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Se realiz6 un experimento con el hidrolizado de Saccharomyces An experiment was carried out with the hydrolyzate of

cerevisiae, registrado como PROBIOLEV®, obtenido en Cuba de la
hidrolisis de la crema de destileria a partir del crudo enzimatico de
Bacillus subtilis E-44, para determinar su efecto en la poblacion
microbiana ruminal de pasto estrella (C. nlemfuensis). Se aplico la
técnica de produccion de gases in vitro, con modificaciones segun
el objetivo propuesto. Se establecieron tres tratamientos: A) control
de pasto estrella, B) pasto estrella + crema de levaduras y C) pasto
estrella + hidrolizado de levaduras. Las dosis de crema e
hidrolizado fueron 100 mL/kg de concentrado/dia, equivalente a
130 mg de (B 1,3) glucano/kg de concentrado. Los muestreos se
hicieron antes de incubar, y a las 3 y 6 horas después de la
incubacion. El hidrolizado activé las poblaciones totales de
bacterias (P=0.0088) en 62 %, lo que corresponde a 19.36 x 10"
UFC/mL mas de bacterias, lo que significa incremento en biomasa
bacteriana. Las bacterias celuloliticas fueron mdas numerosas
(P=0.0042) y el niimero total de hongos celuloliticos se incremento
(P=0.0009) con el hidrolizado. No hubo efecto del tiempo en las
bacterias viables totales, celuloliticas y hongos celuloliticos. Se
concluye que el hidrolizado produce cambios en la poblacion
ruminal, incrementa la poblacion de bacterias viables totales,
bacterias y hongos celuloliticos, evento que pudiera favorecer la
degradacion de la fibra contenida en el pasto estrella.

Palabras clave: bacterias totales, celuloliticas, hongos,
proteoliticas, PROBIOLEV ®

Saccharomyces cerevisiae, registered as PROBIOLEV®, obtained in
Cuba from the hydrolysis of distillery cream from the enzymatic
crude of Bacillus subtilis E-44, to determine its effect on the
ruminal microbial population of star grass (C. nlemfuensis). The in
vitro gas production technique was applied, with modifications
according to the proposed objective. Three treatments were
established: A) star grass control, B) star grass + yeasts cream and
C) star grass + yeasts hydrolyzate. The doses of cream and
hydrolyzate were 100 mL/kg of concentrate/day, equivalent to
130 mg of (B 1.3) glucan/kg of concentrate. Samplings were done
before incubation, and at 3 and 6 hours after incubation. The
hydrolyzate activated the total bacterial populations (P=0.0088) by
62 %, which corresponds to 19.36 x 10" CFU/mL more of bacteria,
which means an increase in bacterial biomass. Cellulolytic bacteria
were more numerous (P=0.0042) and the total number of
cellulolytic fungi increased (P=0.0009) with the hydrolyzate. There
was no effect of time on the total viable bacteria, cellulolytic
bacteria and cellulolytic fungi. It is concluded that the hydrolyzate
produces changes in the ruminal population, increasing the
population of total viable bacteria, bacteria and cellulolytic fungi,
an event that could favor the degradation of the fiber contained in
the star grass.

Key words: cellulolytic, fungi, proteolytic,c PROBIOLEV *, total
bacteria
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Introduccion

La mayoria de los estudios con levaduras en la
alimentacion de animales rumiantes se han realizado con
el empleo de levaduras vivas (Marrero et al. 2015 y Marrero
et al. 2020). Sin embargo, el uso de sus hidrolizados como
aditivos en la alimentacion de animales rumiantes ha sido
poco explorado, aunque constituye una via promisoria que
posibilita la activacion de la poblacion microbiana ruminal,
especificamente la celulolitica, asi como los principales
sitios sensibles del complejo ecosistema ruminal.

En S. cerevisiae, aproximadamente, 90 % de la pared
celular estd compuesta por polisacaridos, de 5-10 % de
proteinas y no rebasa 1 % de lipidos, aunque la porcion
proteica es, relativamente, pequefia y, aproximadamente,
50 % de la pared celular estd compuesta por glicoproteinas
(Klis et al. 2006 y Diaz et al. 2018). Segln estos
autores, los principales componentes de la pared celular
de estas levaduras son manano proteinas y p- glucanos, en
proporciones mas o menos iguales y pequeiia cantidad de N-
acetilglucosamina

Entre las materias primas disponibles para la produccion
de derivados de pared de levadura, los residuos de
la industria alcoholera (cremas de destilerias o cremas
de levaduras, vinazas) constituyen un contaminante muy
agresivo para el medio ambiente. Del alcohol destilado
se producen, aproximadamente, de 12-15 L de aguas
residuales/L con produccién anual de 2.6 millones de m’.
Su carga orgénica es 60 - 150 g DQO/L, aproximadamente,
1000 veces mayor que la permitida por la norma de
proteccion del medio ambiente. Estas razones justifican su
uso para producir alimento animal mediante procedimientos
biotecnoldgicos, lo que constituye, ademas, una via para
mejorar el entorno y la gestion ecoldgica de la industria
alcoholera.

