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En una dieta basada en Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115, en condiciones in vitro, se determind el efecto de la adicion de Aspergillus
oryzae en la microbiota ruminal y en algunos productos finales de la fermentacion. El experimento se realizé segin disefio completamente
aleatorizado, con arreglo factorial 4 x 3 para los microorganismos, y 4 x 6 para los productos finales de la fermentacion. Los tratamientos
consistieron en un control, sin inocular, y tres vias de inclusion del aditivo: cultivo del hongo, biomasa sin medio y caldo de cultivo. Se
realizaron tres repeticiones por tratamiento. Como indicadores fermentativos se determinaron las concentraciones de bacterias anaerobias
totales, celuloliticas, proteoliticas, hongos y protozoos, acidos grasos de cadena corta totales (AGCCt), amoniaco y pH ruminal. Se tomaron
muestras para determinar las poblaciones microbianas a las 0, 3y 6 h, y para el pH y los productos finales de la fermentaciénalas 0, 3, 6, 9,
12y 24 h. Con laadicidn de este aditivo aumentaron las poblaciones de bacterias anaerobias totales, celuloliticas y hongos. La concentracion
de AGCC totales aument6 1.66 veces y los niveles de NH, disminuyeron. Con respecto a las bacterias proteoliticas, los protozoos y el pH,
no se encontraron diferencias en relacion con el control sin inocular. Se concluye que la adicion de Aspergillus oryzae con su medio de cultivo
favorece la fermentacion ruminal in vitro de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115, al incrementar determinadas poblaciones microbianas

y la concentracion de AGCC totales.
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Entre las estrategias de manipulacion del ecosistema
ruminal, la utilizacion de aditivos es de especial interés.
Un gran nimero de sustancias, entre las que se desta-
can los antibioticos, &cidos orgéanicos, extractos vegeta-
les y enzimas (Carro et al. 2006, Guan et al. 2006, Eun
y Beauchemin 2007 y Liu et al. 2007), se emplean ac-
tualmente como promotores del crecimiento. Sin embar-
go, laaplicacion de la mayoria de estos productos quimi-
cos requiere de grandes insumos, ademas de ir en con-
tra de las restricciones para la proteccion del medio
ambiente, que cobran cada dia mayor importancia a ni-
vel mundial. Ante esta realidad, es necesario estudiar
otro tipo de aditivo de origen microbiano.

Los extractos de la fermentacion de Aspergillus oryzae
se encuentran entre los productos de uso méas difundido en
las dietas para rumiantes. La inclusion de este tipo de adi-
tivo provoca efectos beneficiosos, al modificar las pobla-
ciones microbianas del rumen. El crecimiento de la
microbiota ruminal estimula una mayor velocidad de de-
gradacion de la fibray contribuye a la estabilizacion del pH
ruminal. Esto explica el aumento de la ingestion de alimen-
tos y de la produccion de leche que se observa en los ani-
males que consumen estos aditivos (Gémez-Alarcon et al.
1991, Humphry et al. 2002 y Kim et al. 2006).

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de
diferentes vias de inclusion de una cepa de Aspergillus
oryzae en los microorganismos del rumen y en algunos
productos finales de la fermentacion de Pennisetum
purpureum vc. Cuba CT-115, en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos

Preparacion del material vegetal. Como sustrato
se utilizo forraje de Pennisetum purpureum vc. Cuba

CT-115, de 112 d de rebrote. Las plantas se sembraron
en junio y estaban plenamente establecidas en un suelo
ferralitico rojo tipico (Herndndez et al. 1999), sin riego
ni fertilizacion. Se recolectaron, aproximadamente, 2 kg
de tallos y hojas, de 25 plantas tomadas al azar. El corte
se realiz6 a 20 cm del suelo. El material recolectado se
seco en estufa a 60 °C, durante 48 h. Se moli6 hasta
alcanzar tamafio de particula de 1 mm. La MS fue de
23.5 %. La composicién quimica del forraje se determi-
n6 mediante los métodos descritos por Herrera et al.
(1980) y se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de Pennisetum
purpureum vc. Cuba CT-115 que se
emple6 como sustrato.

