccharomyces cerevisiae
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incremento (P .05) ¢l porcentaje molar del acetato en ¢l rumen sepun se demostro en ol
contraste de test. vs cult (Cuadro 13). Ademads no existio iteraccion tempo por tratamiento

(P--.05).

3.4.6. Proporcion molar de propionato

Ll cultivo de Saccharomyces cerevisiae no afecto (P>.05) la proporcion molar promedio de
acido propidnico para los contrastes test. vs cult. y YS vs Lev. En las diferentes horas de
muestreo, la adicion de la levadura Saccharomyces cerevisiae (contrastes test. vs cult. v YS
vs Lev.) no modificé (P>.05) la proporcion molar de acido propidnico (test. YS y Lev

Cuadro 14). No se presentd interaccion tiempo por tratamiento (P>.05).

3.4.7. Proporciéon molar de butirato

La inclusion de levadura Saccharomyces cerevisiae no afecto (P>.05) la proporcion molar
promedio de butirato a nivel ruminal para los contrastes test. vs cult. y YS vs Lev (Cuadro
15). En las diferentes horas de muestreo, el cultivo de Succharomyces cerevisiae no vario
(P>.05) la proporcion molar de acido butirico a nivel ruminal. para los tratamientos test.
Yea-Sacce y Levucell (Cuadro 15). No se hallé interaccion tiempo por tratamiento (P>.05).
Como puede apreciarse en el Cuadro 16 que tanto la proporcion molar y la concentracion
milimolar de butirato no se afecto (P>.05) de manera significativa. Asi mismo en dicho
cuadro se puede apreciar que la proporcion molar de los dacidos grasos volatiles no

manifestdé algun cambio significativo (P>.05)
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1.5, Tasa de pasaje de la fraccion liquida Co-EDTA

3.5.1. Tasa de pasaje (Yo/h)

[.a tasa de pasaje expresada en porcentaje por hora (%/h) se muestra en el Cuadro 17, 141
cultivo de Sacchuromyces cerevisiae no  aftectd (P».05) a los diferentes contrastes  de los
diferentes tratamientos  analizados. sin embargo.  sc puede sefialar que existio una

tendencia de aumento para ¢l tratamiento de Yea-Sacc.

3.5.2. Volumen ruminal (1)
Il cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no produjo cambios sobre ¢l volumen
ruminal v no se presentaron (P>>.03) diferencias significativas entre las diferentes cepas de

levaduras (Cuadro 19).

3.5.3. Consumo de alimento (MS)

2l consumo de alimento no fue diferente  ebido a que estuvo restringido a 90% del
consumo ad libitum (P>.05) en los contrastes (test vs cult.) v (YS vs Lev.). Los valores
fueron los siguientes 811, 963 y 800 g de MS respectivamente para test. Yea-Sace y

Levueell, (Cuadro 17).
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3.6. Digestibilidad y flujo de nutrientes de la dieta

3.6.1. Digestibilidad aparente de los nutrimentos

La adicion de levadura no afecto (P>.05) la digestibilidad aparente total de la materia seca
(MS). la digestibilidad ruminal de la MS o la cantidad de materia seca digerida en rumen
(Cuadro 18). Ademas, no existio diferencia en el contraste (YS v Lev).

Asimismo, no existié efecto (P>.05) sobre la digestibilidad aparente de la materia organica

o de las fracciones de la fibra (FDN y FDDA), en ninguno de los contrastes analizados.

3.6.2. Flujo de nutrientes a duodeno

No se encontro efecto (P>.05) por la adicion de las levaduras en los flujos de nutrientes
evaluados. En el flujo de materia seca a duodeno en los tratamientos (test., YS y Lev.) se
obtuvieron valores de 0.030, 0.040 y 0.020 kg/h respectivamente. [l tlujo de la fraccion de
fibra detergente neutra (FDN) a duodeno no se atectd (P>.05). siendo los valores de 2.88,
3.80 v 2.34 kg/h, en el mismo orden de tratamicentos. Tampoco sc hallo efecto ( P>.05)
sobre el flujo de la fraccion fibra detergente acida debido a la inciusion de levadura. 1.os
valores fueron 15.65, 22.21 y 12.34 para los tratamientos analizados. El flujo de proteina
cruda (PC) a duodeno, no mostro (P>.05) significancia por la adicion del cultivo de
levadura mostrando valores de 0.42, 0.40 y 0.66. kg/h. En la misma forma. ¢l flujo de la
proteina verdadera (PV) a duodeno. no se modificé (P>.035) por la accion del cultivo de

levadura (Cuadro 19).



3.7. Perfil y Flujo de aminoacidos a duodeno

[.os aminodcidos (g/100 g de MS) arginina y fenilalanina tuvieron una menor concentracion
(g/100 g de MS) en el tratamiento testigo (P<.05) con relacion a los tratamientos que
recibieron levadura Saccharomyces cerevisiae. (Cuadro 20). No se hallé efecto (P>.05)
sobre el resto del perfil de aminoacidos en los distintos tratamientos analizados (test, YS v
Lev.), segiin se muestra en el mismo cuadro. Sin embargo. hubo cierta tendencia de
aumento en el perfil de aminoacidos en los tratamientos con levaduras. siendo mayor en ¢l
grupo que recibio Levucell.

Los cultivos de levadura Succharomyces cerevisiae no modificaron (P>.05) el flujo de

aminoacidos (g/ dia) hacia duodeno.(Cuadro 21).
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IV DISCUSION

4.1 Potencial de hidrogeno

L.a adiciéon del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae (Cuadro <) provocod una
disminuciéon del pH (P<.01) en ¢l fluido ruminal. resultados quc concucerdan con lo
reportado por Williams et al..(1991), Harrison et al. (1988). Mutsvangwa et al. (1992) s
Avendanio et al. (1995). Asi mismo Andrighetho et al. (1993). observaron un decremento
del pH (P<.05), lo cual lo atribuyen a una mayor actividad microbiana.

