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RESUMEN

En el departamento de ciencias Biofisioldgicas perteneciente al Instituto de Ciencia
Animal, que se encuentra ubicado en el Municipio San José de las Lajas, provincia
Habana, Cuba, , entre Septiembre 2008 a Enero 2009, se realizd la siguiente
investigacion: “Efecto de preparados con levaduras Saccharomyces cerevisiae y Levica -
25 viables en los metandgenos y metanogénesis ruminal in vitro”, cuyos tratamientos
evaluados fueron: Pasto estrella (control), Pasto estrella + Saccharomyces cerevisiae y
Pasto estrella + Levica 25 donde se utilizo liquido ruminal de bufalos. Se evaluaron 3
tratamientos con 4 repeticiones cada uno a las 8,12 y 24 horas, en la cual se aplicé un
disefio completamente al azar bifactorial 3 x 3 (3 tratamientos, 3 horas de muestreo).
Existio diferencias altamente significativas en funcion al tipo de tratamientos dentro de
cada hora de evaluacién y en funcién de las horas evaluadas en los diferentes
tratamientos , cuyas variables: poblacion de metanégenos produccién de gas produccion
de metano  bacterias celuloliticas bacterias  viables totales protozoos y Ph
.Observandose en éste ultimo que se registraron diferencias significativas dentro de los
tratamientos en donde se utilizaron levaduras y el tratamiento control, no siendo asi
dentro de las horas de fermentacion, en donde no se registraron diferencias estadisticas.
Por lo tanto la utilizaciéon de Levaduras como suplemento en la dieta de rumiantes
mejora el aprovechamiento del alimento ya que aumenta la poblacion de bacterias
celuloliticas las cuales desdoblan la celulosa y hay una disminucion de la poblacién de
bacterias metanogénicas las cuales producen el metano que es perjudicial para el medio
ambiente .Se determino que la mejor levadura es la Levica-25 la cual produce un efecto
mas eficiente. Por todo lo expuesto se recomienda la utilizacion de preparados
microbianos a partir de levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Levica 25) en rumiantes
mayores para disminuir la metanogénesis en el rumen e incrementar la poblacion de
bacterias celuloliticas que permitiran una mayor digestibilidad y aprovechamiento de los
nutrientes de los pastos, igualmente realizar otras investigaciones con otros preparados
microbianos.



ABSTRACT

In the department of sciences Biofisiologicas belong to the Institute of Animal
Science that is located in the Municipality San José de las Lajas, county Habana,
Cuba province, between September 2008 and January 2009, It've made the follow
investigation: "Effect of prepared with yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Levica -25 viable in the metandégenos and metanogénesis ruminal in vitro" whose
valued treatments were: | pasture it shatters (control),Pasture it shatters +
Saccharomyces cerevisiae and Grass shatters + Levica 25 where you uses
liquidate ruminal of buffalos. 3 treatments were evaluated with 4 repetitions each
one at the 8,12 and 24 hours, in which a design was applied bifactorial totally at
random 3 x 3 (3 treatments, 3 hours of sampling).Existed highly significant
differences in function to the type of treatments in every hour of evaluation and in
function of the hours evaluated in the different treatments whose variables:
population of metandégenos production of gas production of methane bacterias
celuloliticas bacterias viable total protozoos and Ph. Observed in this last that
registered significant differences inside the treatments where yeasts and the
treatment control were used, not being this way in the hours of fermentation where
didn't register statistical differences. Therefore the use of Yeasts like supplement
in the diet of ruminant improvement the use of the food since the population of
bacterias celuloliticas increases which unfold the cellulose and there is the
population's of bacterias metanogenicas decrease which produce the methane
that is harmful for the environment. You determines that the best yeast is the
Levica-25 which produces a more efficient effect. All told that exposed the use is
recommended of prepared microbial starting from yeasts (Saccharomyces
cerevisiae and Levica 25) in ruminant adults to diminish the metanogénesis in the
rumen and to increase the population of bacterias celuloliticas that you/they will
allow a bigger digestibilidad and use of the nutrients of the grasses, equally to
carry out other investigations with other microbial preparations.
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I. INTRODUCCION

Los rumiantes producen alrededor del 97 % del metano generado por los
animales domésticos, y el sitio principal de generacién de metano es el rumen
como consecuencia inevitable de la fermentacion de los carbohidratos por los
microorganismos que habitan en el, estimandose una produccion anual de 300 —

600 litros en rumiantes adultos.

Este gas es el responsable del 18% del efecto invernadero producido en la
atmosfera. Se emite a la atmGsfera mediante el eructo y la cantidad que se libera
depende del volumen y tipo de alimento que consumen los rumiantes, siendo su
produccion menor cuando las dietas tienen bajas cantidades de fibra. Gil, S.
(2004).

El metano que emiten los rumiantes no sélo constituye un problema ecoldgico,
sino que también contribuye a la pérdida de energia del alimento, lo que trae
como consecuencia una disminucion de la productividad de los animales,
estimandose que mas del 10% de la energia bruta que contienen los alimentos se

pierde en forma de metano.

Se ha demostrado en rumiantes, que las practicas de alimentacion que aumenten
el consumo y la velocidad de digestion o acorten el tiempo de permanencia de los
alimentos en el rumen, disminuyen la produccion de metano por unidad de forraje
digerido. Al respecto, el empleo de preparados microbianos con levaduras viables
constituye una atractiva opcion. Una posibilidad, que ha sido estudiada para
reducir la produccion de metano en el rumen, es el empleo de aditivos con
levadura Saccharomyces cerevisiae. En Cuba determinaron que esta levadura
es capaz de activar la poblacion microbiana ruminal e indicé que otras levaduras,
entre las que se destaca LEVICA 25 puede producir potencialmente efectos

superiores a la Saccharomyces cerevisiae.

Es bien reconocido que la dieta y principalmente, el contenido de fibra influyen en
la densidad poblacional de metandgenos en el rumen, asi menor cantidad de
bacterias metanogénicas se detectaran en el rumen de animales alimentados con
concentrado en relacion a los alimentados con forraje.

Se ha demostrado que la produccion de metano se incrementa rapidamente



después de la alimentacién, asimismo, a medida que la digestibilidad de la racion
se incrementa, la produccion de metano disminuye. Numerosas vias se han
empleado para atenuar la producciéon de metano en el rumen, algunas muy
costosas y por lo tanto, no aplicables dentro de las condiciones productivas de
paises en vias de desarrollo.

El empleo de aditivos microbianos con levaduras viables es una opcion valida
para contrarrestar la poblacion de metandgenos, debido a su importante papel
como manipuladoras de la fermentacién ruminal, lo que provoca un incremento de
bacterias celuloliticas que permiten una mejor digestibn y consecuentemente
mayor aprovechamiento de los nutrientes del alimento. Por estas consideraciones

en la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos:
e Evaluar el efecto de preparados de levaduras a partir de Saccharomyces
cerevisiae y LEVICA 25 en la metanogénesis ruminal in vitro de rumiantes

mayores.

» Estudiar el efecto in vitro de preparados microbianos con levaduras viables,

sobre la poblacidon microbiologica del rumen.

* Realizar un andlisis de prefactibilidad econdémica para el uso de preparados

microbianos con levaduras viables en rumiantes mayores.

e Validar los resultados en bovinos lecheros del Ecuador a partir de

Saccharomyces cerevisiae en reemplazo de Levica 25.

ll. REVISION DE LITERATURA




A. EL RUMEN Y SUS CARACTERISTICAS

En el rumen se encuentran una de las mas grandes densidades de poblacion de
microorganismos conocidas, los cuales varian en tipo y proporcion segun su
alimento, estos mantienen una relacién simbidtica con el hospedero. Angulo,
R.(2005).

El rumen provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso de
alimentos, para el crecimiento y reproduccién de los microbios. La ausencia de
aire (oxigeno) en el rumen favorezca el crecimiento de especies especiales de
bacteria, entre ellos las que pueden digerir las paredes de las células de plantas
(celulosa) para producir azucares sencillos (glucosa). Los microbios fermentan
glucosa para obtener la energia para crecer y ellos producen acidos grasas

volatiles (AGV) ,como los productos finales de fermentacion.

Mientras que crecen los microbios del rumen, producen aminoacidos, las piedras
fundamentales para proteinas. Las bacterias pueden utilizar amoniaco o urea

como fuentes de nitrdgeno para producir aminoacidos.

La mayoria esta compuesta por microorganismos anaerobios estrictos, pero hay
una pequefia poblacion de bacterias anaerobias facultativas, que toleran
pequefias concentraciones de O, que pueden utilizar en su metabolismo. La
poblacidon microbiana del rumen, estd constituida por bacterias, hongos y
protozoos. El tipo y la proporcion de microorganismos varian en funcién del tipo
de alimento. Doré,J y Gouet, P. (1991). Las bacterias, son los principales agentes
que actuan en la fermentacion de los carbohidratos estructurales y la proteina de
las plantas. Los protozoos ciliados son importantes en la digestion de
carbohidratos no estructurales, intervienen en el fraccionamiento fisico del
alimento y juegan un importante papel como reguladores del pH ruminal.
Prins,R.(1991). Los bufalos presentan mayor poblacién de bacterias y hongos,
caracteristica que les permite realizar una degradacion mas eficiente de la pared
celular de los forrajes y de la proteina proveniente de la dieta. Esta ha sido
considerada como una de las razones por la cual, los bufalos tienen mayor
capacidad de transformar los forrajes de baja calidad en energia disponible en

forma de acidos grasos volatiles (AGV) .Franzolin,R.( 2001).



Asi mismo el rumen provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso
de alimentos, para el crecimiento y reproduccion de los microbios. La ausencia de
aire (oxigeno) en el rumen favorece el crecimiento de especies bacterianas, entre
ellos las que pueden digerir las paredes de las células de plantas (celulosa), para
producir azucares sencillos (glucosa). Los microbios fermentan glucosa para
obtener la energia para crecer y ellos producen acidos grasos volatiles (AGV)

como los productos finales de fermentacion.

1. Caracteristicas fisico-quimicas

El rumen se puede considerar como un fermentador de temperatura constane que
presenta condiciones anaerobias (potencial de oxigeno: 102°M). Debido al
tamponamiento producido por la saliva, el pH se mantiene constante en torno a
6.5. Este tamponamiento salivar es importante ya que durante la fermentacion
ruminal se generan acidos organicos que tienden a bajar el pH. Franzolin, R.
(2001).

En conjunto, puede considerarse el rumen como un sistema de cultivo continuo
cuya tasa de crecimiento esta controlada por el aporte nutritivo dervado de la
alimentacion del animal (sistema quimiostatico).

2. Proceso ruminal

El proceso en el rumen dura cerca de 9h. Los alimentos rumiados pasan por la
redecilla, se devuelven a la boca donde se mastican y pasan al resto de
compartimentos géstricos (cuajar). La digestion que tiene lugar en el rumen es
Gnicamente bacteriana: el rumen no produce enzimas.

Los microorganismos ruminales no solo digieren azucares de alto peso molecular
sino que también son responsables de la produccién de los aminoacidos y
factores de crecimiento necesarios para el desarrollo del animal que, por
consiguiente, no necesita ingerirlos en la dieta.

Los microorganismos ruminales pertenecen a varios grupos taxonomicos:(1)
bacterias, principalmente bacilos o cocos Gram-negativos, aunque también hay
grupos Gram-positivos. Llegan a alcanzar ndmeros muy altos (10*° a 10
bacterias por gramo). Los grupos principales son Ruminococcus y Bacteroides.
Ecologicamente se producen equilibrios entre los diferentes grupos bacterianos,
equilibrios que si se desestabilizan son causantes de problemas en el rendimiento

del proceso ruminal (por ejemplo: hay bacterias que metabolizan algunos



productos secundarios de otras, el Hy, por ejemplo, que si no es eliminado
rapidamente puede llegar a ser inhibidor de otros procesos ruminales. Por
consiguiente, el mantenimiento de microorganismos como Methanobacterium
ruminantium responsable de la formacion de metano a partir de CO, e H; es
imprescindible para el proceso). (2) Arqueas, como microorganismos
metanégenos. (3) Protozoos: hay entre 10° y 10° unidades por gramo; anaerobios
(lo que es muy infrecuente entre los protozoos) ciliados con cierta capacidad de
degradacion de celulosa y de almidon mediante fermentacién. Actian como
depredadores de bacterias. Carro, M. & Ranilla, M. (2003).

