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Resumen
La acidosis ruminal subaguda (SARA) afecta la salud animal y el desempefio
en sistemas productivos intensivos y semi intensivos con serias repercusiones
economicas a nivel del rodeo y a nivel nacional en general.

Desde la década pasada se han buscado estrategias alternativas para resolver
distintas patologias tanto en humanos como en animales en sustitucion de la
administracién de compuestos antimicrobianos, las que incluyen prebiéticos vy
probidticos.

En este trabajo, se realizé un ensayo in vitro para evaluar el efecto de cuatro
sustancias posiblemente utilizables como prebiéticos (cultivos inactivados de
Saccharomyces cerevisiae, como fuente de manano-oligo sacaridos, acido malico,
inulina y sorbitol), mediante la modulacién de la biota bacteriana ruminal que influye
en el pH.

Se encontré que la levadura inactivada tuvo el mejor efecto modulador a lo
largo del tiempo (hasta las 12 hs de fermentacion) mostrando diferencias
significativas con el tratamiento control de acidosis, pero sin diferencias significativas
entre las dosis utilizadas. Otro tratamiento se comportdé de forma similar (sorbitol),
pero hasta las 4hs, aunque luego el pH descendié bruscamente.

Los tratamientos correspondientes al acido malico, tuvieron un comportamiento
opuesto al esperado.

El uso de fermentadores estaticos durante corto tiempo (24hs), utilizando el pH
como variable respuesta, resulto util en este estudio de simulacién de acidosis
ruminal.

Se necesitan estudios in vivo, para poder corroborar los resultados y el
comportamiento de los prebibticos anteriormente citados, en un ambiente ruminal
que se enfrente a dietas altamente acidéticas y evaluar su efecto amortiguador y
regulador de pH.

Summary

Subacute ruminal acidosis (SARA) affects animal health and production
performance in intensive and semi-intensive productive systems and it causes
severe economic impact, both at rodeo and national scales.

Over the past decade they were looked for alternative strategies in order to heal
various diseases in both humans and animals instead of administration of
antimicrobials. Among those, were included prebiotics and probiotics.

We performed an in vitro assay to evaluate the effect of different substances
which could be used as prebiotics (inactivated cultures of Saccharomyces cerevisiae,



as a source of mannan-oligo-saccharides, malic acid, inulin and sorbitol), through the
modulation of ruminal bacterial biota affecting pH.

It was found that inactivated yeast had the best modulating effect over time (up
to 12 hours of fermentation), showing significant differences with the control of
acidosis, but no significant between the doses used. Another treatment behaved
similarly (sorbitol), but after 4 hours then the pH decreased sharply.

Treatments for malic acid, had a different pattern than expected.

The use of static fermenters for a short time (24 hours) using the pH as the
response variable was useful in studying simulated ruminal acidosis.

Further in vivo studies to should be performed in order to demonstrate the
performance and behavior of these prebiotics in the rumen environment, preventing
highly acidotic diets effects and assessing their buffering and pH regulating role.



INTRODUCCION

El rumen, alberga e interactia con una compleja mezcla de microorganismos.
En él se dan mudltiples relaciones bibticas y se establecen diversos equilibrios
metabdlicos entre distintos grupos de microorganismos y el huésped. Es un
ecosistema auto contenido abierto que tiene como productos de entrada los
alimentos y como compuestos de salida acidos grasos volatiles, NH3;, CHg,
nitrégeno proteico y otros, es decir los nutrientes que el animal necesita y algunos
productos metabdlicos de desecho (Hungate, 1996; Osborne y Dehority, 1989;
Beach y col., 2005).

La dinamica ruminal de los alimentos explica gran parte del comportamiento
digestivo en los rumiantes y por lo tanto su resultado productivo final. En estos
animales, el rumen representa aproximadamente 1/7 de la masa corporal y
mantiene en su interior determinadas condiciones de anaerobiosis, temperatura y
humedad que lo hacen una camara de fermentacion ideal (Rusell y Hespell, 1981).
En condiciones normales el sistema mantiene estable su pH gracias a la capacidad
tampon de los componentes de la saliva del animal, tiene un eficaz mecanismo de
eliminacién de los productos que en él se generan (NH3, acidos grasos volatiles)
gracias al poder de absorciéon de sus paredes y permite una renovaciéon continua
del contenido gracias al aporte de sustratos a través de los alimentos y al pasaje de
los elementos sélidos y liquidos a los tramos posteriores del aparato digestivo (Van
Soest, 1994; Sauvant y col., 1999).

La baja correlaciéon entre la concentraciéon de AGV y el pH ruminal (Sauvant y
col., 1999), indica que otros factores ajenos a la concentracién de AGV son
importantes en la determinacién del pH. Entre ellos, la capacidad tampdn del medio
ruminal juega un papel fundamental, el cual depende de tres factores principales: la
cantidad de saliva segregada; la capacidad tampén intrinseca de los alimentos
ingeridos y la capacidad tamponante de los productos de fermentacion
(fundamentalmente amoniaco).

La saliva aporta la mayor proporciéon de la capacidad tamponante del rumen.
Dicho aporte depende del volumen total de saliva producida y de su composicion.
La saliva contiene iones fosfato y bicarbonato como sustancias tampones
principales. Aunque el potencial tamponante del fosfato y el bicarbonato de la saliva
es de 15 - 25 y de 5 — 60 meq/L, respectivamente, en las condiciones de pH
ruminal normal (pH = 6,2), el bicarbonato (pKa = 6,1) juega un papel mucho mas
importante que el fosfato (pKa = 7,2) (Sauvant y col., 2006).

En consecuencia, y en las condiciones normales, la capacidad tamponante de la
saliva depende en gran medida del volumen de saliva producido (Sauvant y col.,
1999). observaron que existe una relacion directa entre el flujo de saliva (I/lkg MS
ingerida) y el pH. Sin embargo, cuando el pH disminuye a 5,5, la capacidad
tamponante del sistema bicarbonato-fosfato del rumen queda saturada.

