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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de preparados con levaduras Saccharomyces cerevisiae y LEVICA -25 viables, en los
metandgenos y metanogénesis ruminal in vitro. El experimento se condujo mediante la técnica de cultivo sumergido. Se utiliz6 un disefio
completamente aleatorizado. Los tratamientos fueron: A) control, B) Saccharomyces cerevisiae y C) LEVICA 25. Los muestreos se
efectuaron antes de incubar (hora0) y alas 4, 8, 12 y 24 h después de iniciada la fermentacion.Como sustrato a fermentar se utilizé el pasto
estrella (Cynodon nlemfuensis). Saccharomyces cerevisiae y LEVICA 25 redujeron la poblacidn de metandgenos. Sus poblaciones a las 4 h
fueron 268; 56.33 y 49.33 x 10-*° ufc mL* para el control, S. cerevisiaey LEVICA 25, respectivamente. La produccion de metano en el rumen
a las 24 h de fermentacion fue 78.97; 45.21 y 21.52 uL para el tratamiento control de pasto estrella, S. cerevisiae y LEVICA 25,
respectivamente. S. cerevisiae incrementé en 1.75 veces la poblacidn de bacterias celuloliticas y LEVICA 25 multiplicé por 2.25 la poblacién
de viables totales. EI nimero de protozoos fue 12.55; 16.30 y 17.55 x 10 - células mL-*para los tratamientos A, B y C, respectivamente. Se
concluye que los preparados con levaduras Saccharomyces cerevisiae y LEVICA -25 reducen los metandgenos y la metanogénesis ruminal,
lo que brinda la posibilidad de utilizarlos para mejorar la eficiencia de utilizacion de la energia en rumiantes, lo que pudiera contribuir a mitigar

el impacto de estos gases al medio.
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Los rumiantes producen aproximadamente 97 % del
metano generado por los animales domésticos. El sitio
principal de formacién de metano es el rumen y se
produce como una consecuencia inevitable de la
fermentacion de los carbohidratos por los micro-
organismos que habitan en ese reservorio (Johnson et
al. 2000).

Este gas es uno de los que méas contribuye al efecto
invernadero. Es el responsable del 18 % de este
fendmeno (Moss et al. 2000 y Beauchemin y McGinn
2005). Se emite a la atmdsfera mediante la eructacion, y
la cantidad que se libera depende del volumen y tipo de
alimento que consumen los animales. Su produccion es
menor en dietas bajas en fibra (Gil 2004).

La emision de metano, no solo constituye un problema
ecolégico, también representa gran pérdida de la energia
del alimento y disminuye la productividad de los animales
(Johnson et al. 2000 y Anderson et al. 2003). Se estima
gue mas de 10 % de la energia bruta que contienen los
alimentos se pierde en forma de metano.

Se ha demostrado que las practicas de alimentacién
gue aumentan el consumo y la velocidad de digestién o
acortan el tiempo de permanencia de los alimentos en el
rumen, disminuyen la produccion de metano por unidad
de forraje digerido. Al respecto, la utilizacién de
preparados microbianos con levaduras viables puede ser
una opcion atractiva, debido a su importante funcion
como manipuladoras de la fermentacién ruminal.

Resultados recientes de Marrero (2005), obtenidos
en el Instituto de Ciencia Animal de Cuba, corroboran la
accion de las levaduras como activadoras de la
fermentacion ruminal. En las condiciones de

alimentacion con dietas fibrosas de baja calidad, ain no
se ha evaluado el efecto particular de las levaduras en la
poblacién de metandgenos y de metano. La experiencia
que se obtuvo al manejar estas cepas de levaduras en el
rumen indicd que las mismas actian de alguna manera
en el metabolismo energético de los animales rumiantes.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
preparados con levaduras Saccharomyces cerevisiae
y LEVICA -25 viables en los metandgenos y
metanogénesis ruminal in vitro.