Indicador % Base Seca
PB 9.20
FDN 75.56
FDA 42.46
Celulosa 38.89
Lignina 5.85
Calcio 0.52
Fésforo 0.28
Cenizas 11.28

Obtencion del contenido ruminal. Como donantes
del contenido ruminal, se utilizaron dos toros mestizos
Holstein x Cebd, con 450 kg como peso promedio,
canulados en rumen. Se mantuvieron en condiciones de
estabulacion y se adaptaron a la dieta que se utilizé como
sustrato, durante los 14 d previos a la toma de muestra.
El liquido de rumen se extrajo mediante la canula, con la
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utilizacion de una bomba de vacio, antes del consumo de
alimento en la mafana, segln lo descrito por Kamra y
Agawal (2003). Inmediatamente, las muestras se tras-
ladaron al laboratorio, en termos con capacidad para
750 mL, con cierre hermético. Después se filtraron a
través de muselina.

Determinacion de las poblaciones microbianas,
pH y productos finales de la fermentacion. El expe-
rimento se realiz6 segln disefio completamente
aleatorizado, con arreglo factorial 4 x 3 para los
microorganismos, y 4 X 6 para los productos finales de la
fermentacion. Se evaluaron cuatro tratamientos: 1) die-
ta base (Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115), 2)
dieta més cultivo de Aspergillus oryzae (cepa H/6.28.1
de la coleccion del Instituto Cubano de Investigaciones
de los Derivados de la Cafia de Azucar, ICIDCA), 3)
dieta mas biomasa de A. oryzae, sin medio (sedimento)
y 4) dieta mas caldo de cultivo de A. oryzae
(sobrenadante). Se realizaron tres repeticiones por tra-
tamiento.

Se utilizaron tubos de centrifuga de 250 mL de capa-
cidad, que contenian 1.5 g de forraje de Pennisetum
purpureum vc. Cuba CT-115 y 150 mL de una mezcla
de liquido de rumen y solucion de saliva artificial
(McDougall 1948), en proporcion 1:3 (v/v). La mezcla
de los componentes y la distribucién en los tubos se rea-
liz6 bajo corriente de CO,, con el proposito de garantizar
las condiciones de anaerobiosis.

Los tubos se incubaron y se colocaron de for-
ma aleatoria en un bafio de agua, a temperatura
controlada de 39 °C, con agitacion a 100 r.p.m. Se
retiraron alas0, 3,6,9, 12y 24 h para latoma de
muestras.

Para determinar las poblaciones microbianas, las
siembras se realizaronalas 0, 3y 6 h, en tubos roda-
dos, en condiciones de anaerobiosis estricta (Hungate
1969). Las bacterias anaerobias totales, celuloliticas
y proteoliticas se sembraron en los medios de cultivo
descritos por Elias (1971). Para el cultivo de los hon-
gos del rumen, se utilizé el medio propuesto por Joblin
(1981). Las diluciones se realizaron en el medio NRF,
sin agar (Elias 1971). Los conteos de colonias se hi-
cieron con lupa. Las bacterias anaerobias totales y
proteoliticas se contaron a las 72 h; las celuloliticas y
los hongos a las 120 h. EI pH se midié en un pH me-
tro digital. Los protozoos se tifieron con solucion de
violeta genciana (0.01 %) en &cido acético glacial
(1%) (v/v) y se contaron con el microscopio éptico,
en camara de Neubauer. Los AGCC se determina-
ron por el método de Pennington (1952). El amoniaco
se determind segin Conway (1957).