La produccién total de saliva es muy variable (entre 5 y 20 I/kg MS ingerida)
dependiendo de la cantidad, composicién y tipo de racién (Sauvant y col., 1999). El
factor determinante parece ser el tiempo de masticacién y rumia, ya que la cantidad
media de saliva segregada por minuto de masticacion permanece relativamente
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constante e independiente del tipo de alimento. El tiempo empleado para la
masticacion y rumia depende del contenido de fibra, de tal manera que a mayor
contenido en fibra, mayor tiempo de masticacién, y en consecuencia mayor:
secrecion de saliva. Ademas, la forma de presentacion del forraje juega un papel*
fundamental en la cantidad de saliva segregada, siendo mayor en el heno,
intermedio en el ensilado y el pasto, y bajo en forraje en forma de pellet. Por ultimo,
el tamano de particula también afecta al tiempo de masticacién y rumia, con el
consecuente efecto sobre la secrecion salivar.

Los desequilibrios entre los grupos de microorganismos debidos a los
cambios en la alimentacién, traen repercusiones sanitarias y productivas (Nocek,
1997; Weimer, 1998; 2006; Yang y Beuchemin, 2006).

Enemark en su revisién sobre la acidosis ruminal en el ano 2003 postulé que
en EEUU un 19% de las vacas en temprana lactacion y 26% en mitad de la
lactancia tienen SARA. Se ha estimado que las pérdidas econémicas asociadas a
este padecimiento son de U$S 500 millones al doble, por afo (Enemark, 2003).

El estudio de la acidosis ruminal puede ser abordado a través de varios
meétodos experimentales, como ser técnicas in vivo, in vitro e in situ. Los métodos
in vivo tienen la ventaja de que se aproximan mas a la realidad, se trabaja con
animales, pero es una técnica mas costosa y engorrosa, al tener que disponer de
mas tiempo y espacio. La técnica in vitro es mas sencilla y menos costosa, pero
simula la realidad de una manera limitada.

Chenost (2001) publicé que la técnica de produccién de gas es utilizada cada
vez mas para estudiar el comportamiento de los microorganismos ruminales, por lo
que en este trabajo se adopté esta técnica y la utilizamos como modelo para
nuestro estudio experimental.

Un modelo experimental es un sistema simplificado que reproduce de manera
razonable lo que se pretende estudiar. En la actualidad no hay modelos
experimentales in vitro adecuados para reproducir SARA (Aldrovandi y col., 2009).

Es interesante resaltar que la técnica de fermentacién in vitro no solo es util
para el estudio del liquido ruminal, sino que puede ser usada en diversas
condiciones, e incluso para monogastricos. Podemos, a través de este método,
estudiar la cinética de fermentacién en diferentes especies y ademas es posible
establecer el grado de digestibilidad de los alimentos. Sin duda que el empleo de
esta técnica simplifica mucho las cosas, por un tema de espacios y de costos,
haciendo que puedan llevarse a cabo investigaciones que de otra manera no serian
posibles. Es una técnica que permite evaluar la cinética de fermentacion y la
produccién de gas, pero permite también evaluar el pH, variable que cumplié la
discusién de nuestro trabajo.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Acidosis ruminal

Es un padecimiento de los rumiantes que cursa segun el grado de gravedad,
con cambios en el pH ruminal con consecuencias microbioldégicas y metabdlicas
que limitan el aprovechamiento de los alimentos, con trastornos digestivos que



pueden incluir disminucién de la motilidad ruminal, estasis ruminal, heces blandas,
ruminitis e hiperqueratosis (Nocek, 1997. Keunen y col. 2002). También y como
consecuencia de los cambios mencionados puede haber otras repercusiones por la
produccion de sustancias téxicas que pasan al torrente sanguineo y ejercer su
efecto negativo a distancia provocando liberaciéon a la sangre de endotoxinas y
padecimientos tales como abscesos, laminitis y otros trastornos locomotores.
(Nocek, 1997; Gozho y col. 2005).

Con frecuencia, la acidosis clinica se denomina acidosis lactica, ya que en
estas condiciones el acido lactico juega un papel fundamental. En condiciones
normales el acido lactico es un intermediario minoritario del metabolismo ruminal.
Aunque son numerosas las bacterias que sintetizan lactico, Streptococcus bovis es
probablemente la mas importante. Sin embargo, la mayor parte del acido lactico
producido se metaboliza en el rumen, siendo Megasphera elsdenii la especie que
mas contribuye a este proceso. En la mayor parte de los casos, el desarrollo de
acidosis se debe mas a la no metabolizacién del acido lactico que al incremento de
sintesis. El proceso suele iniciarse con la fermentacién rapida de hidratos de
carbono no fibrosos (HCNF) y el crecimiento de grupos bacterianos productores de
acido lactico (S. bovis). El desarrollo lento de las bacterias utilizadoras de lactico
favorece su acumulacién. Cuando el acido lactico se acumula y el pH se reduce por
debajo de 5.5, las poblaciones mayoritarias utilizadoras de lactico y la poblacién
productora de acido lactico desaparecen, pero son sustituidas por lactobacilos
productores de acido lactico. La acumulaciéon de acido lactico reduce aun mas el
pH, entrando en un ciclo que conduce a la acidosis metabdlica y a la aparicién de
sintomas clinicos (Calsamiglia y Ferret, 2002).

Las condiciones ruminales éptimas para la produccién microbiana que no
afectan la degradacién de los componentes fibrosos de los forrajes se caracterizan
por un pH cercano a la neutralidad (6.7-6.8), una concentracion de NH; de al
menos 5-8 mg por decilitro y de AGV, de 75-90 mmol/L con una relacion
acético/propionico de 3.1/1 (Kaufmann y col., 1980; Rearte, 1992; Van Soest, 1994,
Remond y col, 1995). Segun Sauvant y col., (1999) el pH limite para considerar una
acidosis era de 6.25 y menor a 5.5 para considerar una acidosis aguda. Otros
autores consideran el valor 5.6 como limite para esta patologia (Keunen y col.,
2002; Gozho y col., 2005; Krause y Oetzel, 2005). Independientemente del valor
que se considere, en la acidosis, el pH ruminal llega a valores inferiores a aquellos
en los que la microbiota puede digerir la fibra en condiciones apropiadas.
(Beauchemin y Yang, 2005).

