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en la poblacion microbiana ruminal con sustrato de Pennisetum
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Para evaluar el efecto de un hidrolizado enzimatico de levadura Saccharomyces cerevisiae en la poblacién microbiana ruminal, se condujo un
experimento en condiciones in vitro. Se utilizo la técnica de cultivo sumergido con agitacién mecanica, en un bafio a 39 °C. Los tratamientos
correspondieron a los niveles de hidrolizado que se emplearon, y fueron: A) 0 (control), B) 75 mL/kg de concentrado/d y C) 100 mL/kg de
concentrado/d. Como sustrato a fermentar se utiliz6 Pennisetum purpureum vc. Cuba CT- 115, de 112 d de rebrote. Los muestreos se
efectuaron antes de incubar (hora 0) y a las 4 y 8 h después de iniciada la fermentacion. La poblacion de bacterias viables totales fue 20.89,
22.37y 50.47 x 10 * ufc/mL, para los tratamientos A, B y C, respectivamente. Se encontr6 interaccion significativa entre los tratamientos y
diferentes tiempos de fermentacion para las bacterias celuloliticas. Sus mayores poblaciones se encontraron a las 4 h después de iniciada la
fermentacion en los tratamientos donde se suministré 75 y 100 mL/kg de concentrado/d. No hubo efecto del hidrolizado en la poblacién de
bacterias proteoliticas, hongos y pH del rumen. Se concluye que el hidrolizado de Saccharomyces cerevisiae incrementa la poblacion total de
bacterias del rumeny es capaz de activar la poblacion de bacterias celuloliticas en las horas de méaxima fermentacion. Esto puede contribuir a

una mayor degradacion de la fibra en los rumiantes
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Pérez (2000) obtuvo y caracterizé un hidrolizado de
levaduras Saccharomyces cerevisiae, a partir de crema
de destileria con la utilizacion de un crudo enzimatico de
la cepa de Bacillus subtilis e informo el efecto que
produce en la fisiologia digestiva de pollos de ceba.
Refirié ademas, que los hidrolizados de levaduras son
capaces de producir efectos prebidticos en los animales
monogastricos, debido a la presencia de sustancias
activas, que son componentes estructurales de la pared
celular, entre las que se destacan los oligosacéridos de
glucano y manano.

En los animales rumiantes, estas sustancias y dife-
rentes productos de similar o diferente origen, se inclu-
yen en el nombre genérico de aditivos zootécnicos (Caja
et al. 2003). Entre estos se destacan: antibidticos
iondforos (Ipharraguerre y Clark 2003, Galindo et al.
2003 y Guan et al. 2006), &cidos organicos (Nisbet y
Martin 1990, Carro y Ranilla 2003 y Carro et al. 2006),
extractos vegetales (Cardozo et al. 2004, Cardozo et al.
2005 y Busquet et al. 2006) y enzimas (Beauchemin
and McGinn 2005, Colombatto et al. 2003 y Dean et al.
2005), los que incrementan la eficiencia de utilizacion
digestiva de los alimentos.

Sin embargo, en Cuba no se han realizado trabajos
que permitan evaluar el efecto de un hidrolizado
enzimatico de levadura en animales rumiantes. Surge
asi la necesidad de iniciar un conjunto de investigacio-
nes que posibiliten dilucidar sus potencialidades para estos
propositos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la inclusion de un hidrolizado enzimético de
levadura Saccharomyces cerevisiae en la poblacion
microbiana ruminal en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos

Tratamientos experimentales. Se evaluaron tres tra-
tamientos, segun disefio completamente aleatorizado, en
arreglo factorial 3 x 3. Los tratamientos se disefiaron a
partir de la inclusion de dos niveles de hidrolizado
enzimatico de levadura Saccharomyces cerevisiae y un
control: A) control, B) 75 mL/kg de concentrado/d y C)
100 mL/kg de concentrado/d.