Investigaciones rcalizadas por Kumar et al. (1995) reportan resultados que difieren a los de
esta investigacion. Ellos encontraron un incremento (P<.01) de las unidades del pH ruminal
a las seis horas postalimentacion con la adicién de levadura, debido posiblemente al tipo de
dieta ofrecida (paja de trigo , trebol y alta en concentrado). Asimismo Adams ef al. (1981)
reportan un ligero aumento del pH. indicando que posiblemente sea causa de la actividad
buferante de los componentes de la dieta. Gray and Ryvan (1988), alimentando ovinos con
heno y ensilado obtuvieron una elevacion del pH a razon de 0.1 de unidad. cuando
proporcionaron 2.5 g/animal/dia de levadura durante 7 dias, Sin embargo estos resultados
no manifiestan un fundamento estadistico al no mostrar el grado de probabilidad. Williams
et al. (1991), reportaron un aumento del pH ruminal en vacas lecheras adultas alimentadas
con cultivo de levaduras, argumentando que el incremento se atribuye a la concentracion
reducida de lactato ruminal. Por otro lado, Nisbet y Martin (1991) mencionan que el Yea-
Sacc incrementa la utilizacion del lactato por bacterias ruminales capaces de fermentar

lactato. Mediante un estudio in vitro observaron un desarrollo eficiente de Selenomonas
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ruminantiuvm por la inclusion de Saccharomyees cerevisiae, ya que el cultivo de Jevadura
utilizo el Jactato como sustrato. El posible mecanismo de accion det cultivo de levadura
(Succharomyces cerevisiae) sobre la concentracion del pl cuando es adictonado en la dieta
de rumiantes, es que éste puede absorver los protones libres (iones hidrogeno) del medio
ruminal. A pesar de que en la mayoria de los experimentos no se han detectado cambios en
¢l pH ruminal al adicionar la levadura Saccharomyces cerevisae. algunos autores sugieren
que este cultivo estabiliza la fermentacion ruminal manteniendo un pH estable. Esto explica
¢l desarrollo de los microorganismos ruminales. argumentando que las bactenas
celuloliticas son muy sensibles a un descenso del pH ruminal lo cual inhibe su crecimiento
{Kmet et al., 1993).

Por otra parte Williams (1991), Erasmus er al. (1992). Flachowsky ¢ «/. (1993). Gedek ef
al. (1993), Plata (1994), Zelefidk (1994) y Crosby (1995) presentan resultados donde el

suministro del cultivo de microorganismos no provocé ctecto (P->.035) sobre ¢l pH ruminal.

. . . . 4
4.2 Protozoarios ruminales (microoganismos /10°/ml)

4.2.1. Concentracion de protozoarios holotricos
La adicion del cultivo Sacccharomyces cerevisiae no  produjo  (P>.03) cambios
significativos en la poblacion de holotricos en el contenido ruminal, lo cual concuerda con
lo reportado por Crosby (1995). Como puede observarse en ¢l Cuadro 3. la concentracion
de  protozoarios holotricos se incrementa después del tiempo de  alimentacion,
posteriormentc se presenta una disminucion, ¥ nuevamente se cleva en ¢l periodo

yove WU
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prealimentacion. Estas variaciones en la poblacton se producen por cambios en la dilucion
del contenido ruminal. provocada por el agua ingerida v la cantidad de saliva producida,
asi como por la migracion de los cihiados (Williams y Coleman. 1991). Por otra parte, ¢l
incremento inicial después de la alimentacion ha sido atributdo a la migracion de los
holotricos hacia la pared reticular cuando los carbohidratos estan disponibles (Dennis er al..

1983).

4.2.2. Concentracion de protozoarios entodinomorfos

L.a inclusién del cultivo de levadura no alteré (P>.05) la concentracion de entodinomorfos
¢n el contenido ruminal (Cuadro 6). Resultados similares son reportados por Crosby (1993).
Dennis et al. (1983), usando novillos a los que alimentaron con tres tipos de dietas variando
la relacion forraje : concentrado (70.30. 50:50 y 30:70). obtuvicron un incremento de la
poblacién de Entodinos (P<.05) por efecto del nivel de inclusion del concentrado. ya que
las dietas con alto porcentaje de inclusion de concentrado mostraron un incremento en la
poblacion.

Generalmente los entodinomorfos disminuyen después del periodo de alimentacion y
posteriormerite se incrementa. Dichas fluctuaciones en el ntunero total de protozoarios se
deben al alimento, agua y saliva. Asimismo, la frecuencia de alimentacion influye en la
poblacion de protozoarios en relacion al tiempo después de alimentacion (Dennis et al..
1983). Por otro lado, Slyter er al. (1971) mencionan que ¢l numero de protozoarios se
incrementa cuando son adicionados carbohidratos a dietas que contengan urea como unica

fucnte de nitrégeno. Entre los protozoarios, los Entodinos son los mas afectados por
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diferencias dictarias. debido a que estos dependen de almidones para obtener energia

(Dennis er al., 1983).

4.2.3. Concentracion de protozoarios totales (Holotricos y Entodinos)

La adicion de levadura Succharomyces cerevisiae no mostro efecto significativo (P.05)
sobre la poblacidn total de protozoarios (Cuadro 7). lo cual no concuerda con lo reportado
por Plata ef al. (1993). quienes obtuvieron una respuesta de incremento de la poblacion de
protozoarios para el nivel de 60% de inclusion de paja y una disminucion de la poblacion
de ciliados con niveles menores de paja (40%), lo cual esta asociado con condiciones de
acidificacion ruminal (Hungate, 1966). Crosby. (1995) encontrd cambios en la poblacion
total de protozoarios. lo cual fue producto del aumento en la poblacion de Entodinos. Por
ofra parte, Kumar et «l. (1995) sefialaron un incremento (<.01) en la poblaciéon de
protozoarios del fluido ruminal a becerros bufalos a los cuales se les adiciono Sg de Yea-
Sacc en la dicta.