Analisis biométrico. Los resultados experimentales
se procesaron mediante el programa InfoStat versién
1.1 (InfoStat 2002). Para los conteos de microorganismos,
los datos se transformaron segln Ln X. Para la compa-
racion de las medias se utiliz6 la décima de Duncan (1955)
(P <0.05).
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Resultados y Discusién

Al analizar el comportamiento en el tiempo de los
diferentes indicadores para cada tratamiento, se en-
contrd interaccion para las bacterias celuloliticas,
hongos, bacterias anaerobias totales y AGCC tota-
les. Para el resto de los indicadores, no existio esta
interaccion.

Con la adicion de Aspergillus oryzae hubo au-
mento de las bacterias celuloliticas, los hongos y las
bacterias anaerobias totales (figura 1). Estos resul-
tados concuerdan con los informados por Varel et al.
(1993), Varel y Kreikemeier (1994) y Beharka y
Nagaraja (1998). En todos los casos, los valores maxi-
mos de crecimiento de estos microorganismos se ob-
tuvieron a las seis horas después de iniciado el expe-
rimento, cuando se adiciond el hongo con su medio
de cultivo.

Para las bacterias celuloliticas, los resultados
coinciden con los de diversos autores, quienes en
estudios in vitro encontraron incremento de es-
tas bacterias con la adicion del hongo (Wiedmeier
et al. 1987, Frumholtz et al. 1989 y Newbold et
al. 1991). Ademas, en estudios con cultivos puros
de bacterias ruminales, se demostrd que la adicion
de A. oryzae aumenta la velocidad de crecimiento
de dos de las principales especies celuloliticas,
Ruminococcus albus y Fibrobacter succino-
genes (Beharka y Nagaraja 1998). Las bacterias
celuloliticas son el grupo principal que participa en
la degradacién de los alimentos fibrosos. Teorica-
mente, el aumento en el crecimiento de estas es-
pecies implica mayor digestion de la fibra. Aun-
que en este estudio no se evalud el efecto de A.
oryzae en la digestibilidad de las fracciones
fibrosas, en otras investigaciones si se demostro
incremento en este indicador, como consecuencia
del aumento de las poblaciones celuloliticas
(Gomez-Alarcon et al. 1991 y Bertrand y Grime
1997).

El incremento de las poblaciones fungicas ob-
tenido en este experimento coincide con los resul-
tados de la Universidad Estatal de Washington,
donde se demostro que en presencia de A. oryzae
aumentd en 27 % la poblacion del hongo
Neocallimastix frontalis, predominante en el
rumen (Welch et al. 1996). Sin embargo, Fondevila
et al. (1990) y Oellermann et al. (1990) no en-
contraron diferencias en los hongos del rumen con
la adicién de A. oryzae. Los hongos anaerobios
del rumen poseen una habilidad Unica para pene-
trar alimentos fibrosos y colonizar los tejidos alta-
mente lignificados de los forrajes. Sus celulasas
se consideran las mas activas en la degradacion
de la celulosa cristalina. Todo esto hace que su
incremento sea de gran utilidad en la degradacidn
de forrajes de baja calidad.
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Figura 1. Efecto de las diferentes vias de inclusion de A. oryzae en las poblaciones de bacterias
celuloliticas (10°ufc mL), hongos celuloliticos (10°ufc’»mL*) y bacterias anaerobias tota-

les (10" ufc mL™Y

El incremento en el namero de bacterias totales,
como consecuencia de la inoculacién de A. oryzae,
ha sido informado también por Newbold et al. (1991),
Varel et al. (1993) y Varel y Kreikemeier (1994),
quienes utilizaron sustratos similares al de este estu-
dio. ElI aumento de las poblaciones de bacterias
anaerobias totales se traduce en mayor sintesis de
proteina microbiana disponible para el animal. El efec-
to estimulador de A. oryzae en estos grupos
microbianos conduce a pensar que esta cepa es ca-
paz de mejorar el ecosistema ruminal, lo que podria

implicar incremento en la utilizacion de forrajes de
baja calidad; ademas de contribuir a mejorar el com-
portamiento general del animal.