El hidrolizado enzimético de levadura Saccharomyces
cerevisiae se obtuvo a partir de la metodologia descrita
por Pérez (2000). Su composicién quimica fue: 15-20 %
de materia seca, 40 % de proteinas, 16 % de cenizas,
84 % de materia organica, 15 % de &cidos nucleicos,
25% de polisacéridos, 15 % de lipidos y 5 % de
compuestos hidrosolubles, como nucle6tidos,
amino&cidos, vitaminas y minerales.

El hidrolizado de levadura S. cerevisiae empleado
en este estudio tenia una concentracion de oligosacaridos
de glucanos de 3.34 % * 0.35. A partir de esta
informacidn, se seleccionaron las dosis de 75 vy
100 mL/kg de concentrado/d. Estas dosis equivalen,
aproximadamente, a 97.5y 130 mg de B (1,3) glucano/kg
de concentrado, respectivamente. La dieta experimental
consistio en Pennisetum purpureum clon Cuba CT-115,
de 112 d de rebrote.

Para la preparacion de P. purpureum vc. Cuba CT-
115, se recolectaron, aproximadamente, 2 kg de tallos y
hojas de 25 plantas tomadas al azar, realizando el corte a
20 cm del suelo. El material recolectado se seco en estufa
a 60 °C durante 48 h. Se molio hasta alcanzar tamafio
de particula de 1 mm. Su composicién quimica se
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determino segin AOAC (1995). La MS fue de 23.5y su
contenido en base a MS fue 7.25; 68.70; 40.24; 6.98;
28.40; 0.56 y 0.29% de PB, FDN, FDA, lignina, celulosa,
calcio y fésforo, respectivamente.

Procedimiento experimental. Se utilizé la técnica
de cultivo sumergido, con agitacién mecénica, en un bafio
de temperatura controlada a 39 °C. En el mismo se co-
locaron 18 frascos de fermentacién de 250 mL de capa-
cidad, y dentro de estos se introdujeron los alimentos a
evaluar y 100 mL de una mezcla liquida, integrada por
fluido de rumen y solucién amortiguadora, en una rela-
cién de una parte de liquido ruminal, dos partes de solu-
cién amortiguadora.

El inoculo ruminal se obtuvo a partir de dos toros
mestizos estabulados y canulados en rumen, alimentados
con una dieta de forraje de gramineas, sin suplementacién
adicional y libre acceso al agua. La muestra de liquido
ruminal se recolectd a través de la canula, con la ayuda
de una bomba de vacio. Se conservo en un termo
herméticamente cerrado hasta su traslado al laboratorio,
donde se filtrd a través de muselina.

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

Los muestreos se efectuaron a las 0 (antes de
incubar), 4 y 8 h después de iniciada la fermentacion.
Para ello se retiraron de la incubacion los frascos que
correspondian a cada uno de los tiempos de muestreo.
Se replico seis veces en tiempo.

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, proteoliticas y hongos anaero-
bios.

La siembra de bacterias viables totales, proteoliticas
y celuloliticas se efectué en los medios de cultivo de
Caldwell y Bryant (1966), modificado por Elias (1971) y
Galindo (1988). Para la determinacion de la poblacion
de hongos anaerobios se utilizo el medio de cultivo de
Joblin (1981). EI numero de unidades formadoras de
coloniay de talo se determind con una lupa por conteo
visual de aparicion de las colonias en los tubos rodados.
El pH del liquido ruminal se midi6 en pH- metro digital,
marca WPA.

Tratamiento estadistico a los conteos de
microorganismos. El tratamiento estadistico se
efectué de acuerdo con el disefio experimental,
con el propdsito de identificar interaccién entre
los tratamientos (dosis de hidrolizado y los tiempos
de fermentacion, horas de muestreo). Se utilizo la
décima de Duncan para P < 0.05 en los casos
necesarios.