Materiales y Métodos

Tratamientos experimentales. Se evaluaron tres tra-
tamientos: A) pasto estrella (control); B) Saccharomyces
cerevisiae, y C) LEVICA 25.

Para la preparacion de la dieta vegetal se recolecto,
aproximadamente, 1 kg de pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis), semejando el pastoreo que hacen los
animales. El material recolectado se secd en estufa a
60 °C durante 48 h. Se moli6 hasta alcanzar tamafo de
particula de 1 mm. Su composicion quimica se determino
segun AOAC (1995) y fue (% de MS): 7.26; 74.57; 10.11;
0.42y 0.18 de PB, FDN, ceniza, calcio y fosforo,
respectivamente.

La cepa Saccharomyces cerevisiae (L- 25-7-13),
procedia del banco de cepas del Instituto Cubano de
Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA).

LEVICA — 25 es una cepa de levadura que no
pertenece al género Saccharomyces. Se aislé del rumen
de toros Holstein que recibieron en su raciéon un
preparado microbiano con levaduras y Lactobacilos
viables (Marrero 2005).
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Procedimiento experimental. EIl experimento se con-
dujo en condiciones in vitro, para lo cual se aplico la
técnica de Theodorou et al. (1994), donde se utilizan
botellas de 100 mL selladas para incubar las muestras
de alimento en liquido ruminal y un medio amortiguador.

En cada botella se introdujeron 20 mL de la mezcla
integrada por liquido de rumeny solucién amortiguadora
en unarelacion de una parte de liquido ruminal, dos partes
de solucién amortiguadora.

El inoculo ruminal se obtuvo a partir de dos bufalos
canulados en rumen, los que se encontraban en pastoreo
de pasto estrella, con libre acceso al agua. Se
suplementaron con 1 kg/d de pienso comercial. La
muestra de liquido ruminal se recolectd6 mediante la
canula, con la ayuda de una bomba de vacio. Se conservo
en un termo herméticamente cerrado hasta su traslado
al laboratorio, donde posteriormente se filtro a través de
muselina. Para conformar la mezcla a fermentar, se
utilizé el liquido ruminal de los dos bufalos, con el prop6sito
de eliminar el efecto animal.

Los frascos de fermentacién que contenian el material
a evaluar (BS) se esterilizaron previamente a 121 °C y
1.5 atm, durante 15 min. El procedimiento se realiz6 en
atmosfera de CO,, con el propodsito de garantizar las
condiciones de estricta anaerobiosis.

Latabla 1 muestra el procedimiento que se emple6
para la preparacion de los tratamientos experimentales.
La concentracion en levaduras vivas en ambos
preparados fue del orden de 107 células mL.
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Las bacterias metanogénicas se contaron por el mismo
método; pero se utilizé una mezcla de hidrégeno y didxido
de carbono (60:40) en la fase gaseosa. El medio de cultivo
fue descrito segiin Anderson y Horn (1987). El nimero
de unidades formadoras de coloniay de talo se determiné
con una lupa, por conteo visual de aparicién de las
colonias en los tubos rodados.

Los protozoos se preservaron en formol al 10 %, en
una dilucion 1:1 (v/v). Las muestras preservadas se
guardaron en refrigerador a 4 °C. Posteriormente, se
contaron al microscopio 6ptico en camara de Neubauer.
Para ello los protozoos se tifieron con una solucién de
violeta genciana al 0.01%, en &cido acético glacial al
1%.

La poblacién de levaduras viables se determino
mediante el método de Paiting y Kirsop (1990). El disefio
experimental que se utilizé fue completamente
aleatorizado en arreglo factorial 3 x 3, (tres tratamientos
y tres horas de muestreo) para los indicadores
microbioldgicos, y 3 x 5 (tres tratamientos, cinco tiempos
de muestreo) para los fermentativos (pH, produccion de
gas, metano).

Tratamiento estadistico a los conteos de
microorganismos. Se utilizo el andlisis de varianza
multivariado, segun Torres et al. (2003) para el andlisis
de la interaccion de los tratamientos con los tiempos de
fermentacion.

