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Se realizd un experimento en condiciones in vitro para evaluar el efecto de un hidrolizado enzimatico de Saccharomyces cerevisiae y sus
diferentes fracciones en la dinamica fermentativa ruminal del pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). El hidrolizado enzimatico se dividio en tres
fracciones: sobrenadante, pellet total y pellet lavado. Los tratamientos que se compararon fueron: A) control, B) hidrolizado de levadura (PC),
C) sobrenadante (S), D) pellet bruto (PT) y E) pellet lavado (PL). Se utiliz6 como sustrato el pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). El disefio
experimental fue completamente aleatorizado con arreglo factorial 5 x 11 para la produccion de gas y 5 x 7 para los productos finales de la
fermentacion y la poblacién de protozoos. La inclusion del PC favorecié mayor potencial de produccion de gas. La fase lag de crecimiento
microbiano, estimada a partir de la produccion de gas, fue mas baja cuando se utilizé el PC con respecto al control y a las diferentes fracciones.
El logaritmo de la poblacién de protozoos ruminales presentd valores entre 1.52 (7.95 x 10 célula/mL) para el tratamiento con PL y
1.95 (10.55 x 10* célula/mL) con el PC, sin diferencias entre las fracciones. Se concluye que el hidrolizado enzimatico de Saccharomyces
cerevisiae y sus diferentes fracciones ejerce efecto beneficioso en la dindmica fermentativa ruminal in vitro de Cynodon nlemfuensis y se

destaca que el PC es superior para estos propdsitos.
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En los animales rumiantes, los efectos del uso de
aditivos microbianos o sus derivados provocan
modificaciones de los procesos digestivos y metabolicos,
que se traducen en el aumento de la eficiencia de
utilizacion de los alimentos y en el incremento de la
capacidad productiva. De igual manera, aumenta la
concentracién de acido propionico y disminuye la
produccién de metano y &cido lactico, al igual que la
degradacion proteica y la desaminacién de los
aminoécidos, que involucra a las poblaciones microbianas
encargadas de la fermentacion de los sustratos. Todos
estos cambios aumentan la eficiencia del metabolismo
energético y nitrogenado en el rumen (Carro y Ranilla
2002).

Las investigaciones en nutricion animal en los ultimos
afios se han dirigido a optimizar la eficiencia productiva
del ganado por manipulacion de la comunidad microbiana
que habita en el tracto gastrointestinal de estos animales
(Galindo y Marrero 2005). En este sentido, una de las
vias que més se ha explotado es el uso de aditivos, entre
los que se estudian un gran nimero de sustancias:
antibidticos, acidos orgéanicos, extractos vegetales y
enzimas (Jouany 1994, Dean et al. 2005, Busquet et al.
2006 y Carro et al. 2006). Sin embargo, el empleo de la
mayoria de estos productos no es una alternativa viable
en nuestras condiciones por su elevado costo de
produccién y por las restricciones ambientales que se
establecen a nivel internacional debido a los efectos
secundarios y residuales que provocan estos aditivos en
la salud animal y humana.

Segun Pérez (2000), a partir de la hidrolisis enzimatica
de la levadura S. cerevisiae, presente en el residuo de
la destilacion de alcohol de la cafia de azucar, puede

obtenerse un hidrolizado enzimatico con efectos
probidticos en aves y buenos resultados en indicadores
fisiolégicos, inmunolégicos y productivos. Sin embargo,
en Cuba no se han realizado trabajos que refieran el uso
de este producto en animales rumiantes para evaluar su
efecto como activador de los procesos fermentativos
ruminales.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un
hidrolizado enzimatico de Saccharomyces cerevisiae y
de sus diferentes fracciones en la dindmica fermentativa
del pasto estrella (C. nlemfuensis) mediante la técnica
de produccion de gas in vitro.

Materiales y Métodos

El experimento se condujo en condiciones in vitro.
Se utiliz6 como sustrato de fermentacion el pasto estrella
(Cynodon nlemfuensis), que se encuentra extendido
en mayor proporcion en la ganaderia comercial cubana.
La muestra de pasto se recolectd en época de seca en
areas de pastoreo en un suelo ferralitico rojo tipico
(Hernéandez et al. 1999). La recoleccion se realiz6 de
forma manual, simulando el ramoneo que hacen los
animales. Se recolectaron 2 kg de materia verde. El
material se secd en estufa a 60 °C durante 48 h.
Posteriormente, se moli¢ hasta alcanzar un tamafo de
particulas de 1 mm. La composicion quimica del pasto
se muestra en la tablal.