La disminucién del pH ruminal se debe a la acumulacién de acidos grasos
volatiles (AGV) acompanada por un desequilibrio en sus proporciones y ademas a
la acumulacién de acido lactico. (Nocek, 1997; Beauchemin y Yang, 2005). Todo
ello puede deberse a las caracteristicas quimicas (composicién) de la dieta y al
estado fisico de los alimentos que componen la dieta. La presencia de cantidades
importantes de carbohidratos facilmente fermentables (almidones o de glucidos
simples y oligosacaridos), que son sustancias rapidamente atacables desequilibran
la relacion de acidos grasos aumentando la proporcién de acido propidnico,
aumenta la velocidad de produccion de AGV totales y son precursores de la
produccion de acido lactico (Sauvant y col., 1999; Keunen y col.; 2002; Sauvant y
col., 2006).
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La acidosis sub aguda es consecuencia de periodos transitorios repetidos de
pH ruminal moderadamente bajos que no son suficientes para desencadenar la
sintomatologia clinica de acidosis. La suplementacién de raciones altamente
fermentables estimula el desarrollo de la mucosa ruminal que inicialmente favorece
la absorcién de los AGV sin embargo, en mucosas no adaptadas, la baja absorcién
de AGV provoca una ligera acidosis ruminal (Calsamiglia y Ferret, 2002, Sauvant,
1999). Es un desorden metabdlico de importancia en ganado de alta produccion
como el lechero, con una presentacion mucho mas frecuente y una gran
repercusion econdmica en la produccion (Nocek, 1997). Las pérdidas econémicas
por SARA, se atribuyen no solo a los problemas de salud, sino también a los costos
crecientes de la alimentacién debido a la digestién pobre de la fibra y a la eficacia
de una alimentacion mas baja (Krause y Oetzel, 205; Firkins y col., 2006).
Paradéjicamente, las causas de estos trastornos provienen muchas veces por
ejemplo de dietas que pueden maximizar la produccién lechera o de ganado de
engorde, con concentrados y forraje con fibra fisicamente efectiva (FFE) baja
(Beauchemin, 2000; Nocek, 1997).

El mantenimiento de un pH relativamente bajo permite el desarrollo de
poblaciones de clostridios y coliformes que provocan una inflamaciéon de la mucosa
y el desarrollo de hiperparaqueratosis, que actua como barrera fisica para la
absorcion de AGV. La consecuencia inmediata es la acumulacién de AGV y la
disminuciéon del pH ruminal. Aunque no se llegan a desarrollar sintomas clinicos, el
mantenimiento de este pH reduce la digestibilidad de la raciébn y provoca
oscilaciones en la ingestién de materia seca. En cualquier caso, el desarrollo de
estrategias para la prevencion de la acidosis clinica o subclinica debe considerar
los factores de la racion implicados en la generacibn de acido y de su
neutralizaciéon o eliminacién del medio ruminal. (Nocek, 1997; Calsamiglia y Ferret,
2002).

El pH normal, éptimo en el rumen oscila entre 6.2 y 7.0. De todos los factores
del medio ruminal, el pH es el de mas susceptible variacion, y la racién es el factor
mas determinante de los cambios. EI mantenimiento del pH ruminal es el resultado
de la produccién y la neutralizaciéon o eliminacién de protones en el medio ruminal.
En la fisiopatologia de la acidosis ruminal entran en juego varios factores tanto del
alimento como del manejo y el propio animal, e inclusive el ambiente (Calsamiglia y
Ferret, 2002).

Mientras que las fermentaciones de hidratos de carbono no estructurales son
energéticamente mas eficientes, son altamente acidégenas, y su aporte debe
limitarse y/o contrarrestarse con hidratos de carbono fibrosos, ya que estos aportan
capacidad tamponante al medio ruminal. Sin embargo, la fibra limita la ingestion y
su fermentacién es energéticamente menos eficiente. La formulaciéon de racién en
los rumiantes debe buscar el equilibrio entre los niveles de hidratos de carbono con
el objetivo de optimizar la ingestion de energia sin provocar alteraciones
patolégicas en el rumen (Sauvant, 1999; Calsamiglia y Ferret, 2002).

Los HCNF son los componentes que, por su aportacién cuantitativa y su
rapida degradacion ruminal, contribuyen en mayor medida a los cambios de pH
ruminal. El riesgo de acidosis es tanto mayor cuanto mayor sea la cantidad y la
velocidad de degradaciéon de los HCNF. El potencial acidogénico de los diferentes
ingredientes depende de la velocidad de degradacién de los almidones, que varia
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entre especies vegetales, y puede modificarse fisica (molido, copos, gelatnmzacuon‘
por calor) o quimicamente (hidrolisis enzimatica o acida). Incluso, la velocidad de’'
degradacion y la degradabilidad efectiva real de los almidones son distintas (Sniffen’

y col., 1992; Calsamiglia, 2002).

Otro componente importante es la cantidad de almidén que aporta la racion..
En raciones completas, la mayor disponibilidad de energia fermentable esta
altamente correlacionada con el contenido en almidones degradables en el rumen.
Sauvant y col. (1999) demostraron la relacién lineal negativa entre el contenido de
almidones fermentables en el rumen y el pH ruminal.

La disminucién del pH ruminal se debe a la acumulacién de acidos grasos
volatiles (AGV) acompanada por un desequilibrio en sus proporciones y ademas a
la acumulacion de acido lactico (Nocek 1997; Beauchemin y Yang, 2005). Todo ello
puede deberse a las caracteristicas quimicas de la dieta (composicién) y al estado
fisico de los alimentos que componen la dieta. SARA cursa con un desequilibrio en
la producciéon de AGV, los que se acumulan junto con acido lactico, lo que produce
un descenso moderado del pH ruminal, con frecuencia, crénico (Garner y col.,
2004).