Entre todos estos microorganismos se establecen cadenas tréficas en las que
unos utilizan como fuente de alimento los residuos de los anteriores. Asi mismo,
se producen cadenas por protozoos predadores de eubacterias y arqueas. Desde
el punto de vista bioquimico se produce la degradacion de la celulosa segun el

esquema siguiente.

Celulosa - celobiosa - glucosa - fermentacion acido-mixta (acidos grasos
volatiles) — acidos grasos absorbidos en el rumen la fermentacién rinde acidos

organicos de cadena corta (acético, propionico y butirico).

La degradacién de la celulosa la inician microorganismos celuloliticos que
representan entre el 1 y el 5% de la flora ruminal. La mayoria de los
microorganismos de esta flora no son celuloliticos, aunque en conjunto pueden
degradar una gran nimero de polimeros de alto peso molecular como almidén,
pectina, lipidos, etc. De los residuos vegetales, sélo la lignina no es digerible por
la flora ruminal.

Los productos finales del proceso ruminal son los acidos grasos de cadena corta,
también CO, y CH, (65%-35%). El origen del metano esta en la actividad de
Methanobacterium ruminantium a partir del CO, y del H, producidos en la
fermentacion acida mixta. Estos gases se eliminan mediante eructos lo que,
probablemente sirva para diseminar las bacterias en la poblacién y, por otra parte,
es origen de una gran cantidad del metano libre en la atmdsfera.

La eliminacién de gases mediante eructos es necesaria para el proceso porque
pueden llegar a suponer 80 de los 100 litros de la panza del animal. Si no se

produce la eliminacién de estos gases (por ejemplo, porque se produce espuma



en la panza, lo que ocurre en ciertos casos de ingestion de alimento en
condiciones incorrectas) se pueden originar problemas serios que pueden causar
la muerte del animal (patologia denominada timpanitis).

Los restos no digeridos durante el proceso ruminal y las bacterias y protozoos son
enviados al estbmados después del proceso de masticacién. En la practica, los

finales residuos no metabolizados son de tipo lignina. Gil, S. (2004).

3. Cambios en el ecosistema ruminal

La composicion bacteriana depende de la dieta y de cudl sea la principal fuente
de carbono (celulosa, almidon o pectina; segun el alimento sea heno, granos o
heno de leguminosas, por ejemplo).

El rumen es un ecosistema muy constante: cambios bruscos en él pueden llevar a
la muerte del animal (ej: S. bovis crece de forma explosiva cuando brusco de dieta
de heno a grano; como esta bacteria usa el almidon mediante fermentacion da
lugar a una fuerte acidosis). Cambios graduales en la dieta dan lugar a seleccién
de nuevas poblaciones de microorganismos. En otras ocasiones, la dieta puede
dar lugar a la formacién de espuma que dificulta o impide la eruccion.

Hay un equilibrio entre microorganismos metandgenos (arqueobacterias) e
hidrogénicos que, a su vez, son inhibidos en condiciones de concentracion alta de
hidrogeno.

Se puede afadir urea (H3C-CO-CHj3) al forraje para que sea fuente de nitrégeno
para los microorganismos ruminales que asi producen proteinas que luego utiliza

el animal.

B. ORGANISMOS IMPLICADOS EN LA DIGESTION DE LA PA RED CELULAR
VEGETAL

1. Los hongos
Los hongos son los primeros organismos en invadir y digerir el componente

estructural de las plantas y tienen una relacion estrecha con las bacterias
permitiendo asi que estas penetren al compartimiento intracelular y colonicen el
material vegetal, iniciando el proceso de degradacién de las fracciones insolubles
del alimento. Akin,D y Borneman,W.(1990).



La poblacion de hongos anaerobios del rumen esta directamente relacionada con
el contenido en fibra de la dieta, y su proporcion disminuye en dietas ricas en
almidon o azucares solubles. Grenet,E. et al. (1989). Los hongos ruminales tienen
capacidad enzimética de hidrolizar celulosa y xilano, aunque parece que no
pectina. Fonty,G. et al.(1992). Logicamente, su actividad enziméatica frente a estos
substratos es variable dependiendo de su origen filogenético, en especial de su
estructura rizoidal, pero se ha postulado que algunas especies, como
Neocallimastix frontalis, Piromyces comunis y Orpinomyces joyonii son tanto o
incluso mas eficientes en la digestién de los polisacaridos estructurales como las

especies bacterianas mas activamente celuloliticas.

La accion fungica sobre la pared celular vegetal y su contribucién a la digestion
ruminal de ésta, parece estar muy relacionada con su activa colonizacion. Se ha
observado mediante microscopia electrénica que las zoosporas son atraidas por
quimiotactismo, y se adhieren rapidamente a las particulas, preferentemente en
estomas y zonas de corte de los tejidos lignificados (esclerénquima, xilema),
aunque los tejidos vegetales no lignificados (floema, parénquima medular) son los
mas rapidamente degradados. Akin,D y Borneman,W.(1990). En este sentido, los
hongos ruminales son especialmente activos frente a substratos muy lignificados.
De hecho, aunque no esta probada su capacidad de utilizacién de lignina como
fuente de nutrientes, N. frontalis puede solubilizar pequefias cantidades de lignina
de la pared celular vegetal, probablemente debido a la solubilizacion de
compuestos fenolicos, en mayor medida que las bacterias. Akin,D vy
Borneman,W.(1990),aumentando la accesibilidad de los polisacaridos
estructurales para las bacterias. Los hongos ruminales, a diferencia de algunas
bacterias, no son capaces de fermentar los compuestos fendlicos. Akin,D y
Rigsby,L (1985). Por otra parte, la accion mecanica de los hongos sobre la pared
celular vegetal disminuye la rigidez estructural de los forrajes, y favorece la
ruptura de las particulas de forraje. Orpin,C. (1983), aumentando también asi la
superficie accesible para la accién bacteriana.

2. Protozoos



Su principal funcién es ingerir particulas del tamafio de las bacterias, como

almidon, fibras, cloroplastos.

La mayoria de los componentes son Ciliata, los organismos unicelulares mas
complejos. Su biomasa es similar a la de las bacterias, pero pueden sobrepasarla
mas de 3 veces segun la dieta, o inclusive desaparecer. Las diferentes especies
varian en tamafo, entre 25 a 250 micras, agrupandose en 17 géneros de la sub
clase EntodiniomorpHes y 2 géneros de la sub clase Holotriches, que difiere en su

morfologia y metabolismo. Las especies presentes varian con la especie animal,

la localidad y la dieta.

Los tiempos de generacion oscilan entre 0.5 a 2 dias. Los més lentos pueden
llegar a desaparecer con los fluidos del rumen, varios permanecen adheridos a
fragmentos de alimento, por lo que son mas retenidos que las bacterias y una

gran parte pueden ser lisadas en el rumen.

Los protozoos provocan un aumento en la actividad proteolitica ruminal. Estos
microorganismos, aunque son capaces de sintetizar aminoacidos, no lo hacen en
cantidades significativas, por lo que los requeridos para la sintesis de proteinas
protozoarias los obtienen de la digestion de bacterias, zoosporas de hongos y de
las proteinas vegetales y aminoacidos libres, consumidos por el hospedero.
Ambos aspectos hacen que cuando los protozoos estan presentes en el rumen se
reduzca la eficiencia de utilizacion de la proteina por el rumiante. Kamra,D. y
Agawal,N.(2004).

El efecto de los protozoos sobre la digestion de la fibra vegetal depende del papel
y de la importancia relativa de los distintos géneros y especies en el ecosistema
ruminal. Jouany,J.(1994). En general, la presencia de protozoos aumenta, directa
o indirectamente, la digestiéon ruminal de celulosa y hemicelulosas respecto a
animales defaunados. Aunque las actividades enzimaticas endoglucanasa, R3-
celobiosidasa y R-glucosidasa —implicadas en la hidrdlisis de celulosa— por una
parte, y hemicelulasa y xilanasa, por otra, estan ampliamente distribuidas entre
los protozoos del rumen, se continlia especulando si su accion puede ser debida,

al menos en parte, a las bacterias que contienen.



3. Bacterias

A pesar del papel de las poblaciones protozoaria y fangica del rumen en la
digestion de la pared celular vegetal, parece claro que son las bacterias los
microorganismos mas activamente implicados en este proceso, tanto
cualitativamente, por su alta actividad enzimatica, como a nivel cuantitativo, por la
magnitud de su repercusion debida a su elevada concentracion en el rumen.

Las tres especies bacterianas celuloliticas predominantes, Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y R. albus, tienen caracteristicas
peculiares que las diferencian de otras especies que pueden estar también
implicadas en el proceso de digestion de la pared celular vegetal. Algunas, como
Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium locheadii, Cl. longisporum o Eubacterium
cellulosolvens pueden considerarse tambien celuloliticas, pero su importancia en
la digestién de la pared celular es secundaria, en el caso de las tres ultimas, por
Su escasa concentracion en el rumen. Tanto B. fibrisolvens. Akin,D y Rigsby,L
(1985). Como CI. longisporum carecen de estructuras de adhesion de tipo
celulosoma, limitandose en gran medida su capacidad de digestion del substrato.
Ademas, es necesario considerar otras especies no celuloliticas que utilizan
productos resultantes de la hidrélisis de las paredes vegetales, que pueden
contribuir a evitar efectos de retroinhibicién enzimatica por acimulo de catabolitos
en el medio y a su vez aportar nutrientes esenciales (amoniaco, acidos grasos
ramificados) a las bacterias mas activamente implicadas.

A partir de estudios con protozoos cultivados in vitro, tratados con antibioticos
para eliminar la posible contaminacion bacteriana , se ha observado que la
celulosa cristalina (avicel) es degradada en un 30% por protozoos de los géneros
Eudiplodinium y Polyplastron, y en un 10% por Epidinium. Jouany,J.(1994).La
capacidad de degradar celulosas sustituidas (hexaetilcelulosa,
carboximetilcelulosa), es mayor para todos los géneros, siendo mas limitada en

Entodinium e Isotricha.

Sin embargo, el crecimiento en medios que incluyen polisacaridos estructurales
como unica fuente de energia respecto a un medio sin substrato es muy variable,
y s6lo Eudiplodinium y Epidinium responden positivamente a la incorporacién de

una fuente de celulosa o de xilano.



Entre los Ophryoscolecidos, los protozoos de los géneros Eudiplodinium,
Polyplastron y Epidinium son activos degradadores de xilano, utilizandolo como
fuente de nutrientes, y degradan celulosas sustituidas con bajo grado de
cristalinidad, aunque no son capaces de utilizar los productos de su hidrdlisis.
Solo los dos primeros géneros mencionados son capaces de digerir y utilizar

celulosa cristalina.

Los protozoos del género Entodinium no son capaces de actuar frente a este tipo
de substratos, mientras que los protozoos del género Isotricha tienen cierta
actividad - glucanasa, pero no utilizan los productos de la hidrélisis para su
crecimiento .Williams,A.(1988).

La capacidad de depolimerizar pectina esta presente en algunas especies de
protozoos, pero la posibilidad de utilizar los productos liberados como fuente de

energia es minima. Orpin,C.(1983).

C. FACTORES QUE INCIDEN EN LOS PROCESOS DE DIGESTION
MICROBIANA DE LOS FORRAJES

Los forrajes, tanto los tropicales como los de clima templado, difieren entre si en
la estructura y composicion de su pared celular, dependiendo de su especie
vegetal, parte anatomica y fase de desarrollo .En el mismo sentido, la estructura
de la pared celular vegetal es muy compleja y variable, tanto quimica como
histolégicamente. Todas estas diferencias condicionan el modo de ataque
microbiano a los polisacaridos estructurales, y en ultimo término, el ritmo y
extension de la degradacion por los microorganismos ruminales. De hecho, el
ritmo de digestion de la celulosa de los forrajes por la poblacion ruminal es muy

inferior a la observada in vitro sobre celulosa purificada.

Mientras el floema y el mesofilo de las hojas, el parénquima de los tallos de
gramineas y leguminosas inmaduras, y el floema de las gramineas inmaduras, se

degradan rapidamente, en algunos casos en menos de 12 horas de incubacion,



otros tejidos vegetales presentan resistencia a la degradacion. Los residuos de
degradacion microbiana de hojas incluyen una elevada proporcion de
esclerénquima y xilema, y los de tallos de xilema, en caso de las leguminosas, y
de epidermis, esclerénquima y xilema en gramineas. Como indican Akin,D y
Rigsby,L (1985), el mesdfilo es rapidamente degradado por las bacterias
ruminales sin precisar adhesion, mediante una accion enzimatica extracelular,
mientras que la epidermis y las vainas de los paquetes parenquimatosos precisan
una intima adhesion de las principales especies fibroliticas. La resistencia de
estos tejidos a su degradacion se debe tanto a su estructura anatébmica como a su

composicién quimica.