Galindo et al. (2010, 2019) sugirieron la hipotesis de
que el hidrolizado que se obtiene de estas cremas se puede
utilizar en la alimentacion de animales rumiantes bajo el
concepto de aditivos microbianos. Los aditivos microbianos
activan la poblacion microbiana que habita en el rumen
de los rumiantes, incrementan la utilizacion digestiva de
los alimentos y la degradacion de la fibra (Valenciaga
et al. 2019). Ademds, pueden reducir la produccion
de metano a ese nivel y de esa manera, doblemente,
brindan un servicio ambiental. Estos antecedentes ofrecen
la posibilidad de pensar que la utilizacion de un hidrolizado
enzimatico de S. cerevisiae pudiera favorecer la accion de
los microorganismos ruminales en animales que consumen
dietas fibrosas. De ahi que el objetivo del trabajo que
se presenta fue determinar el efecto de un hidrolizado
de S. cerevisiae en la poblacién microbiana ruminal de
pasto estrella.

Materiales y Métodos

El experimento se desarrolld en el Instituto de Ciencia
Animal, municipio San José de las Lajas, provincia
Mayabeque, Cuba, a 92 m s.n.m., 22°53” latitud norte
y 82°02° longitud oeste. El suelo fercialitico, ondulado,
con 4.84 % de materia organica, 0.26 de nitrogeno total,
40.59 ppm de fosforo, 4.60 de calcio, 0.46 de magnesio y
pH de 6.34.

Tratamientos experimentales: Se evaluaron tres
tratamientos, segun diseflo completamente aleatorizado en
arreglo factorial 3x3 (tres tratamientos y tres horas de
muestreos). Los tratamientos fueron: A) control con pasto
estrella, B) pasto estrella + crema de levaduras y C) pasto
estrella + hidrolizado de levaduras. Las dosis de crema e
hidrolizado fueron 100 mL/kg de concentrado/d, equivalente
a 130 mg de (B 1,3) glucano/kg de concentrado.

El hidrolizado o la crema de levaduras se asperjaron sobre
el concentrado comercial para vacas lecheras en la dosis
seflalada. Luego de un mezclado homogéneo, el producto
quedo listo para su empleo.

El resto de la dieta experimental consistid en pasto
estrella. Su composicion quimica fue 7.26, 74.57, 10.11,
0.42 y 0.18 para la PB, FDN, ceniza, calcio y fosforo, %
MS, respectivamente (AOAC 2016).

La crema de levaduras, materia prima a partir de la
cual se obtuvo el hidrolizado, se obtuvo de la destileria
del central Jesus Rabi, de la provincia Matanzas. La
caracterizacion de la composicion quimica del hidrolizado
se realizé segun las técnicas descritas por la AOAC (2016)
y se indican MS, MO, cenizas y PV. Las fracciones fibrosas
se analizaron por el procedimiento de Goering y van Soest
(1970). La proteina bruta (PB) se determiné mediante el
método de Kjeldalh. Los azlicares reductores totales (AR)
se analizaron de acuerdo con la técnica colorimétrica del
3,5-dinitro salicilico (DNS), donde se empled la glucosa
como azucar patron (Bernfeld 1955). La cuantificacion de
carbohidratos totales (CT) se realizd mediante la técnica
colorimétrica del fenol-sulfirico (Dubois et al. 1956). Los
valores coinciden con los informados por Rodriguez et al.
(2017): 19.39, 17.83, 82.17, 40.28, 38.54, 7.93 y 6.09 % de
MS, cenizas, MO, PB, PV, AR CT. El pH del mismo fue de
5.56 y la relacion PV/PB de 95.68.