Se cree que el acido lactico ruminal solo puede proceder de la fermentaciéon
lactica del almidén, maltosa, rafinosa, sucrosa, lactosa, celobiosa, fructosa y
glucosa, asi como del propionato derivado de la fermentaciéon ruminal. Por tanto, la
acidosis en ultima instancia, dependera de los aportes de estos carbohidratos a
través de la racion. En general, la fermentacion de las hexosas genera mas
cantidad de acido lactico que la fermentacion de las pentosas. Asimismo, las
fracciones solubles de los ingredientes muestran una mayor tendencia a formar
acido lactico que las fracciones insolubles. Esto explica, en parte, por qué no todos
los cereales predisponen a la acidosis ruminal de la misma forma (Bach 2002).

Bach (2002) estudié trastornos ruminales con un enfoque practico en
sistemas de producciéon del ganado lechero. Destacé la importancia de los
porcentajes de materia seca de los ensilados y afirmé que el agua o la humedad de
la racion es un nutriente que suele estar frecuentemente involucrado en los cuadros
de acidosis.

La mayoria de raciones del vacuno lechero contienen ensilados, y éstos
suelen representar una fuente importante de la fibra de la racién. La materia seca
de los ensilados varia con el tiempo, por lo que si la racién se prepara con la misma
cantidad de ensilado en fresco, es muy probable que en el transcurso de las
semanas la cantidad de materia seca de ensilado aportada no sea la misma. Si
esto ocurre, la cantidad de fibra aportada a la racién tampoco sera la misma. Si el
contenido de agua del ensilado aumenta (muy tipico con los ensilados en torre, y
menos en los de trinchera) y se ofrece la misma cantidad en la racién, el resultado
es un menor aporte de materia seca y de fibra. Este menor aporte de fibra en la
racion, puede predisponer a un cuadro de acidosis ruminal. Ademas, las raciones
muy humedas estimulan menos la salivaciéon, por lo que inducen una menor
secrecion de bicarbonato y resultan en una menor capacidad tampoén del rumen
(Bach, 2002).



12

Normalmente, los AGV se absorben a través de la pared ruminal por difusion
pasiva, y por tanto a mayor gradiente de concentraciéon entre el liquido ruminal y la
sangre mayor velocidad de absorcion. Ademas, la difusién pasiva es mas eficaz
cuando los AGV estan en forma no disociada (carga neutra) que en forma
disociada (carga acida) (Sauvant, 1999). Sin embargo, en muchas ocasiones, la
acidosis ruminal coincide con raciones muy ricas en concentrado que no estimulan
la rumia disminuyendo la motilidad ruminal, por lo tanto la capacidad de mezclar y
distribuir los AGV a través del liquido ruminal también disminuye. Ademas, durante
los cuadros de acidosis el flujo sanguineo gastrointestinal disminuye, lo que junto
con la poca motilidad ruminal y el endurecimiento de la mucosa ruminal conlleva a
que una relativamente menor proporcién de los AGV sea absorbida lo cual acentua
aun mas el cuadro acidético (Sauvant, 1999).

Por otro lado, los AGV son absorbidos a través de la pared ruminal mediante
un intercambio con el bicarbonato sanguineo (la mitad del bicarbonato ruminal
procede de la saliva, la otra mitad de la sangre). Al disminuir la absorcién de AGV
todavia se exacerba mas la acidosis ruminal, pues se pierde el efecto tamp6n que
produce (Huntinton y col, 1981).

A pesar de las consecuencias negativas que una acidosis ruminal puede
conllevar, en general se insiste en alimentar las vacas con raciones que rozan el
limite de la acidosis ruminal y en muchas ocasiones producen acidosis subagudas
o subclinicas. Este empeno se explica por los mejores resultados productivos que
se suelen conseguir con este tipo de raciones, ya que las acidosis subagudas
comportan una serie de ventajas que permiten aumentar la eficiencia productiva de
las vacas. Las raciones que resultan en pH ruminales mas bajos suelen ser mas
eficientes en el aprovechamiento energético de la racién, pues la fermentacion
ruminal en estas condiciones suele producir mayores cantidades de propionato y
menores de acetato. La producciéon de acetato va ligada forzosamente a la
produccion de metano, lo que supone una pérdida energética ya que el metano no
puede ser usado como fuente energética por el animal y es eliminado mediante el
eructo.

Ademas, la eficiencia de sintesis de proteina microbiana aumenta conforme
disminuye el pH, pues por un lado la poblacién de protozoos del rumen disminuye
(los protozoos ingieren una gran cantidad de bacterias) por otro la desaminacién
de los péptidos y aminoacidos (para obtener energia) también disminuye pues las
bacterias disponen de suficientes fuentes de energia mas eficientes que los
aminoacidos o los péptidos. Ademas, en condiciones de acidosis ruminal la
degradacion de la proteina disminuye, y por tanto la cantidad de proteina no
degradable de la racion aumenta. Si la proteina usada en la racién tiene un buen
perfil de aminoacidos (s6lo posible cuando se usa una combinacion de varias
fuentes de proteina), una leve acidosis puede ayudar a aportar aminoacidos a la
vaca y mejorar su produccién (Bach, 2002).

Russell y Chow (1993) propusieron que la inducciéon de la masticacion, y
consecuente produccion de bicarbonato, facilitaba el efecto tampén mediante la
dilucién de los acidos ruminales debido a un mayor ritmo de paso de los liquidos
ruminales (a mayor salivacion mayor cantidad de liquido entraba en el rumen, y por
tanto mas rapidamente lo abandonaba). Sin embargo, el efecto de la
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dilucién del contenido ruminal mediante la adicidon de liquido tiene un efecto
totalmente opuesto, induciendo un descenso del pH ruminal. Al anadir agua al
rumen se facilita que una mayor proporcién de CO, esté disponible para formar
HCO; con la correspondiente emisién de un ién de hidrégeno (H”).

Por ejemplo, a un pH ruminal de 6,6, la concentracion de HCO3 deberia estar
cerca de los 0,51 mol/l. La dilucién ruminal mediante la adicién de un 20% de agua,
reduce directamente la concentracion de HCO3; en un 20% hasta llegar a 0,041
mol/l. Para que el sistema vuelva a la normalidad, es preciso que se forme mas
HCO; a partir de CO; y la consiguiente produccion de mas acido. Por lo tanto, no
es recomendable que los animales que consuman raciones con alto riesgo de
inducir acidosis consuman agua durante las primeras horas después de la ingestién
de la racién (Bach, 2002).