AUn no se han esclarecido los mecanismos por los
que el hongo aerobio A. oryzae estimula el crecimiento
de las poblaciones ruminales. La hipotesis de que solo
pudiera ser por la accion de algun metabolito segregado
durante su crecimiento es inconsistente, al observar que
los mejores resultados se obtuvieron con la adicion del
microorganismo en su medio de cultivo, y no con los
productos de su crecimiento.
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En estudios con Saccharomyces cerevisiae se su-
giere que la levadura provee factores estimuladores del
crecimiento para las bacterias ruminales, como las vita-
minas del complejo B 0 AGCC de cadena ramificada
(Wiedmeier et al. 1987 y Jouany 2006). En el caso del
hongo A. oryzae, algunos autores plantean que se adi-
cionan cantidades muy pequefias, como para que la pro-
duccion de factores de crecimiento explique el incre-
mento de las poblaciones microbianas. Sin embargo, Elias
(1971) demostrd que concentraciones de 0.002 mg.mL!
de vitaminas del complejo B podrian estimular el creci-
miento de las bacterias del rumen. Seria necesario estu-
diar la produccion de estas sustancias por Aspergillus
oryzae en las condiciones del rumen, para determinar si
un posible mecanismo de accion es la produccion de estos
factores de crecimiento.

La tabla 2 presenta el comportamiento de las bacte-
rias proteoliticas y los protozoos ante los diferentes tra-
tamientos. En las poblaciones de bacterias proteoliticas
no hubo diferencias entre las tres vias de adicion del
aditivo y el control sin inocular.

No se ha encontrado informacion que demuestre la
accioén de A. oryzae en el crecimiento de cultivos puros
de especies proteoliticas. Pocas investigaciones evalua-
ron el efecto del hongo en este grupo fisiolégico. Solo
Oellermann et al. (1990) observaron disminucién de es-
tas bacterias con la adicién A. oryzae.

A pesar de su importancia en el buen funciona-
miento del rumen, se presta poca atencion al efecto
de los aditivos microbianos en las poblaciones de
protozoos. Con los tratamientos evaluados, en este
estudio no se observaron diferencias en este grupo
de microorganismos.

El andlisis de trabajos realizados por otros autores
demuestra que los resultados son variables. Frumholtz
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et al. (1989) encontraron reduccion de 45 % en el nd-
mero de protozoos, con la adicion de A. oryzae en con-
diciones in vitro. Sin embargo, en estudios in vivo, hubo
aumento en el niamero de estos microorganismos
(Oellermann et al. 1990).

El efecto del tiempo en las poblaciones de bacte-
rias proteoliticas y protozoos se muestra en la tabla
3. En las bacterias proteoliticas hubo aumento de es-
tas poblaciones a la hora seis. Este resultado se pu-
diera relacionar con la mayor disponibilidad de
nutrientes, producto de la degradacion del sustrato.
Como se trata de un material con alto contenido de
fibra, su degradacion tiene lugar a menor velocidad
que otros alimentos ricos en carbohidratos solubles.
Estos, al utilizarse en menor tiempo, posibilitan que el
crecimiento microbiano ocurra a horas mas cercanas
al inicio de la fermentacion.

Con respecto a los protozoos, se observé disminu-
cion de este grupo microbiano a las 24 h. Al tratarse de
un sistema in vitro, en el cual no hay suministro de
nutrientes y el sistema presenta las condiciones de una
fermentacion Batch, los nutrientes se agotan y comien-
zan a acumularse metabolitos secundarios. Ambos as-
pectos pudieran influir en la disminucién del nimero de
protozoos.

En la tabla 4 se presenta el efecto de A. oryzae en la
concentracion de AGCC totales (mmol L*). Es impor-
tante destacar que las mayores concentraciones de
AGCC totales se encontraron al adicionar A. oryzae en
su medio de cultivo, alas 9, 12 y 24 h después de inicia-
da la fermentacion, aunque la adicién de la biomasa sin
el medio (sedimento) también mostré diferencias, con
respecto al control sin inocular.