La lignificacion de la planta es uno de los factores que mas afecta a la
degradacion micro biana de los forrajes, tanto por su indigestibilidad per se como
en cuanto a su relacién con las cadenas de hemicelulosas. El caracter hidrofébico
de la lignina acentlia el proceso de deshidratacion de la pared celular a medida
gue aumenta la edad de la planta, lo que disminuye la accesibilidad de los
polisacaridos estructurales. Ademas, una considerable proporcion de las unidades
de arabinosa de las cadenas laterales de xilanos estan esterificadas con acidos p-
cumarico y ferdlico [en paja de cebada, 2,9 y 6,7 %, respectivamente, que
establecen enlaces con las cadenas de lignina. Aunque estos compuestos
fendlicos, especialmente el acido p-cumarico, son toxicos para la poblacion
microbiana ruminal su concentracidon en el contenido rumen es probablemente
insuficiente para generar este efecto. No obstante, su solubilizacién a partir de las
paredes celulares pudiera provocar en las zonas de activa degradacion una
concentracion de fenoles proxima a los niveles toxicos, por lo que pueden inhibir,

o al menos ralentizar, la actividad fibrolitica bacteriana. Fondevila,M.(1994)

D. ADITIVOS MICROBIANOS

En los Ultimos afos las investigaciones en nutricion animal se encaminan a
optimizar la eficiencia productiva del ganado mediante la manipulacion del
ecosistema microbiano que habita en el tracto gastrointestinal de estos animales
Galindo,J.(1988). En este sentido, una de las vias mas explotadas es el uso de
aditivos, dentro de éstos se estudian un gran niamero de sustancias: antibioticos,

acidos organicos, extractos vegetales y enzimas. Los primeros estudios con



aditivos microbianos se enfocaron en experimentos in vivo, y las limitadas
investigaciones in vitro comprendian la enumeracion de bacterias ruminales y
estudios de desaparicion de la MS in vitro. Este tipo de experimentos proveian
alguna informacion acerca de cambios en las poblaciones bacterianas del rumen,
pero no se dirigian adecuadamente al metabolismo microbiano. Sin embargo, a
finales de la década de los 80 e inicio de los 90, se condujeron nuMerosos
estudios con el propésito de evaluar el efecto de aditivos microbianos en la
fermentacion de la mezcla de microorganismos ruminales in vitro.

La creciente preocupacion por el uso de antibidticos y otras sustancias utilizadas
como aditivos en la alimentacion de los animales, ha despertado el interés por el

estudio de los aditivos de origen microbiano. Kamra,D. y Agawal,N.(2004).

Para la elaboracion de aditivos microbianos, se han estudiado varios
microorganismos como posibles candidatos. Con la adicion de algunos de estos
microorganismos se demostrd un incremento de las bacterias totales, celuloliticas
y hongos del rumen. Wiedmeier,R. (1987), y los incrementos en la digestibilidad
de alimentos

Estos compuestos provocan modificaciones de los procesos digestivos y
metabdlicos de los animales, que se traducen en aumentos de la eficiencia de

utilizaciéon de los alimentos.

La terminologia asociada con la incorporacion de cultivos de microorganismos a
las dietas de rumiantes es inconsistente y a la vez confusa. El término probidtico
se definio como “un suplemento alimenticio microbiano vivo, con efecto
beneficioso para el animal hospedero, que mejora el balance microbiano
intestinal” .Fuller,R.(1989), sefiala utiliza el término probidtico para referirse a
“recuentos de bacterias viables acido lacticas, seleccionadas y concentradas”
(Lactobacillus, Streptococcus). En 1989 la US FDA (Food and Drug
Administration),propuso a los fabricantes que utilicen el término aditivo microbiano
(o DMF, direct fed-microbial) en lugar de probiotico, y lo define como una fuente
de microorganismos viables, que existen naturalmente y que incluye bacterias,
hongos y levaduras.

Los microorganismos que se emplean como aditivos microbianos en la
alimentacion de animales rumiantes son enumerados por Kamra,D.N. y

Agawal,N.(2004). y se agrupan en cuatro grupos fundamentales: 1) Bacterias y



hongos de origen ruminal, 2) Bacterias acido lacticas de origen no ruminal, 3)
Otras bacterias de origen no ruminal y 4) Hongos y levaduras de origen no
ruminal.

Los aditivos microbianos, de uso mas difundido en las dietas de rumiantes
consisten en extractos de la fermentacion de Aspergillus oryzae y cultivos de
Saccharomyces cerevisiae, 0 ambos. Marty, R. (1992).

1. Aditivos microbianos de origen ruminal

En el caso de los microorganismos aislados del ecosistema ruminal se plantea
que son capaces de secretar enzimas fibroliticas muy activas, en comparacion
con las secretadas por microorganismos aerobios. De esta forma, los anaerobios
del rumen han ganado popularidad en la manipulacién ruminal para incrementar la
degradabilidad de la fibra .Se plantea ademas, que los rumiantes salvajes,
presentan una microbiota mas eficiente en comparacion con los rumiantes
domeésticos.

Algunos de los principales resultados que se obtuvieron con el empleo de
microorganismos ruminales como aditivo son, el incremento de los niveles de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), y la disminucion de la proporcién
acetato:propionato, tras la adicion de Piromyces sps. aislados de las heces de
antilope (Baselophus tragocamelus) a bufalos. Con la adicion de este hongo
aumentaron la actividad enzimatica del contenido ruminal y el namero de
bacterias totales, celuloliticas y hongos. Se observaron también incrementos en la
digestibilidad del alimento con cepas de los hongos ruminales Piromyces sps y del
género Orpinomyces Yy de la bacteria celulolitica Ruminococcus sp. aislada de las
heces de Chinkara (Gazella gazella).

En estudios recientes, Marrero,Y, et al. (2005), aislaron 24 cepas de levaduras en
el rumen. Las levaduras no pertenecen a este ecosistema, sin embargo, llegan al
rumen a través de los alimentos y pueden crecer por cortos periodos de tiempo,
debido a que se depositan en este 6rgano con nutrientes o tejidos procedentes
del medio exterior y en ocasiones son capaces de utilizar algunos de los recursos
de su nuevo habitat. Marrero,Y.(2005), evaluaron mediante la técnica de
produccion de gas in vitro, la capacidad de las cepas aisladas para estimular la
fermentacion ruminal.

2. Aditivos microbianos bacterianos

Las bacterias como aditivo microbiano, se emplearon inicialmente por sus efectos



post ruminales beneficiosos, basados en el mantenimiento del equilibrio de la
microbiota del tracto digestivo, limitando la proliferacion de especies
potencialmente patdgenas. Sin embargo, ciertos aditivos microbianos de origen
bacteriano pueden ademas, mejorar las funciones ruminales, la ganancia de peso
y la produccion de leche .La accién de estos microorganismos a nivel ruminal
tiene efectos diferentes a los que ocurren en el tracto post-ruminal o en los
animales monogastricos, pues, generalmente, los aditivos microbianos en el
rumen, actian en la composicion de la poblacion microbiana y su actividad.
Dentro de las bacterias que se utilizan en la alimentacion de rumiantes
encontramos algunas aisladas del rumen y otras de origen no ruminal
pertenecientes fundamentalmente a los géneros Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Bacteroides, Bifidobacterium, Bacillus y Propionibacteriu, Kamray
Agawal (2004).

Martinez, J. et. al. (1995), indican que las bacterias pertenecientes al género
Lactobacillus se encuentran dentro de las mas estudiadas como aditivos
microbianos en rumiantes. Con la adicién de L. acidophilus a la dieta de estos
animales se observo un aumento en la ganancia de peso, el consumo de materia
seca, la digestibilidad del alimento y la eficiencia de conversion alimentaria
Existen productos basados en este tipo de bacterias que han sido evaluados en
rumiantes. Tal es el caso de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus rhamnosus
con los que se encontrd un aumento en la ganancia de peso y en la produccién de
leche asi como, mayor contenido de proteina y grasa.Reyes,J, et al. (2005), al
evaluar estos mismos microorganismos encontraron que las vacas que los
consumieron produjeron mas leche, y con mayor contenido de proteinas y solidos
no grasos.

E. LAS LEVADURAS

Se conoce que las levaduras viables o sus hidrolizados son capaces de producir
en los animales domeésticos, rumiantes efectos probioticos. Dentro de las
sustancias consideradas con una actividad probibtica activa se encuentran
algunos de los componentes estructurales de la pared de las levaduras;
encontrandose entre las fuentes mas abundantes cepas pertenecientes a la
especie Saccharomyces cerevisiae. Estos polisacaridos y sus productos de
hidrélisis producen sus efectos probiodticos, principalmente, mediante el estimulo a

la respuesta inmunolégica y la prevencion de enfermedades infecciosas en



animales y el hombre.Lila, Z, et al. (2005).

Las levaduras, son capaces de destruir bacterias patdégenas, debido a la habilidad
que poseen de ligar estos microbios a sus paredes celulares o de unirse a los
sitios receptores de patdégenos al nivel de la mucosa intestinal .Dawson,K,et
al,(1990).Se ha comprobado experimentalmente que los oligosacéridos de
manosa derivados de la hidrdlisis de paredes celulares de levaduras son capaces
de reducir la adherencia de muchas bacterias a la mucosa intestinal y ejercer un
efecto inmuno estimulante .

1. Saccharomyces cerevisiae

Los cultivos de levaduras basadas en el Saccharomyces cerevisiae se utilizan
extensamente en dietas del rumiante. Los productos disponibles varian
ampliamente ya sea en la cepa utilizada de S. cerevisiae y en el niumero y la
viabilidad de las células de la levadura presentes.

El origen de Saccharomyces es una cuestién controvertida, ya que existen dos
teorias. La primera defiende que las uvas dafiadas (por hongos, exceso de agua,
pajaros, insectos, etc.), sirven de "depdsito” para microorganismos, entre los que
se incluye Saccharomyces cerevisiae, y que por tanto, estas uvas son la principal
fuente de levaduras en las fermentaciones espontaneas. La forma en que estos
microorganismos llegan a estas uvas se cree que se debe principalmente a los
insectos La segunda teoria apuesta porque su principal procedencia es el
ambiente de bodega (superficies del equipamiento de bodega: bombas, tuberias,
depdsitos de fermentacién etc.), aunque no descarta una presencia minoritaria de
S. cerevisiae en las uvas.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto unicelular. Los
hongos son organismos eucariéticos (sus células tienen una organizacion interna
en orgadnulos membranosos), quimioheterotrofos. A continuacion vamos a explicar
el concepto de quimioheterotrofo y a describir los principales grupos de hongos

La levadura Saccharomyces cerevisiae es objeto de numerosas investigaciones,
en las que se demostrdé su accion en la estabilizacion del pH ruminal Abd El-
Ghani,A.(2004), y el incremento en las bacterias celuloliticas y aumentos en la
digestion de la MS, la FDN, la produccion de AGCC totales y de propionato y la
digestidén de proteinas .En un intento por probar otras especies de Sacharomyces,
Oeztuerk evaluaron el efecto de Saccharomyces boulardii en el metabolismo

ruminal y concluyeron que la levadura era digerida por los microorganismos del



rumen por lo que era mas utilizada como prebidtico que como aditivo microbiano.
Las levaduras en la alimentacion de rumiantes se utilizaron mucho antes de la
década de los 50, cuando la biomasa de levadura como subproducto de la
industria del alcohol fue utilizada como fuente de proteina. Desde esta época
hasta la fecha se llevan a cabo numerosos estudios que evallan el efecto de este
microorganismo como aditivo en la dieta de los rumiantes.

Otro de los efectos de estos aditivos microbianos es su accion en la estabilizacion
del pH ruminal .Abd EI-Ghani,A.(2004), lo que favorece el desarrollo de bacterias
celuloliticas. Existen dos efectos de la levadura que pudieran contribuir a la
estabilizacion del pH, uno de ellos es la inhibicion del crecimiento de bacterias
productoras de acido lactico .Girard,D, et al. (1993) ,y el otro la estimulacion del
crecimiento de bacterias que utilizan acido lactico como Selenomonas
ruminantium Los estudios realizados indican que se estimula la produccién de
AGCC Sin embargo, las levaduras producen una disminucién de la relacion
acético/propionico como consecuencia de un aumento en la concentracion de
propionico El aumento en las concentraciones de AGCC totales con la adicion de
estos aditivos microbianos, indica que hubo una mayor utilizacion del sustrato y
por tanto su empleo podria mejorar la eficiencia de produccion de los animales a
los cuales se les suministre.