El riesgo de acidosis es mayor en verano que en invierno debido a la
ciclicidad de la ingestion que los animales experimentan durante los periodos de
alta temperatura. En situaciones de temperaturas elevadas, las vacas tienden a
disminuir el numero de ingestas y a aumentar la cantidad de materia seca
consumida en cada ingesta, con lo que el riesgo de que se acumulen grandes
cantidades de AGV aumenta, y por tanto, también aumenta el riesgo de acidosis

En muchas ocasiones, forrajes de alta calidad, rapidamente degradable en el
rumen puede provocar cambios en el ecosistema ruminal incluyendo una drastica
disminucién del pH con las consecuencias ya consideradas (Keunen, 2002).

Con frecuencia, los episodios de acidosis son consecuencia de una
desincronizacién entre la produccién de acido y la producciéon de capacidad
tamponante. En este sentido, la pauta de ingestion es importante. El riesgo de
acidosis es mayor cuando el alimento concentrado se administra en una o dos
tomas diarias, y disminuye en la administraciéon de concentrado con collares
magnéticos o en raciones completamente mezcladas. De forma similar, aquellos
factores que provoquen la ingestion rapida de alimentos (limitacién en el tiempo de
acceso a la comida, competencia en el comedero por limitacion de espacio, etc.)
incrementaran la produccion rapida de acidos y el riesgo de acidosis (Sauvant y
col., 1999).

En numerosas ocasiones se ha sugerido la posible participacién del acido de
alimentos conservados (ensilados) en el desarrollo de la acidosis. Considerando el
aporte de entre 300 y 1000 mM de acido/kg MS de silo ingerido (Dulphy y
Demarquilly, 1981), la contribucion de los AGV de los silos respecto a la produccion
ruminal no supera, en el mejor de los casos, el 10%, por lo que no debemos
considerar el aporte de acido de los silos y alimentos conservados como una fuente
acidogénica importante.

El estado fisico de los alimentos, sobre todo en el tamano de la particula de
los alimentos fibrosos, disminuye la fibra fisicamente efectiva. Esto trae aparejado
una disminucién en las masticaciones y de la secrecién salival. Por eso se pierde
una buena parte del efecto tampoén que tiene la saliva y repercute en la facilidad
con la que disminuye el pH en los animales con esta alimentacién (Sauvant y col.,
1999; Beauchemin y Yang, 2005, Sauvant y col., 2006; Yang y Beauchemin, 2006).
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En los feed-lots de Norte América se utilizan habitualmente buffers en la
racion (Hutjens, 1991; Erdman, 1988), que son beneficiosos en la prevencion de la
acidosis (Garry, 2002). El buffer ideal debe ser soluble en agua y tener un pKa
cercano al o6ptimo pH del liquido ruminal. EI HCO3 (pKa = 6.25) tiene los
requerimientos y es el mas utilizado como buffer. Segun algunos autores, debe ser
agregado en los casos que la fibra de la racion sea muy baja (Erdman, 1988).
Existen documentos que muestran que la adicién en la racion de 150g de NaHCO;
por dia en vacas en lactacion tiene un efecto positivo en la produccién de leche.
(Downer y Cumming, 1985). De forma similar se ha demostrado un efecto positivo
en el indice de conversiéon y en el porcentaje de la grasa de la leche. (Erdman,
1988). EI uso de buffer solo seria justificable cuando tenemos un problema de
SARA, y no como uso de rutina en la alimentacién de los bovinos (Enemark, 2004).

Técnica de produccién de gas in vitro

Los estudios in vivo suelen ser dificultosos y caros con respecto a los
métodos in vitro. Entre estos ultimos, la técnica de produccién de gas (PG) permite
simular el proceso de digestiébn ruminal registrando la emisién de gas producto de
la fermentacién de los alimentos. Es una técnica confiable, sencilla y econdmica y
puede ser utilizada para estimar el valor nutritivo de los alimentos (Brown y col.,
2002).

Se han utilizado métodos de fermentaciéon in vitro, con registro de la
produccién de gas, desde la década del 50 (Mc Bee, 1952). Veinte afos mas tarde
se ha seguido utilizando el método pero con diferentes formatos, por ejemplo, el
sistema publicado por Menke y col. (1979) con sustrato incubado en sistema de
jeringas calibrado, donde el gas producido era medido en un periodo de 96 hs.

Wilkins (1974) describi6 una aproximacion diferente a la cinética de la
fermentaciéon in vitro, en donde la fermentacion se hacia en frascos sellados y el
gas producido se determinaba utilizando un transductor de presién para medir la
acumulacién de presiéon en el espacio libre superior del frasco. Este principio de
medir la presiéon con un sensor o transductor fue adoptado ampliamente como un
método simple, pero sensible de determinar la cinética de la fermentacién.

Al principio se utilizaron manémetros por desplazamiento de agua (Trei y col.,
1970). De manera similar, Jouany y Thivend (1986) y Beuvink y Spoelstra (1992)
utilizaron cilindros de medicién invertidos para determinar el volumen de agua
desplazado.

El desplazamiento directo de un émbolo mediante la fermentacion de un
sustrato de alimento en una jeringa de vidrio fue desarrollado por Czerkawsky y
Breckenridge (1975) y fue la base para el “Hohenheim gas test” desarrollado mas
tarde por Menke y col. (1979). La técnica de las jeringas originalmente fue
desarrollada para determinar la fermentabilidad final de un sustrato, a las 24 hrs,
sin embargo un registro del desplazamiento del émbolo en intervalos mas
frecuentes también permite determinar la cinética del perfil de fermentacion.