Se aplico la décima de Duncan para P < 0.05 en los
casos necesarios. Los analisis estadisticos se realizaron

Tabla 1. Procedimiento para la preparacién de los tratamientos experimentales

Tratamiento Pasto Liquido S_oluci(')n Preparado  Total,

estrella, g rumen, mL amortiguadora, mL levadura, mL ~ mL
Control 0.2 4.0 16.0 - 20.0
Control + S. cerevisiae 0.2 4.0 12.0 4.0 20.0
Control + LEVICA -25 0.2 4.0 12.0 4.0 20.0
Blanco - 4.0 16.0 - 20.0

Los muestreos para la determinacién de las pobla-
ciones de bacterias viables totales, celuloliticas y
metanogénicas, se efectuaron antes de incubar (hora
0), a las 4 y 8 h después de iniciada la fermentacion.
Para la determinacion de los indicadores de la
fermentacion y la poblacion de protozoos, los muestreos
se hicieron a las 0; 4; 8; 12 y 24 h. Se replic6 cuatro
veces en tiempo, segun la metodologia descrita por Torres
etal. (2003). El pH se midié en pH- metro digital marca
WPA.

Técnicas de cultivo y conteo de microorganismos.
Se utilizé la técnica de cultivo de Hungate (1970) en
tubos rodados y en condiciones de anaerobiosis estricta
para determinar las poblaciones de bacterias viables
totales, celuloliticas y metanogénicas.

La siembra de bacterias viables totales y celuloliticas
se efectud en los medios de cultivo de Caldwell y Bryant
(1966), modificados por Elias (1971) y Galindo (1988).

con los paquetes estadisticos SPSS* (Visauta 1998) y
Info Stat (2002).

Los conteos de microorganismos se transformaron
segin Log N, para garantizar las condiciones de
normalidad en la curva de crecimiento. Para el analisis
se aplico la formula (K+N).10%, donde:

K = constante que representa el logaritmo de la
dilucion en la cual se inoculd el microorganismo

N = logaritmo del conteo de colonias, determinado
como ufc mL*, uft mL?, o células mL™*

10 = base de los logaritmos

X =dilucion a la que se efectud la inoculacion

Resultados

Se encontro interaccion significativa (P < 0.01) entre
los tratamientos y tiempos de muestreo, para la medida
de bacterias viables totales. En la figura 1 se muestra el
efecto de Saccharomyces cerevisiae y LEVICA 25,
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Figura 1. Efecto de las levaduras y el tiempo de fermentacion en la poblacion de bacterias viables
totales del rumen in vitro, 10* ufc mL™, EE £0.30 ***

asi como del tiempo de fermentacion en la poblacion de
bacterias viables totales del rumen in vitro.

Antes de incubar (hora 0), las poblaciones de
bacterias viables totales fueron superiores en el
tratamiento control y en el que se incluyé LEVICA 25,
con respecto al preparado con S. cerevisiae. Alahora4
se comenzd a observar el efecto de los preparados
microbianos, sin diferencias entre S. cerevisiae y
LEVICA 25 con respecto al control.

Sin embargo, a las 8 h el preparado con S.
cerevisiae propicié las mayores poblaciones de
bacterias viables totales, incluso cuando se utilizé el
aditivo con LEVICA 25 las poblaciones de bacterias
viables fueron menores que en el tratamiento sin
aditivo, aunque no presentaron diferencias
estadisticas.

Se encontro interaccion significativa (P < 0.001)
entre los tratamientos (nivel) y los tiempos de
muestreo para el indicador metandgenos. Al respecto,
la figura 2 muestra que la poblacion de bacterias
metanogénicas se redujo, cuando se utilizaron los
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preparados microbianos con las levaduras S.
cerevisiae y LEVICA 25 en todas las horas de
muestreo, excepto antes de fermentar (hora 0). Se
pudo apreciar que a las 4 h después de iniciada la
fermentacion, no hubo diferencias entre las dos
levaduras que se emplearon. A las 8 h, S. cerevisiae
ejercié mayor disminucidn de este grupo microbiano
en relacién a LEVICA 25.