2. Levica 25

La cepa de levadura LEVICA 25 resultd ser la mas promisoria para su empleo
como activadora de la fermentacion ruminal de un cepario de 24 cepas aisladas
en el rumen. Esta cepa produjo 15% mas de gas en fermentaciones in vitro con
Cynodon nlemfuensis en relacion al resto de las aisladas y ademas ejerci6
efectos activadores mas prolongados en las poblaciones fungicas y de bacterias
totales y celuloliticas cuando se comparé con la cepa Saccharomyces cerevisiae

L/25-7-13, en vacas que consumen dietas fibrosas. Galindo,J,et al.(2003)

F. FORMACION DEL METANO EN EL RUMEN

La fermentacién microbiana que ocurre en el rumen transforma los carbohidratos,
proteinas y glicerol a acetato, didoxido de carbono y amoniaco, produciéndose
ademas metano, propionato y butirato como resultado de reacciones de
transferencia de protones y electrones. El metano es un producto de desecho

nutricional y puede representar entre el 2 y 12 % de la energia bruta consumida



por el animal

La produccion de metano en el rumen tiene un efecto significativo en los
productos finales de la fermentacion. Las bajas presiones parciales de hidrogeno
creadas por los metandgenos causan un cambio termodinamico en la produccién
de este elemento por los microorganismos fermentativos en un proceso de
transferencia interespecifica de hidrogeno lo que resulta en la produccion de H, y

acetato como principales.

La metanogénesis es la formacion de metano por microbios. Es una forma de
metabolismo microbiano muy importante y extendida. En la mayoria de los
entornos, es el paso final de la descomposicion de la biomasa. Recientemente se
ha demostrado que el tejido de las hojas de las plantas vivas emite metano.
Aungue el mecanismo por el que ocurre esta produccion de metano es, hasta
ahora, desconocido, las implicaciones son grandes; es un ejemplo de
metanogénesis en organismos no microbianos, supuestamente en condiciones

aerodbicas.

La metanogénesis es el paso final en la descomposicién de la materia organica en

condiciones anaerdbicas. Durante el proceso de descomposicion, aceptores de

electrones (como el oxigeno, hierro, sulfato, nitrato y manganeso) , se reducen,

mientras que se acumulan hidrégeno (H), y diéxido de carbono. También se

acumulan compuestos organicos ligeros por fermentacién. Durante las fases
avanzadas de la descomposicion organica, todos los aceptores de electrones
quedan reducidos excepto el dioxido de carbono. El dioxido de carbono es un
producto de la mayoria de los procesos catabdlicos, por lo que no se reduce como
otros aceptores de electrones potenciales.

Solo la metanogénesis y la fermentacion pueden darse en ausencia de aceptores
de electrones distintos al carbono. La fermentaciéon sélo permite la ruptura de
compuestos organicos mas grandes y produce compuestos organicos pequefos.
La metanogénesis elimina con efectividad los productos casi finales de la
descomposicion: el hidrogeno, los compuestos organicos pequefios y el dioxido
de carbono. Sin la metanogénesis se acumularia una gran cantidad de carbono

(en forma de productos de la fermentacion), en los ambientes anaerdbicos.



Para muchas bacterias metanogénicas el H, y CO; son los Unicos sustratos que
pueden utilizar. EI H, que los metandgenos usan en la naturaleza, es
generalmente un producto del metabolismo de la materia organica de otros
anaerobios incluyendo bacterias, hongos y protozoos. Gran parte de los
metandgenos que utilizan H, para reducir CO, a CH,; pueden también utilizar
formiato y entonces crecen en presencia de los dos sustratos.

Los cultivos puros de estos microorganismos producen H, de la oxidacion de
piruvato a acetil-CoA y CO,. El formiato se considera un transportador esencial de
electrones. Estos electrones se separan del formiato por la enzima formiato
deshidrogenasa y se usan para reducir CO, a CH,.Zinder, S. (1992).

HCOOH — CO, + 2H"

4 Hp + HCO® + H" — CH,4 + 3H,0

De acuerdo con la estequiometria de la fermentacion ruminal es posible calcular
las producciones de metano, acidos grasos de cadena corta (AGCC) , y ATP que
se obtienen con diferentes raciones. Por cada mol de hexosa que se fermenta se
producen 0,58 moles de metano (para el almiddn y la celulosa pueden ser 162 g
en peso seco).

Son organismos anaerébios estrictos, y requieren condiciones libres de oxigeno y
un potencial redox menor que —330mM. La mayoria tiene tiempos de duplicacion

gue van desde varias horas a varios dias.

El crecimiento de especies autoétrofas se estimula por la adicion de compuestos
organicos como acetato, cisteina, vitaminas del complejo B, liquido de rumen o
extracto de levadura. Las bacterias metanogénicas requieren ademas, sodio,
hierro, cobalto, molibdeno y otros elementos trazas. Las condiciones redox se

obtienen por la adicion de sulfitos, cisteina o una combinacion de ambos.

ll. MATERIALES Y METODOS

A. LOCALIZACION Y DURACION DEL EXPERIMENTO



El experimento se efectu6 en el Laboratorio de Microbiologia del Rumen del
Instituto de Ciencia Animal, el cual se encuentra ubicado en la Carretera Central
Km. 47 %, Municipio “San José de las Lajas”, Provincia La Habana, Cuba. El
experimento de validacion se efectud en el Laboratorio de Biotecnologia y
Microbiologia Animal de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en la

Facultad de Ciencias Pecuarias localizado en la Panamericana Sur Km Y.

Las condiciones meteoroldgicas en las zonas de estudio se resumen en el cuadro
1.
Cuadro 1. CONDICIONES METEOROLOGICAS.

PARAMETROS IcA — CUBA ESPOCH — ECUADOR
Temperatura 26 °C 14 °C
Humedad 78% 60%

Vientos 15 km/h 22 km/h
Heliofania 11 horas 10 horas

Fuente: Estacion Meteoroldgica ICA, (2008). FRN-ESPOCH, (2008).

La ejecucion de la investigaciéon en Cuba tuvo una duracién de 120 dias en su
proceso de experimentacion, mientras que la validacion se realizé en un lapso de
30 dias.

B. UNIDADES EXPERIMENTALES

Las unidades experimentales estuvieron conformadas por 4 botellas de vidrio de
100 mL selladas con tapdn de butilo y agrafe, en las cuales se introdujo el liquido
ruminal, pasto estrella (Cynodon nlemfuensis), y preparados de levaduras.

C. MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES
1. Materiales

* Dos bufalos canulados en rumen.



« Forraje verde de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis).
* Preparados con levaduras viables.

« Botellas de cristal, Erlenmeyers.

» Pipetas, probetas, y otros utensilios de laboratorio.
* Tubos roll y tapones.

2. Equipos

» Balanza analitica.

» Bafios de incubacion.

* Incubadoras.

» Autoclave.

* Maquina sembradora de tubos roll.

e Computadora.

* Impresora.

» Camara de Fotos.

3. Instalaciones

» Laboratorios.

» Comederos.

» Bebederos.

D. TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL
Los tratamientos fueron:

1. Pasto estrella (control).



2. Pasto estrella + Saccharomyces cerevisiae
3. Pasto estrella + LEVICA 25

El siguiente cuadro 2, muestra los tratamientos experimentales:

Cuadro 2. PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES.

TRATAMIENTO Pasto Liquido Buffer, g Preparado TOTAL
estrella, g rumen, g levadura, g

Control 0.2 4 16 - 20

S. cerevisiae 0.2 4 12 4 20

Levica-25 0.2 4 12 4 20

FUENTE: Castafieda, S. (2008).

El disefio experimental fue completamente al azar bifactorial 3 x 3 (3 tratamientos,

3 horas de muestreo). El siguiente cuadro 3, detalla el esquema del experimento.

Cuadro 3. ESQUEMA DEL EXPERIMENTO.

TRATAMIENTOS HORAS CODIGO TUE REPETICIONES TOTAL
Control 8 Cc8 1 4 4
12 C 12 1 4 4
2 C 24 1 4 4
Saccharomyces cerevisiae 8 S8 1 4 4
12 S12 1 4 4
24 S 24 1 4 4
Levica-25 8 L8 1 4 4
12 L 12 1 4 4
L 24 1 4 4

24

TOTAL BOTELLAS

w
(o))

Elaboracion: Castafieda, S. (2008).

El experimento respondio al siguiente modelo matematico:

Yi= u+ai+ A+ (api + i

Donde:

Yij = Variable en estudio

W= Media poblacional

ai =  Efecto del factor A (Preparados de Levaduras)
A= Efecto del factor B (Horas de fermentacion)

(ap)ij = Efecto de la interaccion entre Ay B
&= Efecto del error experimental



El tratamiento para la validacion fue:

Para el tratamiento de la validacion se utilizd la levadura Saccharomyces
cerevisiae en reemplazo a Levica 25 ya que esta no existe en nuestro pais porque
es propiedad del ICA, ademas se utiliz6 como pasto la Alfalfa que es un alimento
comun de nuestra sierra ecuatoriana y el animal estd adaptado a este pasto,
ademas se utilizo la alfalfa ya que los animales canulados para la extraccion del
liquido ruminal se encuentran en la sierra y es mas factible adaptarles a la alfalfa

qgue a un pasto tropical. Alfalfa + Saccharomyces cerevisiae

El cuadro 4, muestra el procedimiento para la preparacion del tratamiento
experimental:
Cuadro 4. PREPARACION DEL TRATAMIENTO EXPERIMENTAL PARA LA

VALIDACION.
Tratamiento Alfalfa, g Lig. rumen Buffer Preparado TOTAL
levadura
Alfalfa + 0.2 4 12 4 20

S. cerevisiae
Fuente: Castafieda, S. (2008).

El siguiente cuadro 5, nos detalla el esquema del experimento para la validacion.
Cuadro 5. ESQUEMA DEL EXPERIMENTO PARA LA VALIDACION.

TRATAMIENTO Cédigo TUE REPETICION TOTAL
Alfalfa + Saccharomyces  SC, 4 1 4
cerevisiae

Fuente: Castafieda, S. (2008).
E. MEDICIONES EXPERIMENTALES

Poblacion de metanégenos
* Produccién de gas

* Produccién de metano

» Bacterias celuloliticas

» Bacterias viables totales

* Protozoos

. Ph



F. ANALISIS ESTADISTICOS Y PRUEBAS DE SIGNIFICANC IA

Los resultados experimentales fueron sometidos a los siguientes procedimientos:

— Analisis de Varianza (ADEVA).
— Separacion de Promedios por el método de rango multiple de Duncan a un

nivel de significancia de P<0.05 y P<0.01.El siguiente cuadro 6, nos detalla el
esquema del adeva.
Cuadro 6. ESQUEMA DEL ADEVA

Fuente de Variacion Grados de libertad
Total 35
Factor A 2
Factor B 2
Interaccion AxB 4
Error 27

Fuente: Castafieda, S. (2008).
G. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El experimento se condujo bajo condiciones in Vitro, para lo cual se utilizo la
técnica de Theodorou,M, et al. (1994), y se utilizaron botellas de vidrio de 100 mL

selladas con tapdn de butilo y agrafe.

En cada botella se introdujo la mezcla integrada por liquido de rumen y solucion
buffer en una relacion de una parte de liquido ruminal, tres partes de solucion
buffer, y para el control se introdujo la mezcla integrada por liquido de rumen y
solucion buffer en una relacién de una parte de liquido ruminal, cuatro partes de

solucién buffer.

El in6culo ruminal se obtuvo a partir de dos bufalos canulados en rumen
alimentados con una dieta de forraje de gramineas sin suplementacion adicional y

libre acceso al agua.

La muestra de liquido ruminal se colect6 a través de la canula, con la ayuda de
una bomba de vacio y se conservo en termos herméticamente cerrado hasta su
traslado al laboratorio de microbiologia y genética molecular del rumen, del
Instituto de Ciencia Animal donde, posteriormente, se filtraran a través de
muselina. Para conformar la mezcla a fermentar, se utilizé el pool (licuado) de

liquido ruminal de los bufalos con el propdsito de eliminar el efecto animal.

1. Técnicas de cultivo y conteos de microorganism 0S




Se utiliz6 la técnica de cultivo de Hungate,R. (1970), en tubos roll y bajo

condiciones de anaerobiosis estricta.