El liquido de rumen procedia de dos toros mestizos
Holstein x Cebu, canulados en el saco dorsal, con peso
promedio de 450 kg. Estos animales se mantuvieron en
condiciones de estabulacién y se adaptaron a la dieta
que se utilizé como sustrato durante los 14 d previos a la
toma de muestra. El liquido ruminal se filtrd por muselina.
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Tabla 1. Composicion quimica del pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) (% Base Seca)

Cenizas Ca P PB

FND

FAD Celulosa Lignina

8.93+0.28 0.30+0.01 0.34+0.03 12.21+1.00 63.04+3.70 47.26+1.31 35.69+1.42 6.29+0.34

El procedimiento se realizo bajo atmosfera de CO,, con
el propoésito de garantizar las condiciones de estricta
anaerobiosis.

El hidrolizado enziméatico de Saccharomyces
cerevisiae se obtuvo de acuerdo con la metodologia de
Pérez (2000). Al hidrolizado que se logré a partir de este
procedimiento se le denomind producto completo (PC).
A partir del mismo se obtuvieron las fracciones pellet
bruto (PT), pellet lavado (PL) y sobrenadante (S), segin
Diaz (2008).

Tratamientos. Los tratamientos fueron los siguientes:
A) control (C), B) producto completo (PC), C) pellet
bruto (PT), D) pellet lavado (PL) y E) sobrenadante (S).

El tratamiento control consistio en pasto estrella (C.
nlemfuensis). Las dosis evaluadas fueron: 75.0 ml,
40.58¢,44,19gy 195.5 mL para el producto completo
y las fracciones pellet bruto, pellet lavado y sobrenadante,
respectivamente. Esto representa 0.016 g de MS de cada
una de las fracciones y equivale a 0.02 % en base seca
con respecto al contenido del in6culo.

Para la seleccion de las dosis se tuvo en cuenta
estudios precedentes realizados por Pérez (2000). En
tabla 2 se muestra la composicién quimica del hidrolizado
y las fracciones utilizadas.

magnesio (Mg) se procedi6 segun Herrera et al. (1980)
y para el fraccionamiento de la fibra detergente neutro
(FDN) y fibra detergente acido (FDA), celulosay lignina
se adoptd la metodologia de Goering y van Soest (1970).

Analisis estadistico. Para la produccion de gas, los
resultados experimentales se analizaron mediante el
software estadistico Infostat version 1. (2001). Se realizé
analisis de varianza de clasificacion simple para cada
horario. Se aplico la décima de Duncan (1955) para
P <0.05.

Para los productos finales de la fermentacion y la
poblacién de protozoos se efectud analisis de varianza
de clasificacion simple, con arreglo factorial 5 x 7. Se
aplico la décima de Duncan (1955) para P < 0.05.

Procedimiento experimental. Se utilizaron
36 botellas de vidrio con tapén de butilo y agrafe, de
100 mL de capacidad. Estas se ubicaron en un bafio
de incubacion a 39 °C. Las botellas con cada uno de
los tratamientos que se iban a evaluar se depositaron
de forma aleatoria dentro del bafio. Contenian 80 mL
de la mezcla integrada por liquido de rumeny solucién
tampdn en la relacién 1:3 y 0.8 g del alimento base
(pasto estrella)

Tabla 2. Composicion quimica del hidrolizado enzimatico de levadura Saccharomyces cerevisiae y sus

diferentes fracciones

% MS

Fraccion

PC 21.26+0.00
S 6.99+0.01
PT 36.10+0.33

% de la MS
PB PV Cen Ca P Mg
4.66+0.16 3.37+0.11 12.32+0.01 8.12+0.03 0.36+0.01 3.52+0.02
3.2+0.23 2.24+0.23 4.72+0.01 0.84+0.06 0.23+0.01 0.50+0.01
7.5£0.33 7.04+0.22 18.80+0.82 3.94+0.09 0.28+0.00 2.52+0.01
7.96+0.87 7.34+0.57 21.47+1.08 5.04+0.06 0.30+0.01 3.00+0.00

PL 40.17+1.17

(PC) producto completo, (PT) pellet bruto, (PL) pellet lavado y (S) sobrenadante

La concentracion de amoniaco se determin6 mediante
latécnica de Conway (1957). EI pH del liquido ruminal
se midi6 en pH- metro digital, marca Sartorius
(Profesional Meter PP — 225).