Al ocurrir un cambio de alimentacion en rumiantes, por ejemplo de una dieta alta en torraje
a una dieta alta de grano, la poblacién ruminal sufre un cambio dramdtico. Bajo condiciones

de alimentacion a libre acceso.con granos de rapida fermentacion la concentracion de la

poblacion de protozoarios comunmente se reduce a niveles extremos.
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4.3 Nitrogeno amoniacal (N-NH;)

I a inclusion del cultivo de levaduras a base de Saccharomyces cerevisiae no produjo cfecto
(P>.05) sobre la concentracion de nitrogeno amoniacal (Cuadro 8). Resultados similares
fueron reportados por Adams et al. (1981). quienes alimentando novillos con dietas altas en
concentrado no encontraron efecto sobre la concentracion de nitrogeno. De igual manera
Chademana (1990) menciona que la inclusion del cultivo no produjo efecto significativo
(P<.05) sobre la concentracion de nitrogeno amoniacal y que la relacion forraje:
concentrado afectd (P<.05) de manera significativa la concentracion amoniacal. Asimismo
Gedek er al. (1993), Wiedmeier er al. (1987), Zelefiak (1994), Avendafio er al . (1995) v
Crosby (1995) sefialan que el cuitivo de levaduras no afecto de manera significativa la
concentracion amoniacal. Por otra parte, diferentes resultados mencionados por Harrison ¢r
al. (1988) indican que vacas consumiendo Yea-sacc presentaron una disminucion de la
concentracion de nitrogeno amoniacal (P=.15).

La razon para la variabilidad en la respuesta hacia el cultivo es la naturaleza de las dietas
utilizadas, particularmente sus diferentes contenidos dc carbohidratos facilmente
fermentables. l.a concentracion de amoniaco a nivel ruminal depende del suministro de
compuestos nitrogenados degradables en rumen para el desarrollo microbiano y en
consecuencia para la sintesis proteica.

Existe controversia acerca de como determinar la concentracion adecuada de nitrégeno
amoniacal y asi hacer mas eficiente el desarrollo microbiano. Satter and Slyter (1974)y

Rogers et al. (1986) sugieren que la concentracion de amoniaco a nivel ruminal de 90 mg/ |



puede ser la adecuada para el desarrollo microbiano y sintesis de proteina. Sin embargo
Mchrez ¢t al. (1977), mencionan que una concentracion de 235 mg/ | es el requertmento

para un desarrollo maximo de tasa de fermentacion.

4.4. Acidos grasos volatiles a nivel ruminal

4.4.1.Concentracion de acetato (mmoles)

El suministro del cultivo de levadura (Cuadro 9). no mostro efecto (P>.05) sobre la
concentracién de acido acético (mmoles) en el liquido ruminal en esta investigacion.
Dichos resultados son diferentes a los observados por Plata er al. (1994) quiencs
encontraron que la adicion del cultivo produjé una disminucion (P<.08), en la
concentracion de aceiato. Asimismo Dawson ef al. (1990) reportaron un incremento de la
concentracidn de acetato por accion de la levadura.

Sin embargo también se han publicado resultados diferentes a este respecto. Por ejemplo,
Mutsvangwa et al. (1992) citan que existido un incremento (P<.05) significativo a las 15 h
por efecto del suministro de levadura. Asimismo. Semptey. (1991) muestra resultados de

incremento de la oncentracion de acetato (P<.1) cuando se adicionaron 10g Yea-Sacc'"?® a

vacas con una dieta en 50% de concentrado y 50% de forraje. De 1gual manera. Dawson et

al. (1990), reportaron un incremento (P<.10) en la concentracidon de acetato por accion de la

levadura Lacto-Sacc.
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4.4.2. Concentracién de propionato (mmoles)

La adicion del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no afectd (P>.05) la
concentracién en mmoles de acido propidnico en el liquido ruminal (Cuadro 10). Crosby,
(1995) no observo diferencias (P>.05), en la concentracion de propidnato. Asimismo Carro
et al. (1992) mencionan que no existid influencia significativa (P<.05) al incluir levadura
Yea-Sacc.

Resultados diferentes a lo observado en esta investigacion son mencionados por Kumar et

al. (1994) quienes encontraron un incremento (P<.01) en la concentracion del propidnato.

De igual manera, Adams ef al. (1981) obtuvieron un incremento en la concentraciéon de
propidnato (P<.01 y P<.10, respectivamente) por la inclusion de levadura en la dieta.
Existen diferencias dietarias entre los experimentos donde se observaron cambios en el

propionato y en este estudio.

4.4.3. Concentracion de butirato (mmoles)

El cultivo de levadura no afecté (P<.05) de manera significativa la concentaracion de
butirato en el contenido ruminal (Cuadro 11). Resultados similares fueron observados por
Mutsvangwa et al. (1992), Plata et al. (1994) y Newbold et al. (1995) y Crosby, (1995)

quienes no encontraron cambios significativos (P<.05) en la concentracion de butirato.



4.4.4. Concentracion (mmolar) de dcidos grasos volatiles (acetato, propionato y
butirato)
El cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiue no produjé cambios (P>.05) en la
concentracion milimolar de acidos grasos volatiles (Cuadro 12). Estos resultados son
similares a los reportados por Crosby (1995), Chademana ef al. (1990), Plata et al. (1994),
Newbold er al. (1988) y Gedek e al. (1993) quienes mencionan que la concentracion de
AGV’s totales no se vid afectada (P>.05) por la inclusion de levadura..
No obstante, existen reresultados de autores como Moloney y Drennan (1994) que
mencionan que la inclusion del cultivo de levadura incrementé la concentracion total de
AGV’s (P<.05) 4 horas después de ofrecer un segundo alimento. en el estudio que
desarrollaron para evaluar la influencia de la dieta basal sobre el efecto del cultivo de
levadura en la fermentacidén ruminal y digestibilidad en novillos.
Zeletiak er al. (1994) sefialaron una disminucion (P<.001) de la concentracion de los
AGV’s con una dieta a base de 50% heno y 50% de cebada; sin embargo, con una dieta
65% heno y 35% cebada observaron un decremento de la concentracion de los, AGV's
después de la suplementacion con Yea-Sacc. Por todo lo anterior, resulta dificil considerar
un efecto estable de la levadura. Ademas, debemos tener presente que las AGV's se
producen y se absorven en funcion de la concentracion y pH ruminal.
Resultados diferentes fueron observados por Andrighetto er al. (1993) quienes encontraron
un incremento (P<.05) en la concentracion total de AGV's al alimentar ovinos con una
dieta a base de remolacha y pasta de soya. Estos autores argumentaron que un consumo alto

de levadura puede derivar en un incremento de palatabilidad, lo cual resulta en un



estimulacion  de  la actividad  fermentativa en el rumen.  particularmente  de los
microorganismos  celuloliticos.  Moloney v Drennan,  (1994) también  observaron
incrementos (P<.001) de la concentracion total de AGV’s con dictas bajas en fibra v altas

en proteina.