También se desarrollaron registros de presion en el espacio libre superior
automaticos y semi-automaticos, como los descritos por Pell y Schofield (1993),
Mauricio y col. (1999) y Davies y col. (2000).
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Las técnicas in vitro son herramientas utiles para estimar el proceso de
digestion de los alimentos y el valor energético. En principio consisten en incubart
una cantidad conocida de alimento en un medio anaerdbico constituido por un
extracto de liquido ruminal, solucién nutritiva (macro y micro minerales) y una_
solucién buffer que simula la accion de la saliva animal tamponando el sistema. Lasc
muestras son incubadas a 39 °C y como consecuencia del proceso de fermentacion™
se producen AGV, gases, protoplasma microbiano (como consecuencia del
crecimiento de los microorganismos ruminales) y queda un residuo del alimento no
digerido.

La técnica de PG in vitro, predice la digestiéon a partir de la medicién del gas
producido durante la fermentacion. Una importante ventaja de ésta técnica es que
el gas producido se puede medir en forma sucesiva sobre la misma unidad de
medicion (frasco de fermentacién) de modo que el proceso digestivo puede ser
monitoreado en el tiempo. Este gas estd directamente relacionado con la
desaparicion de sustrato. Sin embargo, la técnica presenta inconvenientes cuando
se intenta trabajar a distintos pH ruminales debido a la PG indirecta generada por el
desplazamiento del sistema buffer (Cone, 1998).

El gas es medido en el espacio libre y puede realizarse la mediciéon en
tiempos predeterminados o al alcanzar determinados umbrales de presién. Un gran
inconveniente es que el alcanzar un umbral, se altera la produccién de gas,
afectando la dinamica de fermentacion, aunque algunos autores afirman que esto
es solucionado al aumentar en algunos mililitros el espacio libre del frasco
(Pedraza, 1998).

Dentro de los factores que afectan la cinética de fermentacion se encuentran
la cantidad de sustrato disponible para la fermentacién, el tamafo de la poblaciéon
microbiana y la actividad de la misma. Esto ha sido demostrado tras el uso de
diferentes modelos para describir la cinética de produccién de gas (Beuvink y
Kogut, 1993; Schofield y col., 1994).

La mencién de produccién de gas para evaluar forrajes adquirié notoriedad a
partir del momento en que Menke y col. (1979) reportaran altas correlaciones entre
los valores de produccion de gas in vitro y la digestibilidad aparente in vivo.
También fueron observadas fuertes correlaciones con los valores de energia
metabolizable de los alimentos determinados in vivo (Menke y Steingass, 1988).

La cantidad de gas producido por el sustrato en la incubacién in vitro esta
relacionada con la digestibilidad y consecuentemente con el valor energético.
(Pedraza, 1998).

El modelo consta de un sustrato, in6culos, aditivos y un medio de
tamponamiento, con condiciones iniciales de pH y anaerobiosis, entre otras.
Siempre la variable respuesta ha sido la producciéon de gas, pero se han usado
otras variables como respuesta inicial y final, como la produccién de AGV y el pH
(Callaway y Martin, 1996).

Como resulta evidente, la cantidad de gas acumulado in vitro tiene dos
fuentes: la PG directa proveniente de la fermentacion de los alimentos, los cuales
producen acidos grasos de cadena corta, CO, y metano (CH,), y la PG indirecta
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correspondiente al CO, liberado por el desplazamiento del bicarbonato (HCO3)
como consecuencia de la acumulacion de AGV (Beuvink y Spoelstra, 1992; Rymer
y col., 2005).

Cuando las incubaciones se realizan a pH acidos (menores a 6,8) o con
materiales fermentados, la técnica presenta inconvenientes, ya que la acidez
proveniente del alimento o generada en forma artificial aumenta la PG como
consecuencia de la contribucién indirecta de gas (Beuvink y Spoelstra, 1992;
Jaurena, 1998).

Seria deseable que el sistema buffer minimice la PG indirecta de forma de no
distorsionar la interpretacion de los resultados. Para esto es necesario que el buffer
no contenga bicarbonato en su composicion. Por otra parte, el consumo del acido
citrico genera dificultades para mantener el pH (Mould y col., 2000).

Hay que tener en cuenta que el liquido ruminal no solo aporta
microorganismos sino también AGV y sustratos digeribles, de modo que puede
contribuir con PG que no esta asociada con el alimento evaluado. Por ésta razén
se realiza una correccién restando el gas producido por un blanco (Cone, 1998), el
cual es una botella que contiene medio de cultivo e inéculo sin muestra. Cuando la
diluciéon del liquido ruminal es grande, es probable que no corregir por blanco sea
mejor ya que la PG proveniente de la materia organica contenida en el liquido es
minima. (Cone, 1998).

Probiodticos, Prebiéticos y Simbiéticos
Probibticos:

Aunque se han propuesto varias definiciones de probiéticos, la mas
ampliamente aceptada en la actualidad establece que es un suplemento
alimentario microbiano vivo que administrado en cantidades adecuadas puede
ejercer beneficios al animal (Collins y Gibson, 1999). Son microorganismos no
patogenos, generalmente originarios de la biota del huésped al que benefician, los
cuales al ser ingeridos vivos como monocultivos o en cultivos mixtos, ejercen una
influencia positiva en la salud y la fisiologia del huésped (Marteu y Seksik, 2004).

Un probiético es un suplemento alimenticio microbiano vivo que afecta en
forma beneficiosa al huésped fomentando su equilibrio intestinal microbiano. Los
probidticos mas comunes son bifidobacterias, lactobacilos o levaduras (Roos vy
Katan, 2000).

Estudios clinicos demostraron que algunos probiéticos especificos previenen
la diarrea asociada a antibiéticos y la diarrea del viajero, y reducen la severidad de
la diarrea por rotavirus en seres humanos (Roos y Katan, 2000).

La actividad innata B-galactosidasa de los lactobacilos puede aliviar ademas
los sintomas de la intolerancia a la lactosa (De Vrese y col., 2001). La evidencia
clinica disponible apoya la hipétesis que los probiéticos pueden ser beneficiosos en
la prevencion y el tratamiento de la diarrea alimentaria.

Mas recientemente, varios investigadores se han interesado en el uso de
microorganismos seleccionados (Direct-Fed Microbial: DFM), que al modificar la
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biota ruminal provoca efecto favorables para el huéped, evitando problemas como
la acidosis ruminal y el meteorismo y ayudandolo en su desempeno productivo
(Newbold y col., 1995; Ghorbani y col., 2002; Beauchemin y col., 2003).