Para el conteo de los protozoos, las muestras se
preservaron en formol al 10 % en una dilucion 1:1 (v/v).
Las muestras preservadas se contaron de manera directa
al microscopio Optico en camara de Neubauer. Para esto,
los protozoos se tifieron con una solucion de violeta
genciana a 0.01 % en &cido acético glacial al 1%.

Se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado, en arreglo factorial 5 X 6 (cinco tratamientos
con seis horarios de muestreo).

Analisis quimico. La materia seca (MS), proteina
bruta (PB), proteina verdadera (PV) y cenizas se
determinaron segun la metodologia descrita por la AOAC
(1995). Para los minerales calcio (Ca), fosforo (P) y

Para la determinacion de la produccion de gas in vitro
se empled la técnica de Theodorou et al. (1994). Se
utilizaron seis botellas: una para cada uno de los
tratamientos experimentales y un blanco con liquido de
rumen y solucion buffer. Como modificacion a la técnica
se midio la produccion de gas en cada intervalo por el
desplazamiento del émbolo de una jeringa, al pinchar el
tapon de las botellas, a las 1,2,3,4,5,6,7,8,10,12 y 24 h
después de iniciada la fermentacion. Se efectuaron
cuatro réplicas en tiempo.

Para estudiar la cinética de produccidn de gas se utilizo
el modelo planteado por Krishnamoorthy et al. (1991).

Las 30 botellas restantes se utilizaron para la
determinacion de los productos finales de la fermentacion.

Los tiempos de incubacién fueron 4, 8, 12, 24,48y
72 h después de iniciada la fermentacion. Se efectud
muestreo antes de iniciada la fermentacion (hora 0). Para
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determinar la concentracion de amoniaco se empleo el
residuo liquido del medio de incubacién y se calculé su
pH.

Resultados y Discusién

La produccidn de gas in vitro como indicador de la
capacidad fermentativa ruminal se muestra en la tabla
3. No se encontraron diferencias entre los tratamientos
estudiados y las horas de muestreo, lo que pudo deberse
a la variabilidad en los datos de medicion.

Tabla 3. Efecto de un hidrolizado enzimatico de levaduras y
sus fracciones en la produccion de gas (mL/g de MS)
en la fermentacion ruminal de C. nlemfuensis in vitro.

Teempo, h Tratamientos

C PC S PT PL +EE
1 781 750 8.44 672 772 144
2 422 509 441 503 481 1.02
3 434 581 447 491 50 1.20
4 412 556 447 528 513 1.18
5 484 547 422 463 544 094
6 487 6.09 519 556 5.44 0.69
7 541 597 588 625 6.22 0.86
8 485 6.38 550 535 5.63 0.60
10 8.84 1094 966 794 960 1.19
12 10.69 12.28 10.34 10.53 11.35 0.94
24 33.63 3250 32.03 30.94 28.44 3.79

(C) control; (PC) producto completo; (S) sobrenadante; (PT)
pellet brutoy (PL) pellet lavado.

Arambel et al. (1987), Beharka y Nagaraja (1993) y
Varel et al. (1993), al utilizar aditivos microbianos a
base del hongo A. oryzae para evaluar su efecto en la
degradabilidad ruminal in vitro de los alimentos fibrosos,
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encontraron efectos positivos. Sin embargo, Sosa (2006)
al evaluar este mismo microorganismo en diferentes
sustratos fibrosos no corrobord efectos beneficiosos. Esto
demuestra que la accién de los aditivos para rumiantes
en ladegradabilidad ruminal puede estar influenciada por
diferentes factores, entre los que se encuentran los
sustratos, la cepa, los productos utilizados y las
caracteristicas de los animales donantes.

Los resultados encontrados en este estudio indican
la necesidad de utilizar dosis superiores del hidrolizado
enziméatico de Saccharomyces cerevisiae y sus
diferentes fracciones.

Al estudiar la produccion de gas acumulada (mL de
gas.g de MS incubada®), se constaté que no hubo
diferencias entre los diferentes tratamientos (figura 1).
Sin embargo, desde el punto de vista bioldgico, al incluir
el hidrolizado en sus diferentes fracciones se obtuvo
mayor produccién de gas acumulada en el tiempo, con
respecto al control. Este tltimo mostré una produccion
de gas, acumulada en 24 h, de 70.62 mL, mientras que
los restantes tratamientos se mantuvieron por encima
de 93.0 mL. Esto puede estar dado por la mayor
activacion de las poblaciones microbianas al suministrar
las diferentes fracciones del hidrolizado enzimético de
levaduras S. cerevisiae.