No se encontré interaccion significativa entre los
tratamientos y las horas de muestreo, para el caso
particular de las bacterias celuloliticas. La utilizacion
de preparados microbianos con las levaduras viables
aumentd la poblacion de bacterias celuloliticas del
rumen (figura 3). S. cerevisiae incrementd en
1.75 veces esta poblacién, mientras que LEVICA 25
multiplic6 por 2.25 el ndmero total de bacterias
celuloliticas del rumen.

En la tabla 2 se muestra que el pH se mantuvo entre
los valores 6.34-6.68, que se consideran normales para
la fermentacion de dietas fibrosas de baja calidad. S.
cerevisiae no modificé el pH del rumen, mientras que

ah
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Figura 2. Efecto de las levaduras y el tiempo de fermentacion en la poblacion de metandgenos

(10" ufc mL?), EE £0.26**
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Figura 3. Efecto de S. cerevisiaey LEVICA 25 en la poblacion de bacterias celuloliticas in

vitro, 10 6 ufcmL*, EE £ 0.16**

Tabla 2. Efecto de S. cerevisiae y LEVICAen la poblacién de protozoos

y pH del rumen in vitro

Indicador Control  S. cerevisiae LEVICA 25 EE (¢) Sig.
Protozoos 2.46° 2.75° 2.81° 0.05%**
10° células mLt  (12.55) (16.30) (17.55) '

pH 6.68" 6.63° 6.34° 0.04***

b Medias con letras diferentes dentro de una misma fila, difieren a
P < 0.05 (Duncan, 1955). Datos transformados segun Ln X; medias
originales entre paréntesis *** P <0.001

LEVICA 25 lo redujo. Este efecto debe considerarse en
estudios futuros, donde se incluya esta levadura.

Tanto S. cerevisiae como LEVICA 25 incrementaron
la poblacion de protozoos del rumen.

La poblacion de bacterias celuloliticas no se
modifico en el tiempo de fermentacién, como se
muestra en la tabla 3.

La poblacion de protozoos se increment6 en las horas
de maxima fermentacion microbiana, es decir a las 4, 8
y 12 h. Hacia las 24 h, el comportamiento fue igual que
antes de iniciar la fermentacion.

El pH del rumen no se modificé alas 4y 8 h, en
relacion a la hora O (antes de iniciar la fermentacion). A
las 12 h, el pH se redujo de manera significativa
(P < 0.001), y continud su reduccion a las 24 h. Al
respecto, se debe destacar que el pH se redujo desde
6.77 hasta 6.17.

La inclusion de preparado microbiano con LEVICA
25 increment la produccion de gas in vitro (tabla 4). S.
cerevisiae produjo valores de gas intermedios entre el
control y LEVICA 25.

La produccién de gas se modificd con respecto al
tiempo de fermentacidn y se encontraron los mayores
valores a las 24 h de fermentacion.

Alas 4 h, en condiciones de fermentacion in vitro, la
produccién de metano fue 78.97; 45.21y 21.52 JL para
el tratamiento control de pasto estrella, S. cerevisiae y
LEVICA 25, respectivamente. Esto demuestra las po-
tencialidades de las levaduras como manipuladoras de
la fermentacion ruminal y reductoras de la metanogénesis
en ese organo (tabla 5). El tiempo de fermentacion tuvo
su influencia en la produccion de metano en rumen, la
cual se increment6é a partir de las
8 h, sin diferencias entre las 12 y 24 h.

Tabla 3. Efecto del tiempo de fermentacion en la poblacidn de bacterias celuloliticas,

protozoos y pH del rumen in vitro.