Los conteos de microorganismos se transformaron
segun Ln N, para garantizar las condiciones de norma-
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lidad en la curva de crecimiento. Para el analisis se apli-
c6 laformula (K+N).10%, donde:

K = constante que representa el logaritmo de la dilu-
cién donde se inocul6 el microorganismo

N = logaritmo del conteo de colonias, determinado
como ufc x mL*?, uft x mL?, 6 células x mL™*

10 = base de los logaritmos

X = dilucion a la cual se efectu0 la inoculacion

Resultados

No se encontrd interaccion significativa entre los tra-
tamientos y las horas de muestreo en las medidas de
bacterias viables totales, proteoliticas, hongos y pH del
rumen. La inclusion de 100 mL/kg de concentrado/d de
hidrolizado de levadura Saccharomyces cerevisiae
incrementd (P < 0.05) la poblacién de bacterias viables
totales (tabla 1), al alcanzar el valor de 50.41 x
10* ufc/mL.

No se encontro efectos, debido a la inclusion del
hidrolizado de levadura S. cerevisiae en las pobla-
ciones de bacterias proteoliticas y hongos ruminales.
La poblacion de bacterias proteoliticas fue de 22.26,
19.48 'y 17.59 x 10" ufc/mL para los tratamientos con-
trol, 75y 100 mL/kg de concentrado/d de hidrolizado,
respectivamente.

El pH del rumen se mantuvo en valores superio-
res a 7, sin diferencias entre los tratamientos experi-
mentales.

Tabla 1. Efecto de diferentes dosis de un hidrolizado enzimético
de levadura S. cerevisiae (mL/kg de concentrado/d)
en algunas poblaciones microbianas y el pH ruminal

en in vitro

Medidas 0 75 mL 100 mL EE * Sign

Bacterias viables totales, 2332 2432 3.26° 0.27*

10 ufc/mL (20.89) (22.37) (50.41)

Hongos, 10° uft/mL 150 222 199 0.26
(10.59) (20.81) (11.59)

Bacterias proteolticas, 217 259 252 0.25

107 ufc/mL (22.26) (19.48) (17.59)

pH 739 736 734 013

Datos transformados segun log X

Valores entre paréntesis corresponden a las medias originales
b Medias con letras diferentes difierena P < 0.05 (Duncan 1955)
*P<0.05

Al hacer un analisis acerca del efecto del tiempo de
fermentacion en las poblaciones de bacterias viables to-
tales, proteoliticas y hongos del rumen, asi como del pH,
se demostrd que la poblacion de bacterias viables tota-
les se increment6 desde las 4 h después de iniciada la
fermentacién, y no difirié con la poblacion que se encon-
tré a las 8 h (tabla 2).

Las bacterias proteoliticas y el pH del liquido ruminal
no se modificaron de manera significativa en el tiempo
de fermentacion.
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Tabla 2. Efecto del tiempo de fermentacion, horas,
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en algunos

microorganismos de la poblacion microbiana ruminal y el pH en
dietas con hidrolizado enzimatico de levadura S. cerevisiae en con-

diciones in vitro

Tiempo de fermentacion, h

Medidas 5 2 5 EE + Sign

Bacterias viables totales, 1.732 3.20° 3.09° 0.27%**

10" ufc/mL (16.70)  (38.37) (38.59)

Bacterias proteoliticas, 2.18 2.64 2.47 0.25

107 ufc/mL (15.89) (24.78) (18.67)

Hongos, 105 uft/mL? 1.89% 2.46P 1.36° 0.26*
(12.74)  (20.56)  (9.70)

pH 7.17 7.40 7.52 0.13

ab.c Medias con letras diferentes difieren a P < 0.05 (Duncan 1955)
*** P < 0.001; Datos transformados segun log X
Valores entre paréntesis corresponden a las medias originales

Los hongos presentaron su mayor poblaciénalas 4 h
(20.56 10° uft/mL), para reducir su nimero a las 8 h
(9.70 10° uft/mL). La poblacién de este grupo microbiano
presentd valores intermedios antes de iniciar la fermen-
tacién (hora 0).