4.4.5. Proporcion molar de acetato

El cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae no afectd (P>.05) la proporcion molar de
acido acético en el contenido ruminal (Cuadro 13). Resultados similares a los reportados
por Crosby (1995), Plata ¢r al. (1994) Gedek er al. (1993). Moloney y Drennan (1994) vy
Zelefak et al. (1994).

A este respecto, Wallace (1993) menciona que el contenido normal de AGV's en el liquido
ruminal es de alrededor de 100-150 umoles/ml (60% de acetato. 20% de propionato, 15%
de butirato y 5% dc¢ acidos menores como isobutirato, valerato ¢ isovalerato). Estos valores
son similares a los resultados hallados para los porcentajes molares de los AGV’s en esta
investigacion (Cuadro 16).

Plata y Mendoza (1993) mencionan que la ausencia de cambios en la produccion total de
AGV’s, por accion de las levaduras se debe al resultado de la absorcion de los mismos, o

bien a otros factores dietarios o por diferentes niveles de consumo.

4.4.6 Proporcion molar de propionato
No se observo respuesta alguna por efecto de la accion de la levadura sobre ¢l porcentaje

molar del propionato (Cuadro 14). Esto se asemeja a lo reportado por diversos autores



como Moloney and Drennan (1994) quicnes probaron la influencia de diferentes dietas
(altas en fibra y bajas en proteina: bajas en fibra y altas en proteina mas un  cultivo de
levadura) sin encontrar diferencia (P<.05) alguna por efecto del Yea-Sace. Dichos reultados
son similares a los encontrades por Chademana y Offer (1990), Andrighetto ef af. (1994) y
Crosby (1995).

Sin embargo, Plata ef af. (1994) obtuvieron un incremento (P<.060) en la proporcion molar
de propionato por la inclusion de Yea-Sacc con dietas con paja de avena. De igual forma.
Mutsvangwa ef al. reportaron un incremento en el porcentaje molar del propionato se elevo
(P<.05) como consccuencia de la adicion de la levadura después de 12 h de incubacion. Por
otra parte Quigley e al. (1992) encontraron una reduccion (P<..001) en la proporcion molar
de propionato cuando se adiciono el cultivo de levadura.

Wallace (1993) menciona que la concentracion de propionato bajo condiciones de
alimentacion con dietas altas en forraje es de 10-15%. mientras que con dietas altas en

granos es de 20 -25%. lo cual difiere de los resultados de esta investigacion (Cuadro 14).

4.4.7. Proporciéon molar de butirato

No se encontré efecto de la levadura sobre la proporcion molar de butirato. lo cual
concuerda con los hallazgos mencionados por Adams ef al. (1981). Andrighetto et «l.
(1993). Moloney y Drennan (1994), Plata et al. (1994) y Crosby (1995). La concentracion
de butirato encontrada en este estudio (Cuadro 15) es semejante a lo reportado por Wallace

(1993).



Los resultados encontrados en esta investigacion son similares a los observados por
diferentes autores como Andrighetto ef «l. (1993), Adams ¢7 al. (1981); Crosby (1993).
Moloney y Drennan (1994) v Plata er «/. (1994) quienes no hallaron ningun cfecto de la

levadura sobre la proporcion molar de los AGV’s (Cuadro 16).

4.5. Tasa de pasaje de la fraccion liquida Co-EDTA

4.5.1. Tasa de pasaje (%/h)

La tasa de pasaje de la fraccion liquida no se afecto por la inclusion de la levadura (Cuadro
19). Estos resultados coinciden con lo reportado por Wetdmeter ef al. (1987) no observaron
diferencias cn la tasa de pasaje de la fraccion liquida al utilizar un cultivo de levadura a
basc de Aspergillus orvzae. Newbold e af. (1995) no encontraron diferencias en la tasa de
pasaje de la fraccion liquida, sin embargo se observo una tendencia de incremento en el
grupo que recibio levadura. Asimismo., Chademana er al. (1990) quienes alimentaron
ovinos con dictas con niveles alto, medio y bajo concentrado no hallaron respucsta
(P<.05) a la adicion de levadura para la tasa de pasaje de la traccion liquida (P~.05). De
igual manera. Moloney y Drennan, (1994) al utilizar diferentes dietas para alimentar
novillos. no encontraron diferencias por efecto de la adicion del cultivo sobre la tasa de
pasaje fraccion liquida. Erasmus e/ a/. (1992) no hallaron influencia por accion de la

levadura.



FLos resultados anteriormente sefialados  indican que Ta ausencia de respuesta en la tasa de
pasaje fraccion liquida por accion de la levadura se puede deber al tipo de dicta empleada,

al ntvel de consumo al tipo de patréon de fermentacton.

4.5.2. Volumen ruminal

El volumen ruminal no presentd (P>.05) cambios significativos por accion de la levadura.
Estos resultados coinciden con los reportes elaborados por Adams er al. (1981) Crosby
(1995) y Moloney y Drennan (1994) quienes observaron que el volumen ruminal no se
alecto por la naturaleza de la dieta. ni por la inclusion del cultivo de levadura.

Malcolm y Kiesling (1990) observaron que el volumen ruminal disminuyd (P>.10) en
novillos alimentados con semilla de algoddn ; sin embargo, no se alterd por la adicion del
Yea-Sacc.