Tiempo, h

Indicador 00 40 80 120 240 Cc®)SH
Bacterias celuloliticas, 3.38 3.05 3.14 - - 0.16

10 6 ufc mL* (38.56) (27.33) (28.56)

Protozoos, 2500 2.84>  2.93° 2.76° 2342 0.07***

10° células mL-1 (12.79) (17.67) (19.63) (16.33) (10.92)

pH 6.77°  6.61° 6.78° 6.41°  6.17¢0 0.05***

ab.c Medias con letras diferentes dentro de una misma fila, difieren a P < 0.05 (Duncan
1955). Datos transformados seguin Ln X; medias originales entre paréntesis *** P <0.001
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Tabla 4. Efecto de las levaduras y el tiempo de fermentacion en la
produccion de gas in vitro a las 24 h de fermentacion, mL g

MS?
Tratamientos
Control S. cerevisiae LEVICA 25 EE (%) Sig
27.512 37.08% 55.01° - 5.96*
Tiempo, h
4.0 8.0 12.0 24.0
10.552 31.68% 4557°  71.67°  6.89 ***

abc Medias con letras diferentes dentro de una misma fila difieren a

P <0.05 (Duncan 1955). * P <0.05

Tabla 5. Efecto de las levaduras y el tiempo de fermentacion
en la produccién de metano in vitro a las 24 h de
fermentacion, il

Tratamientos

Control cere\?isiae LE\Z/éCA EE (¢) Sig

78.97°¢ 45.21° 21.522 6.74*>

Tiempo, h EE (z) Sig
4.0 8.0 12.0 24.0 9.32*

13.122 56.54° 59.61° 64.99°

abMedias con letras diferentes dentro de una misma fila
difierenaP <0.05 (Duncan 1955).*P<0.05  **P<0.01

Discusion

La aplicacién de diferentes estrategias orientadas a
reducir la metanogénesis ruminal ha alcanzado gran auge
en los ultimos afios (Moss 2002 y Dumitru et al. 2003).
Entre ellas, son de gran valor las dirigidas a incrementar
la eficiencia de utilizacion digestiva de los alimentos
fibrosos para los sistemas de alimentacién vacuna de
los paises tropicales.

En el trabajo se evidenci6 que el empleo de leva-
duras viables, tanto S. cerevisiae como LEVICA -
25, constituye una opcién adecuada para inhibir la
produccion de metano, ya que incrementa la pobla-
cion de bacterias capaces de fermentar los materia-
les fibrosos en el rumen. Esto contribuira, sin dudas,
a mayor digestibilidad de los materiales fibrosos. En
trabajos desarrollados por Marrero (2005) y Marrero
et al. (2008), al evaluar el efecto de levaduras via-
bles en la poblacidn de bacterias celuloliticas en ani-
males que consumieron dietas fibrosas de baja cali-
dad, se informaron resultados similares. Ademas, es-
tos resultados coinciden con los reportes de Newbold
et al. (1991) y Carro y Ranilla (2002).

De igual manera, los incrementos en las poblaciones
de bacterias viables totales que se obtienen cuando se
emplean cepas de levaduras como aditivos en dietas para
rumiantes fueron informados por Martin y Nisbet (1992),
Wallace y Newbold (1992) y Dawson y Girad 1997. Esto
pudiera estar dado porque las levaduras proveen de
factores de crecimiento, vitaminas del complejo B,
principalmente, y otros micronutrientes que estimulan
el crecimiento de las bacterias (Wiedmier et al. 1987,
Beharka y Nagaraja 1991 y Newbold et al. 1995)