Procedimiento experimental:  El experimento se condujo
en condiciones in vitro. Se utilizo la técnica de Theodorou
et al. (1994). Segun describe, se emplearon botellas selladas
de 100 mL para incubar las muestras de alimento en liquido
ruminal y un medio tampdn. En cada botella se introdujeron
0.5 g del material a evaluar (pasto estrella), 50 mL de la
mezcla integrada por liquido de rumen y soluciéon tampon
en relacion 1:3 y el concentrado en cantidades equivalentes
con el aditivo microbiano (hidrolizado o crema). Los frascos
de fermentacion se esterilizaron previamente a 121 °C y
1.5 atm. durante 15 min. El procedimiento se realizd
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en atmosfera de CO, para garantizar las condiciones de
estricta anaerobiosis. El inoculo ruminal se obtuvo a partir
de cuatro vacas mestizas estabuladas y canuladas en rumen,
alimentadas con una dieta de forraje de gramineas y 2 kg/dia
de concentrado comercial 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. Se conservé en un termo
herméticamente cerrado hasta su traslado al laboratorio de
microbiologia y genética molecular del rumen en el Instituto
de Ciencia Animal. Posteriormente, se filtr6 a través de
muselina. Para conformar la mezcla que se iba a fermentar,
se utilizo el total del liquido ruminal de las cuatro vacas
mestizas de Holstein, con el propoésito de eliminar el efecto
animal.

La toma de muestras para la determinacion de las
poblaciones microbianas se efectud antes de incubar y a las
3y 6 h posteriores al momento de la incubacion (hora 0).

Técnicas de cultivo y conteos de microorganismos: Se
utilizo la técnica de cultivo de Hungate (1950) en tubos roll
y en condiciones de anaerobiosis estricta. La siembra de
bacterias viables totales y celuloliticas se efectué en los
medios de cultivo de Caldwell y Bryant (1966), modificados
por Elias (1971) y Galindo (1988). Para la determinacion de
la poblacion de hongos se utilizd el medio de cultivo de
Joblin (1981).

Analisis estadistico: Para el andlisis de los datos se
empled la metodologia propuesta por Herrera et al. (2015).
Se probaron los supuestos tedricos del analisis de varianza:
normalidad de los errores por la docima de Shapiro y
Wilk (1965), homogeneidad de varianza por la de Levene
(1960) para las variables bacterias totales, proteoliticas,
celuloliticas y hongos celuloliticos. Todas las variables
incumplieron con dichos supuestos.

Posteriormente, se empled la
los datos y no mejoraron su cumplimiento, por lo
que se empled andlisis de varianza, segun disefio
completamente aleatorizado no paramétrico en arreglo
factorial 3x3 Kruskal-Wallis. En los casos donde la
interaccion no fue significativa, se informaron los efectos
principales y se aplico la docima LSD de Fisher (1935).

transformacion de

Para el procesamiento de los datos, se utilizd el paquete
estadistico Infostat (Di Rienzo 2012). En los casos donde
la interaccion no fue significativa, se registraron los efectos
principales.

Resultados

El hidrolizado de levaduras que se evalud presenta
concentraciones de oligosacaridos de glucanos de 3.34 +
0.35 %. La crema que le dio origen tiene concentraciones
de las referidas biomoléculas en concentraciones similares,
solo que se encuentran en las paredes de las levaduras
y no disponibles a los microrganismos ruminales en el
producto. A partir de esos valores, la dosis de 100 mL/kg
de concentrado equivale, aproximadamente, a 130 mg de
(1,3) glucano/kg de concentrado.

Del analisis de los resultados se puede informar que
no hubo interaccién significativa entre las poblaciones
de bacterias viables totales, proteoliticas, celuloliticas y
hongos celuloliticos con el tiempo de fermentaciéon. La
tabla 1 muestra los efectos principales de los tratamientos
en estos grupos microbianos. El hidrolizado de levaduras
activé las poblaciones de bacterias viables totales del
rumen (P=0.0088) y su poblacion difirié de la encontrada
cuando no se utilizé suplementacion. La crema de levaduras
propici6 valores intermedios de bacterias totales, sin
manifestar diferencias entre los tratamientos control y con
hidrolizado.

En términos de numero poblacional de bacterias viables
del rumen, la inclusion de dosis tan pequefias como
100 mL/kg concentrado/d produce incrementos del 62 % de
la poblacion total de bacterias del rumen, lo que equivale
a 1936 x 10" UFC/mL mas de bacterias, que significa
incremento en biomasa bacteriana.