El tratamiento con el producto completo (tabla 4)
mostrd un mayor potencial de produccion de gas (D).
De igual manera, la fase lag de la curva fue la més baja
con respecto al control y a las diferentes fracciones
cuando se adiciond el PC. Esto demuestra que se logrd
una adaptacion mas rapida de la mezcla de
microorganismos ruminales al sustrato. Estos resultados
sugieren que, cuando se utiliza el hidrolizado enzimatico
de levaduras en su forma de producto completo (PC),

6 7 8 9 10 11

Tiempo de fermentacion, h

——C -—=-PC

——S PT

—~—PL

(C) control; (PC) producto completo; (S) sobrenadante; (PT) pellet bruto y (PL) pellet lavado.

Figura 1. Efecto de un hidrolizado enzimatico de levadura Saccharomyces cerevisiae y sus fracciones en la
produccion de gas acumulado (mL) a las 24 h de incubacion
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habra mayor colonizacion por parte de los
microorganismos del rumen, lo que reduce el tiempo de
fermentacion de los nutrientes.

Marrero (2005) encontrd resultados similares al
evaluar la levadura Saccharomyces cerevisiae y
concluyo que la utilizacion de este microorganismo en
su medio de cultivo es la opcidén més eficaz para activar
la funcion ruminal. Todo parece indicar que los elementos
que garantizan el efecto activador en las poblaciones
microbianas estan en el hidrolizado, que es el resultado
de la hidrélisis enzimética de preparados microbianos con
levadura Saccharomyces cerevisiae.

Revista Cubana de Ciencia Agricola, Tomo 43, Ndmero 3, 2009.

De igual manera, en los diferentes tratamientos no
hubo diferencias entre los valores de pH, los cuales
estuvieron cercanos a la neutralidad (tabla 5). Estos
resultados coinciden con lo planteado por Martin y Nisbet
(1992) y Beharka y Nagaraja (1998), quienes indicaron
que los aditivos para rumiantes presentan, entre sus
funciones, la estabilizacion del pH, debido a que estos
son capaces de estimular el crecimiento y la utilizacién
de lactato por Megasphaera elsdenii, Selenomonas
lactilytica y Selenomonas ruminantium.

Cuando se evalu6 el comportamiento del amoniaco y
el pH en el tiempo de fermentacion (tabla 6), hubo

Tabla 4. Pardmetros cinéticos de la produccién de gas in vitro de un hidrolizado de levaduras S. cerevisiae y sus

fracciones.

Parametros Tratamientos
C PC S PT PL

D + EE mL gas g MS incubada’) 90.96+13.73 136.78+6.55 135.49+8.09 127.15+4.83 121.22+5.26
¢ * EE (h) 0.067+0.02  0.061+0.01 0.051+0.01 0.056+0.004 0.066+0.01
L+ EE (h) 1.38+0.58 051+ 0.30 0.53+0.32 0.59 +£0.22 0.75+0.30
R? y Sign. 0.95*** 0.99*** 0.99*** 0.99*** 0.99***
CM error 12.53 5.43 4.62 3.37 5.02

(C) control, (PC) producto completo, (PT) pellet bruto, (PL) pellet lavado y (S)

*** P <0.001

En este estudio se encontré que la concentracion de
amoniaco no difirié entre tratamientos (tabla 5). Estos
resultados no coinciden con lo planteado por William y
Newbold (1990), quienes afirman que al incorporar
cultivos fangicos y sus derivados a la alimentacion de
rumiantes se reducen los niveles de nitrégeno amoniacal,
como consecuencia de la elevada utilizacion de amonio
para la sintesis de proteina microbiana. Sin embargo, Roa
etal. (1997) en estudios donde utilizaron levaduras y sus
derivados encontraron aumento de amoniaco en rumen.

Tabla 5. Efecto de un hidrolizado de levaduras S. cerevisiae y
sus fracciones en algunos indicadores de la
fermentacion ruminal in vitro.