La siembra de bacterias viables totales, y celuloliticas se efectu6 en los medios de
cultivo de Caldwell,D.y Bryant,M. (1966), modificado por Galindo,J. (1988). Las
bacterias metanogénicas se contaron por el mismo método; pero se utilizé6 una

mezcla de hidrégeno y dioxido de carbono (60:40) en la fase gaseosa.

Los protozoos se preservaron en formol al 10% en una dilucién 1:1 (v/v). Las
muestras preservadas se guardaron en refrigerador a 4°C y se contaron,
posteriormente, al microscopio Optico 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%.

2. Preparacion de la muestra del pasto

El alimento base para la fermentacion es pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). La
misma se obtuvo a partir de un &rea sin pastorear del Instituto de Ciencia Animal.
Para su preparacion, se recolectaron hojas con sus peciolos, de manera que
semeje el bocado del animal. La muestra se secé en estufa a 60°C durante 48
horas. Luego se moli6 en molino hasta un tamafo de particulas de 1mm. Se

conservo en frascos de cristal hasta su posterior utilizacién en el experimento.

Una muestra de aproximadamente 100 g se llevo al laboratorio de Quimica

Analitica para determinar su composicién bromatologica.

3. Obtencion del preparado microbiano con Saccharomyces cerevisiae y

Levica 25

Primeramente se prepar6 sendos pre inoculos, para lo cual se toman varias asas
de cultivos en cuiia de ambas levaduras con 24 horas de crecimiento y se
disuelven en 10 mL de caldo extracto de malta. Se incuba a 30 °C durante 16
horas. El preparado que se utilizO en el experimento se obtuvo después de
inocular los 10 mL anteriormente obtenidos en 100 mL de caldo extracto de malta.
De igual manera, se colocaron en la incubadora a 30° C durante 16 horas. Se
obtuvieron dos preparados microbianos, los que corresponden a sendas

levaduras con una concentracion inicial de células de 1 x 107 cel/mL.



H. METODOLOGIA DE EVALUACION

1. Poblacion de metandégenos

Se utiliz6 la técnica de cultivo de Hungate,R. (1970), en tubos roll y bajo
condiciones de anaerobiosis estricta. Las bacterias metanogénicas se contaron
por el mismo método; pero se utilizd una mezcla de hidrégeno y didéxido de
carbono (60:40) en la fase gaseosa.

2. Produccion de gas

Para desarrollar el experimento se utilizo la técnica de produccion de gas in vitro
Theodorou.M, et al, (1994). Las incubaciones se llevaron a cabo en botellas de
vidrio de 50 mL selladas con tapén de butilo y agrafe. Estas se colocaron en bafio
con agitacion mecanica (120 rpm) y temperatura controlada a 390C. El gas se
midio por el desplazamiento del embolo de una jeringuilla de 10 mL después de

puncionar el tapon.

3. Bacterias celuloliticas y bacterias viablest otales

Se utilizé la técnica de cultivo de Hungate, R. (1970), en tubos roll y bajo
condiciones de anaerobiosis estricta. La siembra de bacterias viables totales, y

celuloliticas se efectud en los medios de cultivo de Caldwell,D. y Bryant,M. (1966).

Los conteos de colonias se realizaron mediante el nmero mas probable (NMP).
El nimero de unidades formadoras de colonia (ufc) y de talo (uft), se determing,

bajo lupa, por conteo visual de aparicion de las colonias en los tubos roll.

4. Protozoos

Los protozoos se contaron al microscopio éptico en cadmara de Neubauer. Para
ello los protozoos se tifieron con una solucion de violeta genciana al 0.01% en
acido acético glacial al 1%.

5. BPh

Esta variable se evalu6 mediante el pHmetro que nos ayudara a medir el pH de la

muestra evaluada.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION
A. EVALUACION DE LA METANOGENESIS RUMINAL IN VITRO POR
EFECTO DE PREPARADOS MICROBIANOS CON LEVADURAS VIAB LES.

1. Potencial hidrégeno

Se registraron diferencias significativas (P<0.01), dentro de los tratamientos en
donde se utilizaron levaduras y el tratamiento control, no siendo asi dentro de las
horas de fermentacion, en donde no se registraron diferencias estadisticas, por lo
gue se exponen los siguientes resultados:

En cuanto al pH presente en el liqguido ruminal al utilizar levaduras in vitro versus
el tratamiento control, se puede sefialar que el pH mas bajo se presentd con la
utilizacion de la levadura Levica 25 en 6.33, mientras que al utilizar
Saccharomyces cerevisiae el pH fue mayor con 6.79, finalmente con el
tratamiento control se presentd un pH alcalino de 7.43 siendo este el mas elevado
en comparacion con el pH obtenido en los tratamientos en los que se utilizé
levaduras, cuadro 7.

Cuadro 7. EVALUACION DEL pH, POR EFECTO DE PREPARADOS
MICROBIANOS CON LEVADURAS VIABLES SOBRE LA
METANOGENESIS RUMINAL “IN VITRO”, DE ACUERDO AL
TRATAMIENTO Y TIEMPO DE FERMENTACION.

TRATAMIENTOS

VARIABLES C S L X Prob. CV (%)
pH 7,43 a 6,79 b 6,33 ¢C 6,85 0,0001 5,47
C: Control S:Saccharomyces cerevisiae L:
Levica 25

HORAS DE FERMENTACION _
VARIABLES 8 12 24 X Prob. CV (%)

pH 6,98 a 6,8la 6,77 a 6,85 0,3632 5,47

Fuente: Castafieda, S. (2008).
Al comparar los promedios de pH en funciébn a las horas de evaluacion se

determind que no existen diferencias estadisticas, es asi que un pH de 6.98 se
presentd a las 8 horas de evaluacion, mientras que el pH fue disminuyendo a
medida que se incrementaban las horas de evaluacion, determinandose asi un pH
de 6.81 alas 12 horas y un pH de 6.77 a las 24 horas, cuadro 7.

Asi mismo el pH determinado en diferentes tiempos de fermentacion al utilizar el



preparado microbiano a base de Saccharomyces cerevisiae en la validacion en
Ecuador, fue menor a medida que se incrementa el tiempo de fermentacion, es
asi que a partir de un pH 6.80 a las 8 horas se obtuvo un pH de 6.25 a las 24
horas de fermentacion.

Esta caracteristica esta directamente relacionada a los efectos de aditivos
microbianos cuya accion principal es la estabilizacion del pH ruminal. Abd EI-
Ghani,A.A.(2004),lo0 que favorece el desarrollo de bacterias celuloliticas.
Existiendo dos efectos de la levadura que pudieran contribuir a la estabilizacion
del pH, uno de ellos es la inhibicidon del crecimiento de bacterias productoras de
acido lactico .Girard, D. et al. (1993) y el otro la estimulacién del crecimiento de
bacterias que utilizan acido lactico como Selenomonas ruminantium .Kamra, D. et
al. (2004).

2. Produccién de gas total

En cuanto a la produccién de gas total se registré diferencias significativas
(P<0.01), dentro de los tratamientos de cada uno de los factores en estudio, por lo
gue se exponen los siguientes resultados:

Al comparar los promedios en cuanto a produccion de gas total, en funcion al tipo
de tratamientos dentro de cada hora de evaluacion, se determiné diferencias
estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos en la produccion de gas
total dentro de cada periodo de tiempo evaluado, de esta manera se determiné
qgue a las 8 horas de evaluacién se obtuvo el mayor promedio de produccion de
gas con el tratamiento control con 43.30 ml/g de materia seca, seguido por el
tratamiento a base de Saccharomyces cerevisiae en el cual se presentd una
produccion de gas total de 30.30 ml/g de materia seca, finalmente y en un menor
promedio se encuentra el tratamiento a base de Levica 25 con 20.50 ml/g de
materia seca, cuadro 8, grafico 1.

Dentro de las 12 horas de evaluacion, la produccion de gas total obtenida
mediante la incorporacion de levaduras in vitro y el tratamiento control difieren
estadisticamente entre si, siendo superior la produccién de gas con el tratamiento
control alcanzando un promedio de 62.13 ml/g de materia seca, seguida por los
promedios mas bajos obtenidos mediante la utilizacion in vitro de Saccharomyces
cerevisiae y Levica 25 con 45.50 y 25.33 ml/g de materia seca respectivamente,
cuadro 8, grafico 1.

Finalmente a las 24 horas de evaluacién, existe un comportamiento similar a las



comparaciones anteriormente realizadas, determinandose los mayores promedios
mediante los tratamientos control y la utilizacion de Saccharomyces cerevisiae
con 95.00 y 71.55 ml/g de materia seca respectivamente, por otro lado el grupo a
base de Levica 25 con 42.55 ml/g de materia seca presento el promedio mas bajo
de entre los tres tratamientos, cuadro 8, gréfico 1.

Al comparar los promedios en cuanto a la produccién de gas total en funcion a las
horas de evaluacidon dentro de cada tipo de levadura y grupo control, se determino
diferencias estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos dentro de cada
tipo de levadura evaluada, de esta manera al comparar la produccion de gas total
dentro del grupo control, se determiné el mayor promedio a las 24 horas con
95.00 ml/g de materia seca, seguido por producciones mas bajas de gas total
obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion en las cuales se determinaron
producciones de 62.12 y 43.30 ml/g de materia seca respectivamente, cuadro 8,
grafico 1.

Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
produccion de gas total difiere estadisticamente en los periodos de tiempo
evaluados, siendo superior la produccion de gas total a las 24 horas alcanzando
un promedio de 71.55 ml/g de materia seca, seguida por los promedios obtenidos
alas 12 y 8 horas de evaluacion con promedios de 45.50 y 30.30 ml/g de materia
seca respectivamente, lo cual indica un incremento en la produccion de gas total
a medida que transcurre el tiempo, cuadro 8, grafico 1.

De igual manera y con el mismo comportamiento sefialado anteriormente,

mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se de



Cuadro 8. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS Y FERMENTATIVAS, ANTE EL EFECTO DE
PREPARADOS MICROBIANOS CON LEVADURAS VIABLES SOBRE LA METANOGENESIS RUMINAL “IN VITRO”,
DE ACUERDO AL TRATAMIENTO Y TIEMPO DE FERMENTACION.

TRATAMIENTOS DE ACUERDO AL TIEMPO

8 Horas 12 Horas 24 Horas _
VARIABLES C S L C S L C S L X Prab. CV (%)
Densidad de Bacterias Viables Totales, 1x10** UFC/mL 72,00a 66,00b 18,00c 11295a 7850b 69,50c 264,25a 169,50b 126,0c 108,52 0.0001* 1,43
Densidad de Bacterias Celuloliticas, 1x10* UFC/mL 26,00c 27,00b 30,00a 14,00c 30,00b 4250a 1350c 3725bh 6450a 31,64 0.0001* @ 3,32
Densidad de Bacterias Metanogénicas, 1x10° UFC/mL 81,00a 7250b 66,53¢ 112,00a 54,53b 43,03c 300,00a 4848b 39,25c¢c 90,81 0.0001** 2,25
Densidad de Protozoarios, 1x10° especimenes/mL 19,13a 1650b 14.88c 2150a 1450b 12,63c¢c 3488a 1125b 6,88c 16,90 0.0001* 6,61
Produccion de Gas Total, mL/g de MS 4330a 30,30b 20,50c¢ 62,13a 4550b 25,33¢ 9500a 7155b 4255c 4846 0.0001* 341
Produccion de Gas Metano, uL 9,25a 8,25b 6,75¢ 1050a 7,75b 450¢c 1150a 4,75b 3,00c 7,36 0.0001* 6,60

TIEMPO DE FERMENTACION DE ACUERDO AL TRATAMIENTO

Control Saccharomyces cerevisiae Levica 25 _
VARIABLES 8 12 24 8 12 24 8 12 24 X Prob. CV (%)
Densidad de Bacterias Viables Totales, 1x10™ UFC/mL 72,00c 112,95b 264,25a 66,00c 78,50b 169,50 a 18,00c 69,50b 126,00a 108,52 0.0001** 1,43
Densidad de Bacterias Celuloliticas, 1x10* UFC/mL 26,00a 14,00b 13,50b 27,00c 30,00b 3725a 30,00c 4250b 6450a 31,64 0.0001* 3,32
Densidad de Bacterias Metanogénicas, 1x10° UFC/mL 81,00c 112,00b 300,00 a 7250a 5453b 4848¢ 66,53a 4303b 3925c¢ 90,81 0.0001* 2,25
Densidad de Protozoarios, 1x10° especimenes/mL 19,13¢ 2150b 34,88a 1650a 1450b 11,25¢ 1488a 1263b 688c 16,90 0,0128* 6,61
Produccion de Gas Total, mL/g de MS 4330c 62,13b 9500a 30,30c 4550b 7155a 2050c 2533b 4255a 48,46 0.0001* 341
Produccion de Gas Metano, uL 925¢ 1050b 1150a 825a 7,75a 4,75b 6,75 a 450b 3,00c 7,36 0.0006** 6,60

Fuente: Castafieda, S. (2008).