La poblacion de  bacterias  celuloliticas  fue
significativamente mas numerosa (P=0.0042) cuando se
suplement6d con el hidrolizado de levaduras con respecto
a la crema que le dio origen y al tratamiento control sin
suplementacion, los que no difirieron entre si (tabla 1).
El ntmero total de hongos celuloliticos se incrementd
(P=0.0009) con la presencia del hidrolizado en el

Tabla 1. Efecto del hidrolizado de levaduras y la crema que le dio origen en algunos grupos fisioldgicos de microorganismos del rumen

Tratamientos Variables Control

Crema de levaduras

Hidrolizado de levaduras EE+ Significacién

Bacterias totales viables, 10" UFC/mL 30.94" (4.48) DE=5.00

Bacterias proteoliticas, 10° UFC/mL 41.06 (14.48) DE=15.79
Bacterias celuloliticas, 10° UFC/mL 3.91"(3.74) DE=3.15

Hongos celuloliticos, 10° UFT/mL 30.80° (2.33) DE=2.66

41.76" (7.70) DE=7.69 50.30° (9.70) DE=7.23 P=0.0088
36.76 (10.56) DE=5.67 41.06 (12.30) DE=5.48 P=0.3974
39.35" (5.11) DE=2.70 5222+ (8.48) DE=7.23 P=0.0042
39.04° (2.52) DE=1.63 53.17* (4.63) DE=3.38 P=0.0009

() Medias de los datos originales, EE: error estandar
~*: medias con letras diferentes en la misma fila difieren a p<0.05

UFC: unidades formadoras de colonias, UFT: unidades formadoras de talo
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concentrado de los animales, cuando se relaciona con el
tratamiento sin suplementar y con aquel suplementado con
la crema de levaduras S. cerevisiae. El hidrolizado de
levaduras y la crema que le dio origen no tuvieron efectos en
la poblacion de bacterias proteoliticas del rumen

En la investigacion no se registrd efecto del tiempo de
fermentacion en las poblaciones de bacterias viables totales,
celuloliticas y hongos celuloliticos del rumen (tabla 2). Sin
embargo, como muestra la tabla, las bacterias proteoliticas
presentaron las menores poblaciones a las 3 h después de
iniciada la fermentacion (P=0.0269).

Discusion

Multiples han sido los mecanismos descritos acerca de
que pequeiias dosis de levaduras adicionadas a la dieta de
los rumiantes pueden estimular el crecimiento microbiano
en el rumen (Marrero et al. 2015 y Marrero et al. 2020),
fenémeno que se vincula a la calidad y tipo de dieta que
consumen los animales.

Se ha informado que las paredes celulares de las
levaduras pueden constituir, aproximadamente, 30 % de la
materia seca de la célula. A escala estructural, la misma
se integra por tres grupos de polisacaridos: polimeros
de manosa o mananoproteinas, hasta 50 % de la MS;
polimeros de glucosa o - glucanos (1.3/1.6), hasta 55 %
de la MS y, en menor proporcion, polimeros de N-acetil-
glucosamina o quitina en 6 % de la MS de la pared celular
(Diaz et al. 2017)

Uno de los mecanismos que facilitan estos productos
biotecnologicos subscriben que el efecto activador tiene
su origen en los factores de crecimiento que aprovisionan
las levaduras para los microorganismos ruminales, como
polisacaridos de pared, las vitaminas del complejo B,
los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) y de
cadena ramificada, las provitaminas y los micronutrientes
(Chaucheyras-Durand 2006 y Diaz ef al. 2017).

La estimulacion del crecimiento microbiano, segin
refieren Chaucheyras-Durand (2006) y Diaz et al. (2017)

puede estar asociada a la presencia de dos factores
de crecimiento, localizados en las diferentes fracciones
celulares de la levadura. Uno de ellos termolabil de origen
lipidico y otro termoestable con un posible origen peptidico.
Rossi et al. (2004) aislaron a partir de S. cerevisiae
dos fracciones peptidicas ricas en lisina e histidina, que
resultaron efectivas en estimular el crecimiento de la
bacteria ruminal Megasphaera elsdenii, principal bacteria
que fermenta el lactato a nivel de rumen.

Otras teorias se postularon por los que encontraron que
el malato presente en las levaduras es capaz de estimular
el crecimiento de algunas bacterias Gram negativas del
rumen. También Newbold er al. (1996) hallaron aumento,
en la poblacion de bacterias celuloliticas y la digestion de la
fibra. Todo esto se revierte en un incremento en la proteina
microbiana en el rumen que ayuda a explicar los efectos
beneficiosos que se observan cuando se incluyen levaduras
vivas o sus hidrolizados en la dieta de los animales.

Chaucheyras-Durand et al. (2008) demostraron la eficacia
de las levaduras para influir en el crecimiento y la actividad
enzimatica de los microorganismos que fermentan la fibra
en el rumen e informaron la estimulacion in vitro del hongo
Neocallimastix frontalis por el suministro que realizan
las levaduras de tiamina y vitamina requeridas por los
hongos del rumen para la zoosporogénesis. Ademas, estos
autores indicaron que las levaduras estimulan el crecimiento
y la actividad enzimatica de las enzimas glucosidasas e
hidrolasas. Las referidas enzimas se encuentran presentes
en las bacterias que fermentan la fibra, como Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus spp 'y Butyrivibrio fibrisolvens,
por el suministro que hacen de nutrientes y vitaminas para
esta poblacion fibrolitica.