Con relacion a los valores del volumen ruminal ¢n csta investigacion, se puede suponer que
debido a factores como flujo de saliva y agua Czerkawsky (1986): se¢ observan valores por

debajo de lo reportado por Coleman (1986) y Czerkawsky (1986).

4.6. Digestibilidad y flujo de nutrientes de la dieta

4.60.1. Digestibilidad aparente de nutrientes
El cultivo de levaduras no afecto las digestibilidades totales y ruminales (Cuadro 20), lo

cual concuerda con lo observado por Andrighetto e al., (1993). Moloney y Drennan

(1994), Mir y Mir (1994), Crosby, (1995) y Avendaiio (1995).
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Resultados diferentes fueron observados por Zeleftak ef af (1994), quicnes mencionan gque
la digestibilidad de la materia seca y de fibra detergente neutro (FDN) disminuyvo (P<.05)
por accion del Yea-Sacc utilizando una técnica de simulacion ruminal (Rusitec). Resultados
encontrados son reportados por Plata er al. (1993) mencionando un incremento en la

digestibilidad de la FDN en dietas basadas en paja de avena.

4.6.2. Flujo de nutrientes a duodeno
El flujo de los nutrientes evaluados en esta investigacion, no fue afectado por las levaduras
(Cuadro 21). Resultados similares fueron encontrados por Crosby (1995). quien no

encontrd respuesta a la adicion de la levadura al flujo duodenal de MS v de nitrogeno total.

4.7. Perfil y Flujo de aminoacidos a duodeno
LLa levadura a basc de S. cerevisiae altero el perfil de algunos aminoacidos. En estos
aminoéacidos (histidina, treonina, arginina, fenilalanina) los resultados concuerdan con los
reportes de Erasmus ef al. (1992). Con respecto al flujo de aminoacidos no existio clecto

(Cuadro 18), lo cual es diferente a lo mencionado por Erasmus et al. (1992).

4.8. Consumo de materia seca
No se observo efecto por la adicion de la levadura (Cuadro 19). Resultados similares fueron
observados por Moloney y Drennan (1993), Plata er al. (1994) y Avendaiio ¢t al. (1995).

quienes encontraron que el consumo de materia seca no s¢ modifico (P>.05) por la

inclusion del Saccharomyces cerevisiae.



Resultados diferentes fueron reportados por Andrighetto et al. (1993) quienes observaron
un incremento del consumo de materia seca (P<.06) en el grupo que recibio el suplemento
de levadura en la dieta.

En esta investigacion la ausencia de diferencias en el consumo principalmente fue debida a

que se proporcioné alimentacion restringida al 90% del consumo voluntario.



V CONCLUSIONES

-~ . . . R e, . R 1126
El pH ruminal disminuyé en el grupo que recibio la levadura en forma de Yea-Sace” ™ con

respecto al grupo testigo.

La concentracion de nitrogeno amoniacal no se modificd por accion de la levadura.

[.a poblacion de protozoarios. tanto de holotricos como de entodinos no se vio alterada por

efecto de ta adicion de levadura

La proporcion molar de los adcidos grasos volatiles no se altero por accion del
Sacchaomyces cerevisiae por lo que se supone que el patron de termentacion no fue
alterado. considerando que la concentracion y proporcion de los dcidos grasos volaiiles

refleja el balance entre la produccion, absorcion y flujo de paso através del rumen.

[La digestibilidad aparente de algunos nutrientes de la dieta utilizada en este estudio
(materia seca. materia orgdanica, fracciones de fibra detergente acida y neutra) asi como los
diferentes flujos analizados (MS. FDN, FDA, PB, y PV: perfil v flujo de aminoacidos) no

se alteraron por los cultivos de levaduras empleados



VI RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda la realizacion de
trabajos de investigacion posteriores con la inclusion de diferentes relaciones de forraje:
concentrado en la dieta de rumiantes, asi como considerar una mayor concentracion de
unidades formadoras de colonias (UFC/g) para evaluar el impacto a nivel de la microbiota
ruminal y sobre el metabolismo del rumen. Ademas, sc recomienda estudiar la viabilidad
de las cepas del Saccharomyces cerevisiae, tanto en vida de anaquel, como a nivel de
ambiente ruminal, para manifestar el efecto de alterar la digestibilidad de algunos nutrientes
contenidos en la dieta dec los rumiantes alimentados a base de forrajes de baja calidad
nutricional.

Con relacién a la evaluacion de la digestibilidad ruminal mediante la utilizacion de
marcadores externos como el 6xido de cromo (Cr,03), flujo de nutrientes hacia duodeno,
tasa de pasaje y volumen ruminal a través de Co-EDTA sc recomicnda que se considere una
mayor frecuencia de alimentacion para lograr flujos duodenales con mayor continuidad y
evitar la variacion en este flujo.

Por consiguiente el empleo de levaduras a base de Saccharomyces cerevisiae en dietas de
rumiantes con un alto contenido de forrajes no manifesto tener ningln efecto, para alterar la
poblacion de protozoarios asi como tampoco modificé el metabolismo ruminal de los

animales.
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VIII APENDICE DE CUADROS



Cuadro 4. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE EL pH RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA
A BASE DE RASTROJOQ DE MAIZ.

Contrastes
Tiempo' Testigp YS? lev EEM* Testvscult® YSvslev.

2 6.91 6.46 6.65 .04 002 11
6 722 7.04 6.95 .06 15 63

10 6.85 6.62 6.66 17 03 73
14 6.94 6.62 6.82 .04 02 05
18 6.62 6.45 6.46 17 11 89
22 6.34 5.89 6.12 04 007 08
Promedio 6.81 6.51 6.61 .04° 002 22

Interaccién tiempo - tratamiento: .33
" horas durante el dia.
2 ¥S cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
* Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
' EEM-error estandar de la media
f) CL-cultivo de levadura
® error estandar de la media combinada
7 Probabilidad de error tipo 1.