C: Control SS: Saccharomyces cerevisiae L: Levica 25

Letras iguales no difieren estadisticamente. Segin Duncan (P<0.05 y P<0.01).

Prob:  Probabilidad.

CV (%): Porcentaje de Coeficiente de Variacion.

X: Media General.

*: Diferencia altamente significativa entre promedios. *: Diferencia significativa entre promedios. ns: Diferencia no significativa entre promedios.
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terminaron diferencias estadisticas, es asi que a las 24 horas de evaluaciéon se
determind el mayor promedio con 42.55 ml/g de materia seca de gas total,
seguido por las 12 y 8 horas de evaluacion donde se determinaron promedios de
produccion de gas total de 25.33 y 20.50 ml/g de materia seca, respectivamente,
cuadro 8.

Los resultados obtenidos en cada una de las horas evaluadas en los diferentes
tratamientos demuestran la marcada disminucion de gas metano que compone
gran parte de la produccion de gas total, considerando lo expuesto por Marrero, Y.
(2006) et. al quienes determinaron que esta levadura es capaz de activar la
poblacién microbiana ruminal y reducir la produccién de Metano, destacando a
LEVICA 25 que puede producir potencialmente efectos superiores a la
Saccharomyces cerevisiae por lo que en la presente investigacion se obtuvieron

efectos similares a los expuestos por el mencionado autor.

3. Producciéon de gas metano

En cuanto a la produccion de gas metano se registro diferencias significativas
(P<0.01), dentro de los tratamientos de cada uno de los factores en estudio, por lo
gue se exponen los siguientes resultados:

En cuanto a produccion de gas metano, en funcion al tipo de tratamientos dentro
de cada hora de evaluacion, se determiné diferencias estadisticas (P<0.01), con
diferentes comportamientos en la produccion de gas metano dentro de cada
periodo de tiempo evaluado, de esta manera se determind que a las 8 horas de
evaluacion se obtuvo el mayor promedio de produccién de gas metano con el
tratamiento control con 9.25 pL, seguido por el tratamiento a base de
Saccharomyces cerevisiae en el cual se presentd una producciéon de gas metano
de 8.25 puL, finalmente y en un menor promedio se encuentra el tratamiento a
base de Levica 25 con 6.75 L, cuadro 8, grafico 2.

Dentro de las 12 horas de evaluacion, la producciéon de gas metano obtenida
mediante la incorporacion de levaduras in vitro y el tratamiento control presentan
diferencias estadisticas, siendo superior la produccién de gas con el tratamiento
control alcanzando un promedio de 10.50 pL, seguida por los promedios mas
bajos obtenidos mediante la utilizacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae y
Levica 25 con 7.75 y 4.50 uL respectivamente, cuadro 8, grafico 2.

Finalmente a las 24 horas de evaluacién, existe un comportamiento similar a las



comparaciones anteriormente realizadas, determinandose los mayores promedios
mediante los tratamientos control y la utilizacion de Saccharomyces cerevisiae
con 11.50 y 4.75 uL respectivamente, por otro lado el grupo a base de Levica 25
con 3.00 pL siendo el promedio mas bajo en cuanto a produccion de gas metano,
cuadro 8, grafico 2.

Al comparar los promedios en cuanto a la produccién de gas metano en funcién a
las horas de evaluacion dentro de cada tipo de levadura y grupo control, se
determind diferencias estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos
dentro de cada tipo de levadura evaluada, de esta manera al comparar la
produccion de gas metano dentro del grupo control, se determiné el mayor
promedio a las 24 horas con 11.50 pL, seguido por producciones mas bajas de
gas metano obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion en las cuales se
determind producciones de 10.50 y 9.25 pL respectivamente, cuadro 8, grafico 2.
Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
produccion de gas metano difiere estadisticamente en los periodos de tiempo
evaluados, siendo superior la produccion de gas metano a las 8 horas alcanzando
un promedio de 8.25 L, seguida por los promedios obtenidos a las 12 y 24 horas
de evaluacion con promedios mas bajos de 7.75 y 4.75 uL respectivamente, lo
cual indica una reduccion de produccién de gas metano a medida que transcurre
el tiempo, cuadro 8, grafico 2.

De igual manera y con el mismo comportamiento sefialado anteriormente,
mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se determinaron diferencias
estadisticas, es asi que a las 24 horas de evaluacion se determind el promedio
mas bajo con 3.00 puL de gas total, en donde los mayores promedios de
produccion de gas metano se obtuvieron a las 12 y 8 horas de evaluacion con
450y 6.75 uL, respectivamente, cuadro 8, grafico 2.

Los resultados obtenidos con los preparados microbianos se hallan relacionados
a lo descrito por Hungate, R. (1970), quien inform6 que los metandgenos que
viven en el interior o adheridos a la superficie de los protozoos ciliados del rumen,

son responsables de mas del 37% de las emisiones de metano.
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Gréfico 2. Comportamiento de la produccion de gas metano in vitro por efecto de la utilizacion de preparados microbianos con levaduras viables.



B. EFECTO DE PREPARADOS MICROBIANOS CON LEVADURAS VIABLES
EN LA POBLACION MICROBIOLOGICA RUMINAL IN VITRO

1. Poblacion de bacterias viables totales

La densidad de bacterias viables totales registr6 diferencias significativas
(P<0.01), dentro de los tratamientos de cada uno de los factores en estudio, por lo
que se exponen los siguientes resultados:

Al comparar los promedios de la densidad de bacterias viables totales, en funcion
a los tratamientos dentro de cada hora de evaluacion, se determino diferencias
estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos en la densidad de
bacterias viables totales dentro de cada periodo de tiempo evaluado, de esta
manera al comparar la densidad de bacterias viables totales a las 8 horas, se
determiné el mayor promedio con el tratamiento control con 72.00x10** UFC/m,
seguido por las densidades de bacterias obtenidas mediante la incorporacion in
vitro de Saccharomyces cerevisiae con 66.00 x10** UFC/ml , finalmente y con una
densidad menor el tratamiento a base de Levica 25 con el que se determind una
densidad de bacterias viables totales de 18.00 x10** UFC/ml, cuadro 8.

Dentro de las 12 horas de evaluacion, la densidad de bacterias viables totales
obtenida mediante la incorporacion de levaduras in vitro y el tratamiento control,
difieren estadisticamente entre si, siendo superior la densidad de bacterias con el
tratamiento control alcanzando un promedio de 112.95x10* UFC/ml, seguida por
promedios mas bajos obtenidos mediante la utilizacion in vitro de Saccharomyces
cerevisiae y Levica 25 con 78.50 y 69.50x10™ UFC/mI respectivamente, cuadro 8.
Finalmente a las 24 horas de evaluacion, existio un promedio mayor con el
tratamiento control y la utilizacibn de Saccharomyces cerevisiae con 264.25 y
169.50 x10' UFC/ml respectivamente, Levica 25 presentd una densidad de
bacterias viables totales de 126.00x10* UFC/ml siendo el promedio mas bajo de

entre los tres tratamientos, cuadro 8.

Al comparar los promedios de la densidad de bacterias viables totales, en funcion
a las horas de evaluacion dentro de cada tipo de levadura y grupo control, se
determind diferencias estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos
dentro de cada tipo de levadura evaluada, de esta manera al comparar la
densidad de bacterias viables totales dentro del grupo control, se determiné el
mayor promedio a las 24 horas con 264.25x10" UFC/ml, seguido por densidades



mas bajas de bacterias obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion en las cuales
se determinaron densidades de 112.95 y 72.00x10* UFC/ml respectivamente,
cuadro 8.

Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
densidad de bacterias viables totales difieren estadisticamente en los periodos de
tiempo evaluados, siendo superior la densidad de bacterias viables totales a las
24 horas alcanzando un promedio de 169.50x10** UFC/ml, seguida por los
promedios obtenidos a las 12 y 8 horas de evaluacion con promedios de 78.50 y
66.00x10'* UFC/mI respectivamente, lo cual indica un incremento en la poblacién
de estas bacterias a medida que transcurre el tiempo, cuadro 8.

De igual manera y con el mismo comportamiento sefialado anteriormente,
mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se determinaron diferencias
estadisticas, es asi que a las 24 horas de evaluacién se determiné el mayor
promedio con 126.00x10* UFC de bacterias viables totales/ml, seguida por las
densidades de bacterias obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion donde se
determinaron promedios de 69.50 y 18.00x10* UFC/ml en su orden, cuadro 8.

Al validar esta biotecnologia en Ecuador utilizando un preparado microbiano a
partir de Saccharomyces cerevisiae se determiné que la densidad de Bacterias
Viables Totales se incrementa a medida que trascurre el tiempo, de esta manera
se observa un incremento en la densidad de bacterias viables totales a partir de la
hora 8 con 65.00x10** UFC/mL, pasando a una poblacién de 74.80x10™ UFC/mL
a las 12 horas de evaluacién y finalmente incrementandose a 158.50x10™
UFC/mL a las 24 horas de fermentacion.

Los resultados obtenidos en la poblacion de bacterias viables totales estan
relacionados a los obtenidos por Orpin, C. (1983), quien al evaluar el efecto de
Saccharomyces boulardii en el metabolismo ruminal y concluyé que la levadura
era digerida por los microorganismos del rumen por lo que era mas utilizada como
prebiotico que como aditivo microbiano, por obtener un incremento significativo en
la poblacion de bacterias benéficas que favorecian a la digestion de los forrajes.

2. Poblacion de bacterias celuloliticas

La densidad de bacterias celuloliticas registré diferencias significativas (P<0.01)
dentro de los tratamientos de cada uno de los factores en estudio, asi mismo se
determind interaccion significativa entre factores, por lo que se exponen los

siguientes resultados:



Al comparar los promedios de la densidad de bacterias celuloliticas, en funcion al
tipo de levadura dentro de cada hora de evaluacion, se determindé que, al
comparar la densidad de bacterias celuloliticas a las 8 horas, se obtuvo el mayor
promedio mediante la incorporacién in vitro de Levica 25 con 30.00x10* UFC/m,
seguido por las densidades de bacterias obtenidas mediante la incorporacion in
vitro de Saccharomyces cerevisiae, y el tratamiento control determindndose
densidades de 27.00 y 26.00x10* UFC/ml respectivamente, cuadro 8, grafico 3.
Por su parte a las 12 horas de evaluacion, la densidad de bacterias celuloliticas
obtenida mediante la incorporacion de levaduras in vitro difieren estadisticamente
entre si, siendo superior la densidad de bacterias celuloliticas mediante el empleo
de Levica 25 alcanzando un promedio de 42.50x10* UFC/ml, seguida por los
promedios obtenidos mediante la utilizacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae
con 30.00x10* UFC/ml y en dltima instancia el grupo control presentd la menor
densidad de bacterias celuloliticas con un promedio de 14.00x10* UFC/ml,
cuadro 8, grafico 3.

Finalmente a las 24 horas de evaluacion, existe un comportamiento similar a las
comparaciones anteriormente realizadas, determinandose los mayores promedios
mediante la incorporacién in vitro de Levica 25 con 64.50x10* UFC/ml, seguido
por las densidades de bacterias obtenidas mediante la incorporacion in vitro de
Saccharomyces cerevisiae, y el tratamiento control con 37.25 y 13.50x10* UFC/ml
de bacterias celuloliticas cuadro 8, grafico 3.

Los resultadfos obtenidos en la presente investigacién responden a lo descrtito
por varios autores al afirmar que los aditivos microbianos proveen estabilizacion
del pH ruminal Abd EI-Ghani,A.(2004) ,lo que favorece el desarrollo de bacterias
celuloliticas. Existen dos efectos de la levadura que pudieran contribuir a la
estabilizacion del pH, uno de ellos es la inhibicion del crecimiento de bacterias
productoras de &cido lactico Girard,D. et al. (1993) y el otro la estimulacion del
crecimiento de bacterias que utilizan acido lactico como Selenomonas
ruminantium Los estudios realizados indican que se estimula la produccién de
AGCC .Lila,Z, et al. (2004).