Estos resultados concuerdan con los de otros auto-
res, como Martin y Nisbet (1990). La explicacion de

Tabla 2. Efecto de las diferentes vias de inclusion de A. oryzae en las poblaciones de bacterias

proteoliticas y protozoos del rumen

Tratamientos
Indicad . i . EE + Sign.
neicadores Dieta Base Cultivo de Biomasa Caldg de o
A. oryzae cultivo
Bacterias proteoliticas (10° ufc mL™?) 3.28 3.33 3.26 3.28 0.04
(26.71)  (28.22) (26.41) (26.88)
Protozoos (10* célula mL™) 1.67 174 1.73 1.61 0.11
(5.85) (6.05) (6.10) (5.74)

Datos transformados segun Ln X.
Media de los datos originales entre paréntesis

Tabla 3. Efecto del tiempo en las poblaciones de bacterias proteoliticas y protozoos del rumen

. Horas .
Indicadores 5 5 5 % o EE + Sign.
Bacterias proteoliticas (10° ufc mLY) 3,192 3.212 3.46° - - - 0.04***

(24.52) (24.83) (31.82)
Protozoos (10* célula mL) 1.71> 1.86° 1.77° 1.84° 1.68> 1.26® 0.14*
(5.82) (6.68) (7.25) (6.44) (5.71) (3.72)

®\/alore con letras no comunes por fila difieren a P<0.005 (Duncan 1955). Datos transformados segun Ln

X. Media de los datos originales entre paréntesis.

*P<0.01***P<0.001
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Tabla 4. Efecto de las diferentes vias de inclusion de A. oryzae en la concentracion

de AGCC totales (mmol/L)
Tratamientos
Horas Dieta Base CUE';I;Z:: A. Biomasa C?&?t?vge EE + Sign.
0 35.162 34.69° 34.932 34.69°
3 42.01° 46.73° 44.13¢ 41.42°
6 47.08° 62.30 56.29¢ 51.68¢ 1.45%**
9 51.92¢ 75.52" 71.049 58.53¢
12 55.69d° 84.96' 79.30" 59.47¢f

abedefahii |_etras distintas difieren significativamente a P < 0.05 (Duncan 1955)

***P<0.001

este aumento podria ser la mayor utilizacion del sustrato,
debido al incremento de determinadas poblaciones del
rumen. Sin embargo, en algunos estudios in vivo, no se
observaron cambios en las concentraciones de AGCC
totales (Gomez -Alarcén et al. 1990, Caton etal. 1993y
Varel y Kreikemeier 1994).

La magnitud de la sintesis de AGCC es un indicador
de la utilizacion potencial del alimento en los animales
rumiantes (Kamra y Agarwal 2004). El hecho de que en
este estudio aumentaran las concentraciones de AGCC
totales con la adicion del hongo, indica que hubo mayor
utilizacion del sustrato. Por tanto, el uso de este aditivo
podria mejorar la eficiencia de produccién de los anima-
les que lo consuman.

En la tabla 5 se muestran los valores de pH y amo-
niaco. La adicion de A. oryzae no modifico el pH del
medio en las condiciones experimentales de esta inves-
tigacion. En la mayoria de los trabajos, donde se incluye
este aditivo microbiano, no se observaron alteraciones
enel pH ruminal (Caton et al. 1993y Varel y Kreikemeier
1994).

En el caso del NH,, hubo disminucién en todos los tra-
tamientos, con respecto al control sin inocular. Esto se pue-
de deber al aumento de la sintesis de proteina microbiana,
lo que concuerda con el incremento de las poblaciones de
bacterias totales, celuloliticas y hongos. Este resultado co-
incide con lo informado por Williamy Newbold (1990), quie-
nes afirman que al incorporar cultivos fangicos a la alimen-
tacion de rumiantes, se reducen los niveles de nitrégeno
amoniacal, probablemente como consecuencia de la elevada
utilizacién de amonio para la sintesis de proteina microbiana.
Kamray Agarwal (2004) también plantearon que la adicion de
A. oryzae incrementa la sintesis de proteina microbiana, y es-
timula asi el crecimiento de bacterias especificas.