109



CUADRO 5. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisine) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA CONCENTRACION DE NITROGENO AMONIACAL (N- NH;
mg/dl). DE OVINOS ALIMENTADOS CONUN DIETA A BASE DE RASTRGJO DE MAIZ.

Contrastes
Tiempo' Testigo YS? Lev EEM* Testvscuit® YSvslev.
g

2 5.38 269  7.44 .62 93 25
6 9.86 6.02  6.78 1.05 13 77

10 16.15 2295 1664  2.06 42 23
14 9.59 1.89  6.43  2.06 24 39
18 21.55 2420 2432 224 58 98
22 3.41 321 2.69 62 73 74
Promedio 11.01 10.16 10.71  1.72° 59 63

Interaccién tiempo - tratamiento: .59
Y horas durante ¢l dia.
' YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
* Lev cultivo de levadura Levucell lg/dia
f’ EEM-error estandar de la inedia
"' CL-cultivo de levadura
" error estandar de la media combinada
" Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 6. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA POBLACION DE PROTOZOARIOS HOLOTRICHOS (CONC.
10% ML.) DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE RASTRGJO DE
MAIZ.

Contrastes
Tiempo' Testigp YS? Lev EEM* Testvscult® YSvslev.

2 533 1333 3.66 02 60 17

6 400  33.00 633 06 27 11

10 1600  61.66 37.33 13 26 47
14 633  96.66  8.66 02 66 89
18 1033  20.66 81.00 21 38 27
22 700  13.00  3.00 21 83 07
Promedio 867 3922 23.33 79° 23 90

[nteraccion tiempo -tratamiento: .27
Y horas durante el dia.
¥ YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
% Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
é_‘) EEM-error estandar de la media
) CL-cultivo de levadura
® error estandar de la media combinada
7 Probabilidad de error tipo 1.



CUADRO 7. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA POBLACION DE PROTOZOARIOS ENTODINOMORFOS
(CONC. 16/ ML.) DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE
RASTRTOJO DE MAIZ.

Contrastes
Tiempo' Testigo YS* Lev® EEM* Test.vscult® YSvsLlev.

2 981 1222 797 152 93 53

6 826 1500 805 130 26 05

10 697 1370 1057 129 08 05
14 1091 829 634 225 47 64
18 715 870 967 129 47 63
22 753 929 765 85 61 41
Promedio 843 1120 838  148° 38 1.18

Interaccién tiempo - tratamiento: .32
" horas durante el dia.
2 YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
% Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
) EEM-error estandar de la media
¥ CL-cultivo de levadura
® error estandar de la media combinada
7 Probabilidad de error tipo 1.



CUADRO 8. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVABDURA (Saccharomyces cerevisiney A DQGSIS
COMERCIAL SOBRE LA POBLACION TOTAL DE PRGTOZOARIOS (CONC. 16" /ML,
DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE RASTROJO DE MAIZ.

Contrastes
EEM* Test. vscult® YSvsLev.

w

Tiempo' Testigo YS? Lev

2 986 1236 801 1.53 92 27
6 830 1533 811 .34 25 04

10 713 1432 1095 1.34 07
14 1097 838 643 2.28 47 73
18 725 890 1048 1.39 42 65
22 760 776 755 99 98 93
Promedio 852 1118 859 1.53° 34 93

Interaccion tiempo - tratamiento: .20
" horas durante el dia.
‘?) YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
*) Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
Y EEM-error estandar de la media
% CL-cultivo de levadura
f) error estandar de la media combinada
” Probabilidad de error tipo 1.



CUADRO 9. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA CONCENTRACION MILIMOLAR DE ACIDO ACETICO EN
LIQUIDO RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE
RASTROJO DE MAIZ.

Contirastes
Tiempo' Testigo YS° Le EEM* Test vscult” YSvslLev.

2 5537 56.61 67.83 33 34 87
6 57.48 5741 6193 286 72 93

10 47.60 54.22 706 275 04 34
14 67.65 5568  63.22  3.13 23 14
18 52.87 7035  64.77  3.76 44 41
22 53.22 60.88  57.93  3.71 44 41
Promedio 55.70 59.19  63.79  327° 08 35

Interaccion tiempo -tratamiento: .30
" horas durante el dia.
? YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
3 Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
‘f’ EEM-error estandar de la media
" CL-cultivo de levadura
® error estandar de la media combinada
7 Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 10. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA CONCENTRACION MILIMOLAR DE ACIDO PROPIONICO
EN LIQUIDO RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE
RASTROJO DE MAIJZ.

Contrastes
Tiempo' Testigo Y S? Lev> EEM* Test.vscult” YSvsLev.

2 1440 1744  22.13 1.35 08 37
6 2011 17.60 18.25 1.57 52 52
10 1454 1797  20.11 1.49 17 36
14 21.04  18.53 2045 1.28 57 43
18 2008 2334 19.43 1.55 69 40
22 1507 1887  20.05 1.46 17 30

Pomedio 17.54 1896  20.07 1.45° 19 41

Interaccién tiempo -tratamiento: .49

‘_) horas durante el dia.

2)'YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
Y Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
“_” EEM-error estandar de la media

" CL-cultivo de levadura

“" error estandar de la media combinada

7 Probabilidad de error tipo 1.

115



CUADRO 11. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA CONCENTRACION MILIMOLAR DE ACIPO BUTIRICO EN
LIQUIDO RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE

RASTROJO DE MAIZ

Contrastes

Tiempo' Testigo YS° Lev’ EEM® Test vscult’ YSvsLev.
2 10.17 9.60 11.35 41 73 58
6 9.17 G.27 11.14 48 33 .93
10 8.13 8.20 11.63 18 .08 95
14 10.21 10.24 9.98 .50 .92 .98
18 10.30 11.44 10.05 .83 .83 58
22 9.22 9.77 9.60 .61 1 S8
Promedio 9.53 9.75 1063  .36° 18 69

Interaccién tiempo -tratamiento: .48

" horas durante el dia.