Al comparar los promedios de la densidad de bacterias celuloliticas, en funcién a
las horas de evaluacion dentro de cada tratamiento, se determind diferencias
estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos dentro de cada tipo de
levadura evaluada y grupo control, de esta manera al comparar la densidad de
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Gréfico 3. Poblacién de bacterias celuloliticas in vitro por efecto de la utilizacion de preparados microbianos con levaduras viables.



bacterias celuloliticas dentro del grupo control, se determind el mayor promedio a
las 8 horas con 26.00x10* UFC/mlI, seguido por los tratamientos que presentaron
densidades de bacterias mas bajas obtenidas a las 12 y 24 horas de evaluacion
en las cuales se determinaron densidades de 14.00 y 13.50x10* UFC/ml
respectivamente, cuadro 8, grafico 3.

Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
densidad de bacterias celuloliticas difieren estadisticamente en los periodos de
tiempo evaluados, siendo superior la densidad de bacterias celuloliticas a las 24
horas alcanzando un promedio de 37.25x10* UFC/ml, seguida por los promedios
obtenidos a las 12 y 8 horas de evaluacién con promedios de 30.00 y 27.00x10*
UFC/ml respectivamente, lo cual indica un incremento en la poblacién de estas
bacterias a medida que transcurre el tiempo, cuadro 8, grafico 3.

Mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se determinaron diferencias
estadisticas, es asi que a las 24 horas de evaluacion se obtuvo el mayor
promedio con 64.50x10* UFC de bacterias celuloliticas/ml, seguida por las
densidades mas bajas de bacterias obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion
donde se determinaron promedios de 42.50 y 30.00x10* UFC/mI respectivamente,
cuadro 8, grafico 3.

Finalmente al incorporar de manera in vitro la levadura Levica 25, existe un
comportamiento similar, determinandose el mayor promedio de bacterias a las 24
horas de evaluacion con 64.50x10° UFC/ml de bacterias celuloliticas,
posteriormente se ubicé el promedio de densidad de bacterias celuloliticas a las
12 horas con 42.50x10* UFC/ml y con el menor promedio la densidad de bacterias
alcanzadas a las 8 horas de evaluacién con 30.00x10* UFC/ml, cuadro 8, grafico
3.

Respecto a estos resultados, se confirma que la levadura LEVICA 25 resultd ser
la mas promisoria para su empleo como activadora de la fermentaciéon ruminal.
Coincidiendo con los resultados expuestos por Marrero, Y. (2005), quien afirma
que esta cepa produjo 15% mas de gas en fermentaciones in vitro con Cynodon
nlemfuensis en relacion al resto de las aisladas en el rumen y ademas ejercio
efectos activadores mas prolongados en las poblaciones fungicas y de bacterias
totales y celuloliticas cuando se compard con la cepa Saccharomyces cerevisiae

L/25-7-13, en vacas que consumen dietas fibrosas.



3. Poblacién de bacterias metanogénicas

Dentro de la cuantificacion de bacterias metanogénicas se registro diferencias
significativas (P<0.01) entre los tratamientos de los dos factores evaluados,
determindndose ademas interaccion significativa entre factores, encontrdndose
los siguientes resultados:

En el contraste de promedios de la densidad de bacterias metanogénicas en
funcién al tipo de levadura dentro de cada hora de evaluacion, se determiné
diferencias estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos dentro de cada
periodo de tiempo evaluado, de esta manera al comparar la densidad de bacterias
metanogénicas a las 8 horas se determiné diferencias estadisticas es asi que el
mayor promedio se obtuvo a base del tratamiento control con 81.00x10° UFC/ml,
seguido de los tratamientos en los que se incluyen levaduras a base de
Saccharomyces cerevisiae y Levica 25 obteniéndose promedios mas bajos con
72.50 y 66.53x10° UFC/ml respectivamente, cuadro 8, grafico 4.

A las 12 horas de evaluacion, la densidad de bacterias metanogénicas obtenida
mediante la incorporacion de levaduras in vitro difieren estadisticamente entre si,
siendo superior la densidad de bacterias metanogénicas obtenida en el grupo
control donde no se utilizaron levaduras con un promedio de 112.00x10° UFC/ml,
y determinandose una mayor eficiencia en la reduccibn de bacterias
metanogénicas mediante el empleo de Saccharomyces cerevisiae y Levica 25 con
un promedio de 54.53 y 43.03x10° UFC/ml respectivamente, cuadro 8, grafico 4.
Por otro lado a las 24 horas de evaluacién, existe un comportamiento similar a la
comparacion anteriormente realizada, determinandose las mayores eficiencias en
reduccion de bacterias metanogénicas mediante el tratamiento en el cual no se
incluyo ningtn tipo de levaduras, presentandose promedios de 300.00x10°
UFC/ml, seguido del tratamiento a base de Saccharomyces cerevisiae con un
promedio de 48.48x10° UFC/ml vy finalmente con la mas baja densidad para este
tipo de bacterias se encuentra el tratamiento a base de Levica 25 en donde se
determiné una densidad de 39.25x10° UFC/ml, cuadro 8, grafico 4.

Al comparar los promedios de la densidad de bacterias metanogénicas, en
funcidn a las horas de evaluacion dentro de cada tipo de levadura, se determiné
diferencias estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos dentro de cada
tipo de levadura evaluada de esta manera al comparar la densidad de bacterias
metanogénicas dentro del grupo control, se determiné el mayor promedio a las 24
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Gréfico 4. Poblacién de bacterias metanogénicas in vitro por efecto de la utilizacion de preparados microbianos con

levaduras viables.
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horas con 300.00x10° UFC/ml, seguido por las densidades de bacterias obtenidas
a las 12 y 8 horas de evaluaciéon en las cuales se determinaron densidades de
112.00 y 81.00x10° UFC/ml respectivamente, cuadro 8, grafico 4.

Los resultados obtenidos con los preparados microbianos se hallan relacionados
a lo descrito por Hungate, R. (1970), quien inform6 que los metandgenos que
viven en el interior o adheridos a la superficie de los protozoos ciliados del rumen,
son responsables de mas del 37% de las emisiones de metano. En ausencia de
protozoos o cuando su poblacion se deprime, las emisiones de metano del rumen
se reducen alrededor de un 13%. Asimismo indic6 que este efecto varia con la
dieta, por lo que dado el efecto que ejercen las levaduras sobre los protozoos la
poblacién de metandgenos es menor.

Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
densidad de bacterias metanogénicas difieren estadisticamente en los periodos
de tiempo evaluados, siendo superior la densidad de bacterias metanogénicas a
las 8 horas alcanzando un promedio de 72.50x10° UFC/ml, a continuacién y con
una densidad menor se obtuvo un promedio de 54.53x10° UFC/ml a las 12 horas
de evaluacion, mientras que el mas bajo promedio de entre los tres tratamientos
evaluados se registré a las 24 horas con 48.48x10° UFC/mlI, lo cual indica un
descenso en la poblacion de estas bacterias a medida que transcurre el tiempo,
cuadro 8, grafico 4.

Mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se determinaron diferencias
estadisticas, es asi que a las 8 horas de evaluacidon se obtuvo el mayor promedio
con 66.53x10° UFC de bacterias metanogénicas/ml, seguida por el promedio
obtenido a las 12 horas de evaluacién con 43.03x10° UFC/m| mientras que en un
promedio menor se registré a las 24 horas con 39.25x10° UFC/ml, cuadro 8,
grafico 4.

4. Poblacion de protozoos

Dentro de la cuantificacién en cuanto a la poblacion de protozoos se registrd
diferencias significativas (P<0.01), entre los tratamientos de los dos factores
evaluados, determinandose ademas interaccion significativa entre factores,
encontrandose los siguientes resultados:

Al comparar los promedios de la densidad de protozoarios, en funcion al tipo de

levadura dentro de cada hora de evaluacién, se determind que, al comparar su



densidad a las 8 horas, se obtuvo el mayor promedio mediante el tratamiento
control con 19.13x10° especimenes/ml, seguido por densidades mas bajas de
protozoarios obtenidas mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces
cerevisiae, y Levica 25 determinandose una poblacion de protozoarios de 8.25 y
6.75x10° especimenes /ml respectivamente, cuadro 8, grafico 5.

A las 12 horas de evaluacion, la densidad de protozoarios obtenidas mediante la
incorporacion de levaduras in vitro y el tratamiento control, difieren
estadisticamente entre si, siendo superior la densidad de protozoarios obtenida
en el grupo control con un promedio de 21.50x10° especimenes /ml, ademas se
pudo observar que con una mayor eficiencia en la reduccién de protozoarios se
obtuvo mediante el empleo de Saccharomyces cerevisiae y Levica 25 con un
promedio de 14.50 y 12.63x10°> especimenes /ml respectivamente, cuadro 8,
grafico 5.

Por otro lado a las 24 horas de evaluacion, existid6 un comportamiento similar a la
comparacion anteriormente realizada, determinandose las mayores eficiencias en
la reduccién de protozoarios mediante el tratamiento control, presentandose
promedios de 34.88x10° especimenes /ml, seguido del tratamiento en el que se
utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae con un promedio de 11.25x10°
especimenes /ml y finalmente con la mas baja densidad se encuentra el
tratamiento a base de Levica 25 en donde se determin6 una densidad de
6.88x10° especimenes /ml, cuadro 8, grafico 5.

Estos resultados son similares a los descritos por Dawson,K,et al, (1990), que las
levaduras son capaces de destruir bacterias patdogenas, debido a la habilidad que
poseen de ligar estos microbios a sus paredes celulares o de unirse a los sitios
receptores de patdgenos al nivel de la mucosa intestinal.

Al comparar los promedios de la densidad de protozoarios, en funcion a las horas
de evaluacion dentro de cada tipo de levadura, se determind diferencias
estadisticas (P<0.01), con diferentes comportamientos dentro de cada tipo de
levadura evaluada de esta manera al comparar la densidad de protozoarios
dentro del grupo control, se determiné el mayor promedio a las 24 horas con
34.88x10° especimenes /ml, posteriormente se presentaron densidades mas
bajas de protozoarios obtenidas a las 12 y 8 horas de evaluacion en las cuales se
determinaron promedios de 21.50 y 19.13x10° especimenes /ml respectivamente,
cuadro 8,grafico 5.
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Por su parte mediante la incorporacion in vitro de Saccharomyces cerevisiae, la
densidad de protozoarios difieren estadisticamente en los periodos de tiempo
evaluados, siendo superior la densidad de protozoarios a las 8 horas alcanzando
un promedio de 16.50x10° especimenes/ml, a continuacién y con una densidad
menor se obtuvo un promedio de 21.50x10° especimenes/ml a las 12 horas de
evaluacion, mientras que el mas bajo promedio de entre los tres tratamientos
evaluados se registré a las 24 horas con 11.25x10° especimenes /ml, lo cual
indica un descenso en la poblacion de protozoarios a medida que transcurre el
tiempo, cuadro 8,grafico 5.
Mediante la incorporacion in vitro de Levica 25 se determinaron diferencias
estadisticas, es asi que a las 8 horas de evaluacidn se obtuvo el mayor promedio
con 14.88x10° especimenes de protozoarios/ml, seguida por el promedio obtenido
a las 12 horas de evaluacién con 12.63x10° especimenes/ml mientras que en un
promedio menor se registré a las 24 horas con un promedio de protozoarios de
6.88x10° especimenes/ml, cuadro 8, grafico 5.
De la misma manera validar el efecto del preparado microbiano a partir de
Saccharomyces cerevisiae en Ecuador se determiné que la densidad de
Protozoarios decrece en relaciéon al incremento del tiempo de fermentacién, asi se
ha determinado una disminucion en la poblacion de protozoarios a partir de la
hora 8 con 12.25x10° especimenes/mL decreciendo a una poblacién de 10.50
x10° especimenes/mL a las 12 horas de evaluacién y finalmente a 8.00x10°
especimenes/mL a las 24 horas de fermentacién, cuadro 9.
Cuadro 9. VALIDACION DEL EFECTO DE PREPARADOS MICROBIANOS A
BASE DE Saccharomyces cerevisilte SOBRE LA POBLACION
MICROBIOLOGICA RUMINAL IN VITRO.

HORAS DE EVALUACION
VARIABLES 8 12 24

Densidad de Bacterias Viables Totales, 1x10%

UFC/mL 65,00 74,80 158,50
Densidad de Protozoarios, 1x10° especimenes/mL 12,25 10,50 8,00
pH 6,80 6,76 6,25

Fuente: Castafieda, S. (2008).
Los resultados obtenidos estan relacionados a lo descrito por varios autores que

afirman la capacidad de las levaduras de destruir bacterias patdgenas, debido a la



habilidad que poseen de ligar estos microbios a sus paredes celulares o de unirse
a los sitios receptores de patogenos al nivel de la mucosa intestinal. Se ha
comprobado experimentalmente que los oligosacaridos de manosa derivados de
la hidrélisis de paredes celulares de levaduras son capaces de reducir la
adherencia de muchas bacterias a la mucosa intestinal y ejercer un efecto inmuno

estimulante. Marrero, Y. (2005).