Varios autores observaron que la adicion de A. oryzae
estimula la produccion de NH, por la microbiota ruminal
(Arambel et al. 1987, Frumholtz et al. 1989 y Martin y
Nisbet 1990), lo que sugiere que los aditivos microbianos
propician la proteolisis in vitro. En el presente estudio,
al igual que en otros (Oellermann et al. 1990 y Martin y
Nisbet 1992), no se observd este incremento. Esto pue-
de obedecer a que el nivel proteico del sustrato utilizado

Tabla 5. Efecto de las diferentes vias de inclusion de A. oryzae enel pHy la
concentracion de amoniaco ruminal.

Tratamientos
Indicadores . i . EE + Sign.
Dieta Base Cultivo de Biomasa Caldg de g
A. oryzae cultivo
pH 7.46 7.47 7.46 7.48 0.05
NH, (mmol L) 23.72¢  21.37° 20.21°  19.16°  0.69***

ac|_etras distintas difieren significativamente a P < 0.05 (Duncan 1955)

***p <0.001

Entre las acciones de los aditivos en los rumiantes se
encuentra su efecto en la estabilizacion del pH, debido a
que son capaces de estimular el crecimiento y la utiliza-
cion de lactato por Megasphaera elsdenii, Selenomonas
lactilytica y Selenomonas ruminantium (Martin y Nisbet
1992 y Beharkay Nagaraja 1998). La accion estabilizadora
del pH de estos microorganismos quiza sea méas evidente
en dietas altas en concentrado, donde el pH es mas bajo,
debido a la produccion de &cidos organicos, fundamen-
talmente de acido lactico, producto de la rapida fermen-
tacion de alimentos ricos en almidén (Elias 2004).

no era lo suficientemente alto, como para que se expre-
sara el aumento de las bacterias proteoliticas.

En la tabla 6 se muestra el efecto del tiempo en el pH
ruminal y en las concentraciones de amoniaco. Con res-
pecto al pH ruminal, hubo aumento a las tres horas de
iniciada la fermentacion. Esto pudiera deberse a la utili-
zacion del CO, disuelto en las primeras horas, lo que
provoca incremento de la concentracion de cationes
metalicos (Na*, K*, Ca?" y Mg?*), que a estas horas de
fermentacion no son neutralizados por el insuficiente in-
cremento en las concentraciones de AGCCt. El pH se
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Tabla 6. Efecto del tiempo en el pH y la concentracion de amoniaco ruminal.
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Horas

Indi EE + Sign.
ndicadores 5 3 5 5 B n Sign
pH 7.26% 7.64° 7.49° 748 749 7.44® 0.06*
NH, (mmol L*) 20.56 21.24 2139 23.06 1953 20.90 0.85

ac | etras distintas difieren significativamente a P < 0.05 (Duncan 1955)

*P<0.01

mantiene constante en el transcurso de la fermentacion,
debido al efecto amortiguador de la solucion de saliva
artificial en el incremento de concentraciones de AGCCt.

Para el amoniaco no se constataron diferencias en-
tre los horarios de muestreo. Este comportamiento pu-
diera obedecer al equilibrio entre la produccion de amo-
niaco, como consecuencia de la degradacion de la urea
en la solucion de incubacion, y el sustrato utilizado, asi
como a la utilizacién de este amoniaco para la sintesis
de proteina microbiana.

Se concluye que la adicién de Aspergillus oryzae
influye favorablemente en la fermentacion ruminal de
Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115, al aumentar
las poblaciones de bacterias anaerobias totales, bacte-
rias celuloliticas y hongos, y al incrementar la concen-
tracion de AGCC totales, en condiciones in vitro. Se
concluye ademas, que los mejores resultados en la acti-
vacion de la fermentacion ruminal se obtienen al inocu-
lar el hongo A. oryzae con su medio de cultivo.
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