Prebibticos

En 1995 Gibson y Roberfroid definieron los prebiéticos como ingredientes no-
digestibles por el huésped, que afectan en forma beneficiosa a éste mediante la
estimulacién selectiva del crecimiento y/o la actividad de un numero limitado de
especies de bacterias.

A diferencia de los probiéticos, que tienen que llegar viables y en cierta
cantidad al lugar de accién, en este caso al rumen donde tienen que adaptarse a
un ecosistema existente (Weimer, 1998), un prebidtico promueve selectivamente el
crecimiento de grupos especificos de la microbiota originaria (Gibson y Roberfroid,
1995).

Los beneficios de salud de los prebibticos se relacionan con sus propiedades
especificas de indigestibilidad, fermentabilidad y selectividad en promover el
crecimiento de bacterias beneficiosas (Roberfroid, 2001).

Los prebibticos tienen la finalidad de modificar la microbiota ruminal de tal
manera que las actividades bacterianas beneficiosas para el huésped son
estimuladas y las actividades bacterianas adversas para la salud del huésped son
suprimidas (Jouany y Ushida, 1998; Gorbhany y col., 2002).

Las propiedades de fermentacion de los prebiéticos se ven influenciadas por
su composicion en monosacaridos, su unién glucosidica y su peso molecular. La
mejor forma de comparar los prebiéticos (oligosacaridos) es con técnicas in vitro,
de las que existen varias aproximaciones (Mc Carthy y Rastall, 2003).

Los FOS (fructooligosacaridos), como la inulina y la oligofructuosa, son
carbohidratos indigestibles que naturalmente estan presentes en los esparragos,
cebollas y achicorias (Gibson y Roberfroid, 1995, Roberfroid, 1996).

Aunque la mayor parte de las investigaciones en humanos se hizo sobre la
inulina y los FOS, también fueron testeados en relacion a sus efectos prebiéticos
otros oligosacaridos no digeribles como los xylooligosacaridos,
galactooligosacaridos, mananooligosacaridos e isomaltooligosacaridos. La mayoria
de los candidatos a prebidticos son oligosacaridos, pero también incluyen
polisacaridos (Blaut, 2002).

Gibson y Roberfroid (1995) investigaron los patrones de fermentacion de
varios oligosacaridos y llegaron a la conclusion que todos pueden ser considerados
como nutrientes. Sin embargo soélo los FOS y en particular la inulina cumplieron los
criterios de prebidtico. Un estudio en personas con ileostomias que consumian
oligofructuosa (15, 5 g/dia) o inulina (17g/dia) demostré un grado de recuperacion
en los liquidos de la ileostomia de un 88-89%, indicando un alto grado de
indigestibilidad (Ellegard y col., 1997).

La fermentacién de los FOS resulta en la proliferacion de bifidobacterias
(Wang y Gibson, 1993). Esto fue confirmado por estudios in vivo durante los cuales
la suplementacién con 15 g/dia de oligofructosa result6 en un incremento de
bifidobacterias y una reducciéon de Clostridium sp. y Fusobacterium sp. (Gibson y
col, 1995). Se piensa que esta selectividad se debe a que las bifidobacterias tienen
la enzima B-fructosidasa que va a separar las uniones glucosidicas B 1-2 de los
FOS. (De Vries y Southhamer, 1967). Los monémeros producidos de esta hidrélisis
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(glucosa y fructosa) entonces son utilizados por las bifidobacterias como un
sustrato para la fermentacion.

En terneros hay ensayos con inulina que muestran efectos similares a los
encontrados en monogastricos, mejorando la performance de crecimiento y la
consistencia de la materia fecal. Los rumiantes adultos no tienen recursos
enzimaticos para atacar estas sustancias (inulina y FOS, entre otros) aunque la
biota ruminal es capaz de degradarla completamente (Van Loo, 2007).

El uso de otros oligosacaridos, como los mananooligosacaridos (MOS) ha
mostrado efectos prebiéticos en animales domésticos, tales como reduccién de
microorganismos patdégenos, como Salmonella spp. y E. coli (Spring y col., 2000).
La fuente mas comin de mananooligosacaridos es la pared de S. cerevisiae
(Spring y col 2000, Lipke y Ovalle, 1998). También estudios en rumiantes
demuestran que son hidrolizados por algunas bacterias del rumen (Williams y col.,
2005).

Los alimentos funcionales son definidos como un componente de la dieta que
puede tener efectos fisiolégicos sobre el consumidor y que pueden llevar a una
mejora justificable de la salud (Roberfroid, 1996). Debido a la diversidad de
especies y sus capacidades metabdlicas de la microflora la fermentacién en el
intestino es un proceso complicado donde productos metabdlicos finales
excretados por una especie pueden servir como sustrato de crecimiento para otra.
En general la fermentacién bacteriana en el intestino puede tener ya sea efectos
promovedores de la salud (p. ej. la produccién de metabolitos “protectivos” como el
butirato) o nocivos (p. ej. produccion de toxinas o carcinégenos). Por esto existe un
potencial para modificar la microbiota intestinal de tal forma que los efectos
beneficiosos son realzados. Esto se puede lograr por el uso de probiéticos (Fuller,
1989) y/o prebidticos (Gibson y Roberfroid, 1995).

El uso de alcoholes polihidroxilicos, tales como sorbitol, manitol, arabinitol,
xilitol y galactitiol, se ha realizado con diversas finalidades sobre rumiantes, o en
ensayos in vitro, produciendo diversos efectos moduladores sobre la biota ruminal,
modificando la produccion de AGV o seleccionando poblaciones determinadas de
microorganismos.

Se han realizado trabajos in vitro, con liquido ruminal ovino y la inclusion de
varios polioles (Lister, 1984), encontrandose en algunos casos modificaciéon de la
relacién acetato: propionato y diferentes efectos entre los hexitoles y los pentitoles.

En estudios in vitro con liquido ruminal ovino, se ha demostrado un efecto
inhibidor del sorbitol, sobre patégenos tales como la E. coli O157:H7 (De Vaux,
2002).