En general, son pocos los trabajos que analizan el efecto
de los hidrolizados de levaduras en animales rumiantes.
Sus mecanismos de accion especificos no se definen
claramente. Galindo er al. (2010), al evaluar el efecto
de dos niveles de hidrolizado enzimatico de la levadura
S. cerevisiae en la poblacion microbiana ruminal de
animales que consumen Cenchrus purpureum vc. Cuba CT-

Tabla 2. Efecto del tiempo de fermentacion en algunos grupos fisiologicos de microorganismos del rumen con hidrolizado de levaduras y la

crema que le dio origen como activadores ruminales

Sampling time, h

Indicadores
0

EE+ Significacién

Bacterias totales viables, 10" UFC/mL 45.83 (8.96) DE=5.79

Bacterias proteoliticas, 10° UFC/mL 46.87* (13.93) DE=9.71
Bacterias celuloliticas, 10° UFC/mL 43.31 (4.59) DE=2.63

Hongos celuloliticos, 10° UFT/mL 43.54 (3.59) DE=3.02

3 6
38.76 (6.85) DE=7.47 38.41 (6.07) DE=5.72 P=0.3934
31.24" (11.26) DE=13.76 44.89* (12.15) DE=5.63 P=0.0269
44.46 (7.41) DE=7.45 35.71 (4.59) DE=3.88 P=0.2913
4528 (3.78) DE=3.37 34.19 (2.11) DE=1.53 P=0.1217

Leyenda: () Medias de los datos originales, EE: Error estandar
~*: medias con letras diferentes dentro de la misma fila difieren a p<0.05

UFC: unidades formadoras de colonias, UFT: unidades formadoras de talo
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115 informaron incrementos de las poblaciones de bacterias
viables totales y de bacterias celuloliticas en condiciones in
vitro. El nivel de 100 mL/kg de concentrado/dia fue el que
permitié obtener el mayor incremento de la poblacion de
bacterias viables totales.

Desafortunadamente, no se pudo determinar la
concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
en el presente experimento. Al respecto, Kettunen ef al.
(2016) y Oeztuerk et al. (2016) informaron la eficacia de
dos hidrolizados de levadura S. cerevisiae, que estimularon
la fermentacion in vitro de diferentes sustratos y aumentaron
la produccion de AGCC. Este aspecto, en particular debera
constituir objeto de estudios futuros, debido a que con este
mismo producto Diaz et al. (2011) obtuvieron incrementos
en la concentracion total de AGCC, acido propidnico y
butirico en ovejos.

Mas recientemente, Diaz et al. (2017) evaluaron el efecto
de la suplementacion con hidrolizado de S. cerevisiae en los
indicadores fermentativos en fermentadores RUSITEC con
heno de alfalfa y concentrado en relacion 1/1. Estos autores
constataron incrementos en el crecimiento microbiano en
rumen, especialmente de bacterias celuloliticas, con la
adicion del hidrolizado en la dieta. Este resultado se
corresponde con lo planteado en la literatura cientifica
acerca del efecto activador de las cepas de levaduras en
las poblaciones de bacterias viables totales y bacterias
celuloliticas, cuando estas cepas se emplean como aditivos
en dietas para rumiantes (Herrera 2014 y Casas 2018).

Si se tiene en cuenta que el hidrolizado enzimatico
de S. cerevisiae esta constituido, fundamentalmente, por
péptidos de bajo peso molecular, oligosacéaridos de glucanos
y mananos, vitaminas, aminoacidos, bases nitrogenadas,
nucledsidos y nucledtidos, entre otros componentes,
entonces es evidente que este producto puede ejercer efecto
estimulador de la poblaciéon microbiana ruminal, al igual
que las cepas de levaduras vivas, por la presencia de las
referidas sustancias presentes en el hidrolizado enzimatico.
Ello pudiera incidir, directamente, en el incremento de
la poblacién microbiana, especificamente la celulolitica
y, como consecuencia, se obtienen incrementos en la
degradabilidad ruminal de los nutrientes del forraje que
reciben los animales (Valenciaga et al. 2019).

Conclusiones

El hidrolizado de levadura S. cerevisiae produce cambios
en la poblacion ruminal, incrementa las poblaciones de
bacterias viables totales, bacterias y hongos celuloliticos,
evento que pudiera favorecer la degradacion de la fibra
contenida en el pasto estrella.
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