C. ANALISIS DE PREFACTIBILIDAD ECONOMICA DEL USO DE
PREPARADOS MICROBIANOS CON LEVADURAS VIABLES EN
RUMIANTES MAYORES.

Dentro del andlisis de prefactibilidad de la utilizacién de preparados microbianos a
base de Levica 25 y Saccharomyces cerevisiae, se han considerado los costos de
su aplicacion en rumiantes mayores, involucrando los costos de preparacion del
medio de cultivo, preparacion del inoculo y mano de obra, determindndose que el
costo de 60 litros de preparado a partir de Levica 25 necesarios para ser
suministrados a un rumiante mayor durante un afio es de 21.24 USD, lo que
corresponde a un costo diario de 0.058 USD/160 ml que deben ser ofertados
diariamente a los rumiantes para disminuir el contenido de metandgenos del
rumen e incrementar la densidad de bacterias celuloliticas que permitiran una
mayor digestibilidad de los forrajes y por ende incremento de la productividad de

rumiantes tanto de leche como de carne, cuadro 10.



Cuadro 10. DETERMINACION DE COSTOS PARA EL ANALISIS DE
PREFACTIBILIDAD ECONOMICA DEL USO DE PREPARADOS
MICROBIANOS A BASE DE LEVICA 25 Y Saccharomyces

cerevisiae.
Concepto Cantidad C. Unit. Subtotal
Vinaza, L 32.92 0.05 1.65
Miel, L 4.49 0.07 0.31
Medio de cultivo Roca fosforica, kg 2.17 0.10 0.22
Urea, kg 11.97 0.56 6.65
BIOPLA, kg 2.99 0.25 0.75
Extracto-Caldo de
Preparacion del Inoculo  Malta 5.45 1.68 9.16
Mano de Obra Jornal 0.25 10.00 2.50
TOTAL (USD) 21.24

Fuente: Castafieda, S. (2008).



VI.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

1.

Mediante la utilizacién de preparados microbianos a base de levaduras Levica
25 y Saccharomyces cerevisiae se determino un efecto significativo en relacion
al grupo control en cuanto a la reduccion de la produccion de gas total y gas
metano in vitro de la digestion del pasto estrella, sin embargo la utilizacion de

Levica 25 produce un efecto mas eficiente.

. Mediante la aplicacion de preparados microbianos a base de Levica 25 en la

digestibilidad in vitro de liquido ruminal, se determiné una menor poblacion de
protozoos y bacterias metanogeénicas lo que favorecio al desarrollo de bacterias

celuloliticas en el rumen.

. El costo de la aplicacion de preparados microbianos a partir de levaduras en

rumiantes mayores, durante un afio es de 21.24 USD, lo que corresponde a un
costo diario de 0.058 USD/160 ml que deben ser ofertados diariamente a los
rumiantes para disminuir el contenido de metandgenos del rumen e

incrementar la densidad de bacterias celuloliticas.

. En la validacion realizada en Ecuador, se determind que la utilizacion de un

preparado microbiano a base de Saccharomyces cerevisiae en bovinos,
presenta resultados similares a los obtenidos en Cuba en cuanto a pH y

densidad de bacterias viables totales y protozoarios.



VI.

RECOMENDACIONES

. Utilizar preparados microbianos a partir de levaduras (Saccharomyces

cerevisiae y Levica 25), en rumiantes mayores para disminuir la metanogénesis
en el rumen e incrementar la poblacion de bacterias celuloliticas que permitiran

una mayor digestibilidad y aprovechamiento de los nutrientes de los pastos.

. Realizar nuevas investigaciones para evaluar los niveles adecuados de

suministro de preparados microbianos a base de levaduras, tanto en bovinos

lecheros como en los de carne.

. Divulgar los resultados obtenidos en la investigacion a nivel de gobierno local y

organizaciones de productores a fin de adoptar tecnologias que permitan el
incremento de la productividad utilizando compuestos organicos amigables con

el medio.
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ANEXOS



Anexo 1. Analisis de varianza de los indicadores ruminales en la evaluacion de la
metanogénesis ruminal in vitro por efecto de preparados microbianos

con levaduras viables.
a. POTENCIAL DE HIDROGENO (pH)

Fuente de Variacioén GL SC cMm F Cal Pr > F
Total 35 12.33316389
L 2 7.32440556 3.66220278 26.03 <.0001
H 2 0.29587222 0.14793611 1.85 0.3632
L*H 4 0.91491111 0.22872778 1.63 0.1965
Error 27 3.79797500 0.14066574
%CV DS MM
5.472804 0.375054 6.853056
Duncan Media N Tratamiento
A 7.4350 12 [
B 6.7883 12 S
C 6.3358 12 L
Duncan Media N Tratamiento
A 6.9792 12 8
A 6.8100 12 12
A 6.7700 12 24
b. PRODUCCION DE GAS TOTAL (mL/g MS)
Fuente de Variacidn GL SC cM F Cal Pr > F
Total 35 18485 .40556
L 2 8377.870556 4188.935278 1535.97 <.0001
H 2 9125.842222 4562.921111 1673.10 <.0001
L*H 4 908.0857778 227.014444 83.24 <.0001
Error 27 73.63500 2.72722
%CV DS MM
3.407743 1.651430 48.46111
Horas de Levadura
Fermentacién Control Saccharomyces Levica Promedio
8 43,30 30,30 20,50 31,37
12 62,13 45,50 25,33 44,32
24 95,00 71,55 42,55 69,70
Promedio 66,81 49,12 29,46 48,46
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 291 3,05
D. Estandar 0,477
L.S. Duncan 1,30 1,45

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO

8

c | s | L

43,30a 30,30b 20,50c

12

c | s |

L

62,13a 45,50b 25,33c

24

c | s | L

95,00a 71,55b 42,55c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C

S

\ L




| 24 | 12 | 8 | | 24 | 12 | 8 | | 24 | 12 | 8 |
95,00a 62,13b 43,30c 71,55a 45,50b 30,30c 42,55a 25,33b 20,50c
c. PRODUCCION DE GAS METANO (ul)
Fuente de Variacion GL SC cM F Cal Pr > F
Total 17 133.9027778
L 2 98.11111111 49.05555556 207.76  <.0001
H 2 8.77777778 4.38888889 18.59  0.0006
L*H 4 2488388889 6.22222222 26.35  <.0001
Error 9 2.1250000 0.2361111
%CV DS MM
6.601078 0.485913 7.361111
Horas de Levadura
Fermentacion Control Saccharomyces Levica Promedio
8 9,25 8,25 6,75 8,08
12 10,50 7,75 4,50 7,58
24 11,50 4,75 3,00 6,42
Promedio 10,42 6,92 4,75 7,36
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 3,20 3,34
D. Estandar 0,198
L.S. Duncan 0,63 0,66

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO

8
C S L
9,25a 8,25b 6,75¢c

12

c | s

| L

10,50a 7,75b 4,50c

24
c | s | L
11,50a 4,75b 3,00c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C S
24 12 8 8 12 24
11,50a 10,50b  9,25c 8,25a 7,75a  4,75b

L
8 12 24
6,75a 4,50b  3,00c

Anexo 2. Andlisis de varianza de los indicadores de la poblacién microbiologica

ruminal in vitro por efecto de preparados microbianos con levaduras

viables.

a. BACTERIAS VIABLES TOTALES (1X1011 UFC/ml)

Fuente de Variacion

GL

SC

(o]

F Cal

Pr > F




Total 35 168284.8222
L 2 6069.5356 3034.7678  1253.27  <.eeel
H 2 117026.6689 58513.3344  24164.3  <.0001
L*H 4 45123.2378 11280.8094  4658.64  <.0001
Error 27 65.3800 2.4215
%CV DS MM
1.433910 1.556111 108.5222
Horas de Levadura
Fermentacion Control Saccharomyces Levica Promedio
8 72,00 66,00 18,00 52,00
12 112,95 78,50 69,50 86,98
24 264,25 169,50 126,00 186,58
Promedio 149,73 104,67 71,17 108,52
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 291 3,05
D. Estandar 0,449
L.S. Duncan 1,30 1,37

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO

8

12

24

c | s | L

c | s |

L

c |

s | L

72,00a 66,00b 18,00c

112,95a 78,50b 69,50c

264,25a 169,50b 126,00c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C S L
24 | 12 | 8 24 | 12 | 8 24 | 12 | 8
264,25a 112,95b 72,00c 169,50a 78,50b 66,00c 126,00a 69,50b 18,00c
b. BACTERIAS CELULOLITICAS (1x1@* UFC/ml)
Fuente de Variacion GL SC cM F Cal Pr > F
Total 35 7742.305556
L 2 4649.055556 2324.527778  2109.66  <.0@el
H 2 835.055556 417.527778 378.93  <.eeel
L*H 4 2228.444444 557.111111 505.61  <.0eel
Error 27 29.750000 1.101852
%CV DS MM
3.317725 1.049691 31.63889
Horas de Levadura
Fermentacién Control Saccharomyces Levica Promedio
8 26,00 27,00 30,00 27,67
12 14,00 30,00 42,50 28,83
24 13,50 37,25 64,50 38,42
Promedio 17,83 31,42 45,67 31,64
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 2,91 3,05
D. Estandar 0,303
L.S. Duncan 0,88 0,92




SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO

8 12 24
L S C L S C L | s | c
30,00a 27,00b 26,00c 42,50a 30,00b 14,00c 64,50a 37,25b 13,50c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C
8 12 24
26,00a 14,00b  13,50b

S

L

24 12 8

24 | 12 | 8

37,25a 30,00b 27,00c

c. BACTERIAS METANOGENICAS (1x169 UFC/ml)

64,50a 42,50b 30,00c

Fuente de Variacion GL SC cM F Cal Pr > F
Total 35 213238.9156
L 2 97774.56889 48887.28444  11656.3  <.0001
H 2 26657.48722 13328.74361  3177.99  <.0001
L*H 4 88693.61944 22173.40486  5286.84  <.0001
Error 27 113.2400 4.1941
%CV DS MM
2.255169 2.047944 90.81111
Horas de Levadura
Fermentacion Control Saccharomyces Levica Promedio
8 81,00 72,50 66,53 73,34
12 112,00 54,53 43,03 69,85
24 300,00 48,48 39,25 129,24
Promedio 164,33 58,50 49,60 90,81
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 2,91 3,05
D. Estandar 0,591
L.S. Duncan 1,72 1,80

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO

8

12

c | s | L

c | s | L

81,00a 72,50b 66,53c

112,00a 54,53b 43,03c

24

c | s | L

300,00a 48,48b 39,25c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C S L
24 12 8 8 12 | 24 8 12 24

300,00a 112,00b 81,00c 72,50a 54,53b 48,48c 66,53a 43,03b 39,25c
d. DENSIDAD DE PROTOZOARIOS (1x10°> especimenes/ml)

Fuente de Variacion GL SC cM F Cal Pr > F

Total 35 2073.409722

L 2 1270.597222 635.298611 509.18 <.0001

H 2 12.847222 6.423611 5.15 0.0128

L*H 4 756.277778 189.069444 151.54 <.0001

Error 27 33.687500 1.247685




%CV DS
6.608371 1.116998

MM
16.90278

Levadura
Horas de Fermentacion Control Saccharomyces Levica Promedio
8 19,13 16,50 14,88 16,83
12 21,50 14,50 12,63 16,21
24 34,88 11,25 6,88 17,67
Promedio 25,17 14,08 11,46 16,90
C: Control S: Saccharomyces L: Levica
t Duncan 291 3,05
D. Estandar 0,322
L.S. Duncan 0,94 0,98
SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TRATAMIENTOS DEN TRO DE TIEMPO
8 12 24
c | s | L c | s | L C s L

19,13a 16,50b 14,88c

21,50a 14,50b 12,63c

34,88a 11,25b 6,88c

SEPARACION DE MEDIAS SEGUN DUNCAN: TIEMPO DENTRO DE TRATAMIENTOS

C

24 | 12 | 8

34,88a 21,50b 19,13c

S
8 12 24
16,50a 14,50b 11,25c

L

8

12 | 24

14,88a 12,63b 6,88c