9 YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
3 Lev cultivo de tevadura Levucell 1g/dia
¥ EEM-error estandar de la media

* CL-cultivo de levadura

® error estandar de la media combinada

7 Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 12. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA CONCENTRACION MILIMOLAR DE ACIDOS GRASOS
VOLATILES (ACETICO, PROPIONICO Y BUTIRICO) DE OVINOS ALIMENTADOS
CON UNA DIETA A BASE DE RASTROJO DE MAIzZ

Contrastes

Tiempo' Testigo YS? Lev EEM® Test.vscult® YSvslLev.
2 79.93 83.65 101.31 4.68 22 75
6 86.76 84.29 91.31 4.53 91 82
10 70.27 80.39 90.80 3.78 .03 .29
14 98.90 84.45 93.65 4.47 31 20
18 83.25 105.14 94.25 5.70 .19 13
22 77.49 89.52 87.58 5.36 34 37
Promedio 82.76  87.90  93.15 4.79° 10 38

Interaccion tiempo - tratamiento: .34

Y horas durante el dia.

2 YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
¥ Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
¥ EEM-error estandar de la media

* CL-cultivo de levadura

“) error estandar de la media combinada

" probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 13. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA PROPORCION MOLAR DE ACIDO ACETICO EN LIQUIDO
RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE RASTROJO
DE MAIZ.

Contrastes

Tiempo' Testigp YS° Lev> EEM*' Test vscult® YSvslLev.
2 69.23 67.79 66.80 .88 32 Sl
6 66.60 68.21 67.69 63 33 31
10 67.88 66.88 68.07 1.33 88 .76
14 68.54 66.12  67.29 70 23 18
18 63.59 66.98 68.77 75 01 08
22 67.63 68.47 6627  1.03 90 74
Promedio 67.24 67.40 7.48 92° 76 82

Interaccion tiempo -tratamiento: .54

" horas durante el dia.

) YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
3 Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
) EEM-error estandar de la media

%) CL-cultivo de levadura

® error estandar de la media combinada

7 Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO i4. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA PROPORCION MOLAR DE ACIDO PROPIONICO EN
LIQUIDO RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE
RASTROJO DE MAIZ.

Contrastes

Tiempo' Testigo YS° lev> EEM' Test.vscult® YSvslev.

2 17.7 20.50 2158 .74 07 18
6 22 81 20.73 19.81 .81 16 31
10 20.40 22.93 20.02 1.61 75 53
14 21.10 21.75 21.83 .72 66 72
18 23.53 22.08 20.55 .27 14 39
22 20.12 20.52 22.80 .40 47 87
Promedio  21.33 21.42 21.09 .98° 70 59

Interaccion tiempo -tratamiento: .63

Y horas durante el dia.

2 YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
3 Lev cultivo de levadura Levucell 1g/dia
4_’ EEM-error estandar de la media

> CL-cultivo de levadura

® error estandar de la media combinada
" Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 15. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA PROPORCION MOLAR DE ACIDO BUTIRICO EN LIQUIDO

RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE RASTROJO DE
MAIZ.

Contrastes
Tiempo' Testigo YS? Lev EEM* Test. vscult® YSvsLev.

2 12.78 11.71 11.62 50 31 39

6 10.59 11.06 12.50 .49 27 69

10 11.72 10.19 11.91 47 51 20

14 10.30 12.13 10.88 .41 21 10

18 12.88 10.93 10.67 .78 23 32

22 12.25 11.00 1093 .50 24 32
Promedio 11.76 11.17 11.42  54° 22 1

Interaccion tiempo -tratamiento: .47

" horas durante el dia.

Y YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
*' Lev cultivo de levadura Levucell 1 g/dia
f) EEM-error estandar de la media

" CL-cultivo de levadura

% error estandar de la media combinada

" Probabilidad de error upo 1.



CUADRO 16. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (SACCHAROMYCES CEREVISIAE) A DOSIS COMERCIAL
SOBRE LA PROPORCION MOLAR Y LA CONCENTRACION MILIMOLAR DE ACIDOS GRASOS
VOLATILES EN LIQUIDO RUMINAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE
RASTROJO DE MAIZ.

Contrastes

Variable Testigo YS' Lev® EEM® Test vscult®YSvsLev.
Acetico % 66.57 6740 6748 .92 76 .82
Propionico % 21.33 2142 21.09 98 .70 .59
Butirico % 11.76  11.17 1.42 54 22 18
Acético (mmoles) 55.70  59.19 63.79 3.27 .08 35
Propionico (mmoles) 17.54 18.96 20.07 1.45 19 41
Butirico {mmoies) 9.53 975 10.63 56 18 69
Suma 82.76  87.90 9449 479 10 38

"~ ¥'S cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
fr Lev culuivo de levadura Levucell 1g/dia
" EEM-error estandar de la media

* CL-cultivo de levadura

** error estandar de la media combinada

" Probabilidad de error tipo 1.



CUADRO 17. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE EL PERFIL DE AMINOACIDOS (G/100G DE MATERIA SECA) A
NIVEL DUODENAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE

RASTROJO DE MAIZ.
Contrastes
Aminoacidos  Testigo Y s' Lev’ EEM Test. vs cult.” YS vs Lev.
Ac. Aspartico 1.35 1.40 1.55 .030 0.11 0.49
Ac. Glutamico 1.84 1.88 1.72 120 0.86 0.92
Serina 0.85 0.89 1.36 150 0.43 0.92
Histidina 0.22 0.23 0.26 .005 0.07 0.02
Glicina 0.65 0.66 .79 023 0.21 0.83
Treonina 0.72 0.73 0.89 .015 0.05 0.80
Arginina 0.47 0.54 0.58 .008 0.007 0.02
Alanina 127 1.22 1.38 .022 0.52 047
Tirosina 0.61 0.68 0.72 .020 0.06 0.16
Metionina 1.11 2.05 1.26 180 0.23 0.99
Valina 0.89 0.95 1.05 .024 0.11 0.42
Fenilalanina 0.65 0.70 0.95 013 0.04 0.16
Isoleucina 0.85 0.88 0.97 015 0.08 0.55
Leucina 1.14 1.21 1.30 .030 0.15 0.39
Lisina 0.76 0.81 0.89 030 0.22 0.50

Total 13.37 14.82 15.45 0.32 0.06 0.14

" YS cultivo de levadura Yea Sace. 3g/dia
" ey cultivo de Jevadura Levucell Fg/dia
" EEM-error estandar de la media

* (L-cultivo de levadura

* probabilidad de error tipo 1



CUADRO 18. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (SACCHAROMYCES CEREVISIAE) A
DOSIS COMERCIAL SOBRE EL FLUJO DE AMINOACIDOS (G/DiA) EN LA DIGESTA
DUODENAL DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA DIETA A BASE DE RASTROJO

DE MAIZ.
Contrastes

Aminoacidos Testigo Y s Lev’ EEM’ Test. vscult” YSvsLev.