Se encontro interaccion significativa (P < 0.01)
entre los tratamientos y tiempos de fermentacién en
la poblacion de bacterias celuloliticas del rumen. La
figura 1 muestra los efectos. Como se puede obser-
var, a las 4 h después de iniciada la fermentacién, se
encontraron las mayores poblaciones de bacterias
celuloliticas en los tratamientos donde se suministro
75y 100 mL/kg de concentrado/d. De igual manera,
esta poblacion se increment6 a las 8 h, cuando se
utilizo la dosis de 75 mL/kg de concentrado/d; pero el
suministro de la dosis de 100 mL/kgde concentrado/d
produjo un descenso de este grupo microbiano, as-
pecto que se debe considerar en futuras investiga-
ciones.
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Discusion

Es evidente que el hidrolizado enzimatico de levadu-
ra Saccharomyces cerevisiae ejerce efecto activador
de las poblaciones de bacterias viables totales y
celuloliticas del rumen en condiciones in vitro. Resulta-
dos similares mostraron Marrero (2005) y Marrero et
al. (2008), al evaluar levaduras viables, al igual que Sosa
(2006) cuando estudié el efecto del hongo conidial
Aspergillus oryzae en dietas fibrosas para rumiantes.
Estos resultados también coinciden con los informes de
otros autores como Newbold et al. (1991), Varel et al.
(1993) y Varel y Kreikemeier (1994).

En la literatura se informa que las poblaciones de
bacterias viables totales se incrementan cuando se em-
plean cepas de levaduras como aditivos en dietas para
rumiantes (Martin y Nisbet 1992). Esto puede tener su
origen en que las levaduras proveen de varios factores
de crecimiento a las bacterias ruminales, como las vita-

% &)

1 o

7 ;
‘J |

73 100

Tatarmientos

al

o4 o

Figura 1. Efecto del nivel de un hidrolizado enzimatico de levadura S. cerevisiae (mL/kg de concentrado/d) y el tiempo
de fermentacion en la poblacion de bacterias celuloliticas ruminales, 107 ufc/mL

EE +0.33*** (0,4y 8 h)
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minas del complejo B, los &cidos grasos de cadena corta
(AGCC) y de cadena ramificada, las provitaminas y los
micronutrientes (Wiedmier et al. 1987, Beharka y
Nagaraja 1991, Newbold et al. 1995 y Dawson y Girad
1997).

Los resultados que se alcanzaron en las poblaciones
de bacterias proteoliticas pudieran ser objeto de investi-
gaciones futuras. Al respecto, se debe considerar que la
proteolisis ruminal es resultado de la accién de las
proteasas microbianas sobre las proteinas. Esta facul-
tad se atribuye, generalmente, a la mezcla total de bac-
terias del rumen (Galindo 1988), ya que las bacterias
proteoliticas solamente comprenden del 12 al 43 % del
total de la poblacién bacteriana en el rumen.

Entre las bacterias de mayor actividad proteolitica se
encuentran especies que presentan una alta capacidad
para degradar la fibra o algunos de sus componentes
como hemicelulosa y pectina, entre ellas Butyrivibrio
fibrisolvens, Fibrobacter succindgenes (Russell et al.
1981, Hazlewood et al. 1983 y Nava y Diaz 2003). Otras
bacterias importantes en la proteolisis ruminal son
Bacteroides ruminicola y Streptococcus bovis
(Galindo 2009).

Es importante destacar que desde el punto de vista
biolégico, lamayor poblacion de hongos celuloliticos que
se encontrd, cuando se suministraron 75 mL/kg de con-
centrado/d de hidrolizado de levaduras, pudiera duplicar
la degradacion de la fraccién fibrosa en el rumen, ya
que tienen capacidad enzimatica para penetrar alimen-
tos fibrosos a través de los estomas, colonizar los tejidos
altamente lignificados de los forrajes tropicales y
solubilizar las partes lignificadas de las paredes celula-
res de las plantas. Sus celulasas se consideran las méas
activas en la degradacién de la celulosa cristalina (Akin
et al. 1983 y Akin et al. 1989).