***pP<0.001

Se han utilizado diferentes preparados microbianos
con levaduras viables, reconocidos como activadores
de la fermentacion ruminal (Diamond VXP, BIOSAF, S.
cerevisiae NCYC 1026 y NCY C 240, entre otros). Estos
constituyen una de las vias mas empleadas en el mundo
para mejorar la eficiencia de utilizacion de los nutrientes
en rumiantes. Al respecto, Dawson (1987) indicé que
estos incrementan el nimero de bacterias celuloliticas y
bacterias totales del rumen, asi como también la
concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
(Beharka y Nagaraja 1991) y el pH ruminal. En la
literatura internacional disponible existen incertidumbres
con respecto al efecto que ejercen los preparados con
levaduras viables en el pH del rumen. Varios autores
comprobaron que diferentes cepas de S. cerevisiae pue-
den aumentar el pH (Rader 1999 y Kamra et al. 2002) o
disminuir su variabilidad en dietas altas en concentrado
(Williams et al. 1991y Jeong et al. 1998), al parecer por
estimulacion de las poblaciones que consumen lactato.
En general, cuando se utilizan dietas altas en fibra no se
encuentran respuestas en el pH, fundamentalmente de-
bido a que en estas dietas el pH se encuentra en valores
cercanos a la neutralidad.

Con respecto a la produccion de metano y el pH,
Thauer y Shima (2006) sefialaron que las bacterias
anaerobias metanogenas son el principal factor bidtico a
nivel de rumen que interviene en la produccion de metano.
Estas utilizan diferentes sustratos, pero los principales
son el H, y el CO,. La eliminacion de estos gases,
principalmente del H,, garantiza la estabilidad del pH, lo
que favorece una 6ptima fermentacion ruminal.

La inclusion de células vivas de S. cerevisiae
L/25-7-13 en su medio de cultivo provoc6 aumento en la
produccién de gas acumulada y disminucién de la fase
lag, asi como incremento de la degradabilidad, tanto para
la MS como para la FDN de C. nlemfuensis, en
condiciones in vitro. lgualmente, la inclusion de esta
levadura en la fermentacion de cuatro leguminosas
tropicales, Leucaena leucocephala, Acacia cornigera,
Albizia lebbekoides y Enterolobium cyclocarpum,
redujo la fase lag, pero no modifico la razon de
colonizacion de la fibra (Rodriguez et al. 2006).

Cuando se inicia el proceso fermentativo, los
microorganismos comienzan su etapa de crecimiento y
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reproduccion, a partir de la disponibilidad de sustratos.
Es logico que entre las 2-8 h, después de iniciada la
fermentacion, se encuentre la méxima poblacion
microbianay luego, como consecuencia del agotamiento
de las fuentes alimenticias, comience la fase de
decrecimiento microbiano. No existe una explicacion
convincente para argumentar el resultado que se obtuvo
en este experimento. De cualquier manera, se deben
efectuar estudios posteriores que permitan dilucidar el
comportamiento que manifestd la poblacién de bacterias
celuloliticas durante el tiempo de fermentacion.

Los protozoos son microorganismos que tienen gran
importancia, ya que son capaces de fermentar los
azUcares y almidones en el rumen, ademas muchos de
ellos son celuloliticos. Sin embargo, su alta presencia en
el rumen de animales que consumen dietas fibrosas de
baja calidad no es conveniente, ya que compiten con el
resto de los microorganismos por los principios nutritivos,
tienen altos requerimientos de nitrogeno y pudieran
empeorar la situacion nutricional de los animales (Galindo
et al. 2009).

Se conoce que los protozoos guardan una relacion de
endosimbiosis con las bacterias metanogénicas. Cualquier
factor que reduzca la poblacion de protozoos, podra lavar
del rumen las bacterias metanogénicas. Todo parece indicar
que lareduccion en lapoblacién de bacterias metanogénicas
que produjeron S. cerevisiae y LEVICA 25 no guarda
relacion estrecha con el nimero total de protozoos.

Se concluye que los preparados con levaduras
Saccharomyces cerevisiae y LEVICA -25 reducen los
metanogenos y la metanogénesis ruminal, lo que brinda
la posibilidad de su empleo para mejorar la eficiencia de
utilizacién de la energia en ruminates, y puede contribuir
a mitigar el efecto de estos gases al medio.
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