Indicador C PC S PT PL +EE
AMONRCO, g gy 970 1096 9.03 9.24 059
mmol.L™?

pH 653 648 651 648 654 0.04

(C) control; (PC) producto completo; (PT) pellet bruto; (PL)
pellet lavado y (S) sobrenadante.
Datos transformados segun In (x).

diferencias (P < 0,05) entre los diferentes horarios de
muestreos. A partir de las 8 h de fermentacion, el pH
comenzé adescender, sin diferencias entre las 8y 12 h.
Los valores més bajos se encontraron alas 48y 72 h, sin
diferencias entre ellos. Al parecer se presentd
acumulacion de acidos organicos en el medio de
fermentacion, lo que provoca descenso del pH
(Calsamiglia et al. 2007).

Desafortunadamente, en este estudio no pudo
determinarse la concentracion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC), lo que podria dar lugar a una
explicacién mas convincente acerca de este efecto,
fundamentalmente si se considera que la concentracién
de amoniaco fue mayor cuando el pH del liquido ruminal
fue més bajo, entre las 24 y 72 h después de iniciada la
fermentacion.

Al analizar el comportamiento de la poblacién de
protozoos con respecto a cada uno de los tratamientos
(figura 2) no se encontraron diferencias entre las
diferentes fracciones del hidrolizado y el control. Se
encontraron valores entre 7.95 x 10* célula/mL para el

Tabla 6. Efecto del tiempo de fermentacion en algunos indicadores de la

fermentacién ruminal in vitro.

Indicador 0 4 8 12 24 48 72 £ EE Sign
Amoniaco, 6.59% 7.70%* 9.90% 8.65" 10.10% 11.61% 13.67¢ 0.70
mmol.L? P <0.05
pH 6.95¢ 6.92¢ 6.67° 6.53° 6.31° 6.12¢ 6.16° 0.05
P < 0.001

abede \glores con letras no comunes por fila difieren a P < 0.05 (Duncan 1955)
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tratamiento con pellet lavado y 10.55 x 10* célula/mL
al adicionar el producto completo.

Con respecto a la utilizacion de levaduras vivas en la
alimentacion de rumiantes, se han informado resultados
contradictorios. Mutsvangwa et al. (1992) y Corona et
al. (1999) comprobaron que la adicién de células vivas
de Saccharomyces cerevisiae en rumen disminuy¢ la
produccion de protozoarios, principalmente de los
entodinomorfidos, al igual que la concentracion de
acetato. Sin embargo, Lila et al. (2004) no hallaron
variacion. Kumar etal. (1994), Newbold et al. (1995) y
Kamra et al. (2002) no hallaron modificaciones en
bufalos, ovinos y bovinos en crecimiento, res-
pectivamente. Sin embargo, Akkar et al. (1999) y Arakaki
et al. (2000) ofertaron dietas con concentrado a toros y
bafalos vy registraron aumento en la poblacién de
protozoos ruminales. Plata et al. (1994) comprobaron
este mismo efecto en novillas.

Hasta el momento no se dispone de informacion que
demuestre la accion de un hidrolizado enzimético de
levadura Saccharomyces cerevisiae y sus diferentes
fracciones en el crecimiento de poblaciones protozoarias.
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En la figura 3 se presenta el comportamiento de las
poblaciones de protozoos in vitro en relacion al tiempo
de fermentacion. No hubo diferencias entre la hora 0, 4,
8,12, 48y 72. La hora 24 no mostrd diferencias con
respecto a las 12 y 72, pero si con las horas restantes
(P < 0.001). Los menores valores en el conteo de
protozoos se registraron a la hora 24, con 5.38 x 10*
celula/mL.

Generalmente, en este estudio no se encontrd una
marcada estimulacion de las poblaciones de protozoos
con la aplicacion de los diferentes tratamientos. Este es
un elemento positivo, si se tienen en cuenta los informes
de la literatura acerca de las interacciones microbianas
en el ecosistema ruminal, donde se demuestra que los
protozoos ruminales ejercen efectos depredadores en las
poblaciones de bacterias en forma selectiva Galindo
et al. (2005).

Se concluye que la dosis evaluada del hidrolizado
enzimatico de Saccharomyces cerevisiae y sus
diferentes fracciones tienen efecto beneficioso en la
dinamica fermentativa ruminal de Cynodon nlemfuensis
in vitro, aunque no influyen en la concentracion de

ces cerevisiae y sus fracciones

Protozoos x 10 célulamL™

Figura 3. Efecto del tiempo de fermentacion en la poblacidn de protozoos in vitro.
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amoniaco y en las poblaciones de protozoos. Ademas,
mantienen el pH en valores cercanos a la neutralidad.
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