Todo esto hace que el incremento sea de gran utili-
dad en la degradacion de forrajes de baja calidad. Al
respecto, se ha demostrado que los hongos anaerébicos
del rumen poseen diferentes enzimas que pueden de-
gradar los carbohidratos contenidos en las paredes celu-
lares de los vegetales, como la celulosa y hemicelulosa,
y su accién es mayor a las bacterias (Dehority y Tirabasso
2000).

Aungue no se han informado evidencias acerca de
que los hongos anaerdbicos del rumen pueden utilizar
lignina como fuente de carbono, estos organismos disol-
vieron hasta 16 % de la lignina contenida en la paja 'y
heno de trigo en condiciones in vitro (Heath et al. 1983
y Orpin 1984). Ademas, pueden degradar y debilitar los
tejidos lignificados de diferentes forrajes fertilizados con
azufre (Akin et al. 1983).

La informacién que se obtuvo en este trabajo con
respecto a la poblacién de bacterias celuloliticas demues-
tra que el hidrolizado de levaduras que se evalué puede
activar la flora celulolitica en las horas de méxima fer-
mentacion de la fibra. Son diversos los estudios in vivo
donde se observan aumentos en las poblaciones de bac-
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terias celuloliticas, incluso en mayor proporcion que las
bacterias viables totales, cuando se incluyen levaduras
como aditivos (Wiedmeier et al. 1987, Harrison et al.
1988, Martiny Nisbet 1992, Wallace y Newbold 1993y
Dawson y Girad 1997).

El aumento en la poblacion de bacterias y hongos
celuloliticos en el rumen puede explicar el incremento
en la digestibilidad de materia seca y fibra acido deter-
gente, asi como en la tasa de degradacion de fibra que
se ha verificado en animales que reciben levaduras
(Offer 1990). Es muy probable que los componentes de
su pared también ejerzan efectos estimuladores por de-
terminados mecanismos que deben ser objeto de estudio
en investigaciones futuras.

Wallace (1994), al desarrollar un estudio detallado
acerca de la manipulacién de la fermentacién ruminal
mediante la utilizacion de aditivos alimenticios microbianos
y anti microbianos, inform6 que estas sustancias
incrementan en 50-100 % la poblacion de bacterias via-
bles totales en el rumen. Esto, unido a la activacion de la
poblacién de bacterias celuloliticas y a las que utilizan
acido lactico, explica la mejora en la degradabilidad de
la fibra y mejoran el ambiente ruminal.

Informaciones obtenidas a partir de investigaciones
desarrolladas por Carro y Ranilla (2002) demuestran
que los aditivos de origen microbiano, dentro de los cuales
se puede incluir al hidrolizado enzimatico de levaduras,
provocan modificaciones en la poblacién microbiana
ruminal y sus patrones fermentativos. Esto se traduce
en aumentos de la produccion de propionico, disminucion
de la produccion ruminal de metano, de acido lactico, asi
como en la disminucion de la degradacién proteicay en
la desaminacion de los aminoacidos. Todos estos cambios
incrementan la eficiencia del metabolismo energético y
nitrogenado en el rumeny en el animal, lo que se traduce
en beneficios econdémicos y medio ambientales.

Los resultados que se presentan en este trabajo cons-
tituyen un valioso aporte, no solamente en el plano rela-
cionado con la aplicacion practica de técnicas manipula-
doras de la fermentacion microbiana ruminal, sino que
trazan procedimientos para la evaluacion de posibles
candidatos a productos activadores de la fermentacién
microbiana ruminal basados en hidrolizados de
microorganismos.

A partir de los resultados que se alcanzaron en este
estudio, se concluye que el hidrolizado enzimatico de le-
vadura Saccharomyces cerevisiae ejerce efecto
estimulador de la poblacion microbiana ruminal en con-
diciones in vitro.
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