Ac. Aspartico 10.34 15.24 8.72 2.27 0.75 043
Ac. Glutamico 14.37 20.59 10.19 347 0.90 0.50
Serina 6.51 9.61 7.45 1.97 0.58 0.46
Histidina 1.68 2.54 1.51 0.41 0.72 0.45
Glicina 484 7.24 4.37 1.10 0.70 0.42
Treonina 5.51 8.11 5.02 1.30 0.72 0.46
Arginina 3.61 5.87 3.30 0.88 0.63 0.36
Alanina 9.82 13.63 7.96 2.2 0.84 0.52
Tirosina 4.66 7.33 4.10 1.07 0.67 0.36
Metionina 9.01 24.32 7.44 3.85 0.45 0.18
Valina 6.87 10.34 6.03 1.54 0.71 0.41
Fenilalanina 499 7.68 4.37 1.17 0.70 0.40
Isoleucina 6.53 9.57 5.62 1.48 0.75 0.45
Leucina 8.76 13.49 7.59 2.16 0.72 0.42
Lisina 5.53 9.05 5.04 1.37 0.63 0.36
Total 103.02 164.53 88.63 25.31 0.68 0.38

U Y'S cultivo de Jevadura Yea Sace. 3g/dia
< Lev cultivo de levadura Levucell 1/dia
* FEM-error estandar de la media
 CL-cultivo de levadura

" Probabitidad de ervor tipo 1



CUADRO. 19 EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA TASA DE PASAJE FRACCION LIQUIDA RUMINAL,
VOLUMEN RUMINAL Y CONSUMO DE MS DE OVINOS ALIMENTADOS CON UNA

DIETA A BASE DE RASTROJO DE MAIZ.

Contrastes

Variable Testigo YS! Lev EEM’ Test. vscult.! YSvsLev.
Tasa de pasaje %/h 8.03 10.93 9.61 1.12 38 33
Volumen ruminal (1) 44 35 36 .04 46 51
Consumo de MS 811 .963 .800 06 .59 32

"7 YS cultivo de levadura Yea Sacc. 3g/dia
2) Lev cultivo de levadura Levucell 1 g/dia
3 EEM-error estandar de la media

? CL-cultivo de levadura.

> Probabilidad de error tipo 1.
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CUADRO 20. EFECTO DE DOS CULTIVOS D LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae) A DOSIS

COMERCIAL SOBRE LA DIGESTIBILIDAD TOTAL APARENTE DE LA MATERIA
SECA (DTAMS), RUMINAL DE LA MATERIA SECA (DARMS), MATERIA SECA
DIGERIDA A NIVEL RUMINAL (DAMSR), DIGESTIBILIDAD APARENTE POR
NUTRIENTE DE LA MATERIA SECA (DANMS), MATERIA ORGANICA (PANMO), DE
LA FRACCION DETERGENTE NEUTRA (DANFDN) Y DE LA FRACCION
DETERGENTE ACIDA.

Contrastes

Variable Testigo YS' Lev2 EEM Test. vs Cult.” YS vs Lev
DTAMS 46.64 55.92 55.55 291 19 24
DARMS 4.22 -6.28 25.41 14.02 86 77
MSDR 22.30 -86.00 225.7 124.49 86 73
DANMS 67.55 63.75 65.80 2.18 57 50
DANMO 57.03 56.19 58.92 111 71 57
DANFDN 60.01 57.84 59.77 1.46 71 57
DANFDA 29.09 25.74 29.66 1.97 75 51

7YS- cultivo de levadura Yea-sacc 3g/d.
' Lev.- cultivo de levadura Levucell 1g/d.
" EEM error estandar de la media.

4_’ Cult. cultivo de levadura

*) Probabilidad de error tipo 1.



CUADRO 21. EFECTO DE DOS CULTIVOS DE LEVADURA Saccharomyces cerevsiae A DOSIS
COMERCIAL SOBRE LA TASA DE FLUJO DE LA FRACCION LiQUIDA, VOLUMEN
RUMINAL, FLUJO DUODENAL DE LA MATERIA SECA (FDMS), FIBRA
DETERGENTE NEUTRA (FDFDN), FIBRA DETERGENTE ACIDA (FDFDA), PROTEINA
BRUTA (FDPB), PROTEINA VERDADERA(FDPV)DE OVINOS ALIMENTADQS CON
UNA DIETA A BASE DE RASTROJO DE MAIZ.

Contrastes
Variable Testigo YS! Lev’ E EM’ Testvs Cult.” YS vs Lev
Tasa de flyjo 8.03 10.93 9.61 1.12 38 33
Vol. ruminal 0.44 0.35 0.36 05 46 51
FDMS 0.03 0.04 0.02 005 .89 41
FDFDN 2.88 3.80 2.34 48 .86 47
FDFAD 15.65 22.21 i2.34 3.12 81 42
FDPB 42 40 .66 11 .64 95
FDPV 4.63 8.02 4.00 1.02 55 22

'YS- cultivo de levadura Yea-sacc 3g/d.
) ev.- cultivo de levadura Levucell 1g/d
3} EEM error estandar de la media.

® Cult. cultivo de levadura®

>) Probabilidad de error tipo 1.
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