En estudios in vivo en ganado bovino, se utilizé sorbitol, solo o con ionéforos,
con resultados variables sobre la performance carnicera de los animales (Fontenot
y Huchette, 1993).

Los acidos organicos fumarico, malico y aspartico, son productos
intermediarios de una de las vias metabolicas (succinica) por la cual el piruvato se
transforma en acido propiodnico, evitando la via que forma lactato (Mongdi, 2007).
Para que bacterias como Propionibacterium shermanii y Selenomonas ruminatium
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(Nocek, 1997) utilicen al acido lactico para formar succinico, es necesaria la
presencia de malato en el medio como principal estimulador (Nisbet y Martin,
1990). Otro efecto benéfico del malato, es disminuir la produccion de metano
(CH4). Cuando el H, esta disponible en el rumen, las bacterias S. ruminatum,
pueden utilizar fumarato y malato para producir succinato y propionato.

El malato, es la sal del acido malico (un acido dicarboxilico) presente en la
naturaleza como intermediario del ciclo de Krebs. Se encuentra con mayores
concentraciones en las leguminosas (Mongéi, 2007).

Se ha demostrado en estudios in vivo que el uso de acido malico no afecta la
funcién digestiva ruminal, pero que si puede subir el pH ruminal a través del uso del
lactato previamente existente en el rumen (Montano y col., 1999).

Simbidticos

El concepto simbidtico involucra un probidtico util incorporado a través de un
vehiculo alimentario apropiado y un prebiético adecuado (Gibson y Roberfroid,
1995). Se basa en el hecho que la estructura tanto del prebidtico como de las
especies bacterianas presentes en el ecosistema son factores importantes para el
manejo de la microbiota intestinal y por lo tanto apunta a realzar o mejorar la
supervivencia del probiético en el medio hostil del colon ofreciéndole un sustrato de
crecimiento pronto y disponible.

Son combinaciones de probidticos con prebidticos, produciendo estos ultimos
un efecto especifico positivo sobre los primeros (Marteu y col., 2004; Tuohy y col.;
2005). Estas combinaciones garantizan la supervivencia de los microorganismos,
con un sustrato especifico rapidamente disponible, que ademas garantiza al menos
un efecto benéfico para el cual el prebiotico es el precursor (Martin, 1998; Montafo
y col.; 1999; Colling y Gibson, 1999; Muenya y col. 2005).

Una posibilidad interesante consiste en utilizar la glucotecnologia para
efectivamente disefar y sintetizar simbi6ticos que consisten en un probiético
eficiente y un prebiético, hechos a medida o especialmente para ese organismo
especifico (Rabiu y col., 2001).

OBJETIVOS
Objetivo general:

Comparar los efectos de sustancias potencialmente preventivas de la
acidosis ruminal sobre el pH en un modelo in vitro de fermentacién, validando el pH
como variable de respuesta.

Objetivos especificos:
e Evaluar el uso de potenciales prebidticos en la modulacién de la biota
bacteriana ruminal.
e Seleccionar el prebiético que haya exhibido el mejor potencial para la
prevencion de la acidosis.
e \Validar el pH como variable de respuesta, en lugar de la producciéon de gas,
en condiciones de simulacion de la acidosis ruminal in vitro.

HIPOTESIS
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Las hipotesis planteadas en el siguiente trabajo son las siguientes.

Diferentes sustancias (Saccharomyces cerevisiae inactivada, inulina, sorbitol
y acido malico) pueden ejercer un efecto modulador sobre la biota ruminal.
El método gas in vitro modificado, permite mostrar el efecto modulador de
la biota en condiciones experimentales que simulan la acidosis ruminal.

El pH en este tipo de modelo experimental es de utilidad para evidenciar el
mencionado efecto modulador.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé en el campo experimental N° 2 de la Facultad de Veterinaria
(Departamento de San José)

Modelo

Sistema de fermentacién (como sustituto del rumen de los vacunos): se realiz6 en
un frasco de vidrio color caramelo de 125 mL donde se introdujeron los
ingredientes.

Como sustrato se utiliz6 una mezcla de gramineas y leguminosas en estado
vegetativo (forraje) y grano de cebada (50% de forraje y 50% de grano de cebada
en base a materia seca), secos, molidos y mezclados, junto con un aditivo
(Saccharomyces cerevisiae inactivado, inulina, sorbitol y acido malico), agregado
segun el disefio experimental. Como buffer se utilizd saliva artificial modificada a
partir de la formula publicada por Williams y col, 2005 (Cuadros 1y 2).

Como inbculo se utilizé liquido ruminal, obtenido de una vaca lechera canulada,
alimentada con pasturas, ensilado y concentrados. El liquido se extrajo
inmediatamente antes de su uso, se tamizd en una tela de queseria plegada en
cuatro y recogida en un recipiente térmico al que inmediatamente se lo mantuvo
con CO; barbotando en su interior para mantener la anaerobiosis durante su uso
para dosificar los frascos.

Se utilizdé una soluciéon de Na,S al 6% como agente reductor.

En primer lugar se pusieron 500 mg de sustrato en los frascos, luego se agregaron
40 mL de saliva artificial y 0.5 mL de agente reductor bajo burbujeo de CO,. Se
tapé inmediatamente con un tapén de goma.

Los frascos se mantuvieron durante unas 6 horas en heladera para que se
hidratara el sustrato. Luego se sacaron y se colocaron en los bafos
termostatizados, a 39 °C, para que su temperatura se aproximara a la del in6culo.
Se extrajo el liquido ruminal y se dosific6 10 mL en cada frasco bajo burbujeo de
CO., para mantener el medio anaerédbico. Inmediatamente se tapé y precinté.

Los frascos se colocaron enseguida en los bafos y se incubaron a 39 °C y con
aguja hipodérmica se extrajo el exceso de gas producido a diferentes tiempos (2, 4,
6, 8, 10, 12, 24 hs) para mantener controlada la presion interna de los frascos.

Cuadro 1. Composicion de la saliva artificial utilizada (para
1L)

Ingrediente Cantidad

KCI 06 g
NaCl 06 g
CaCl-2H.0 02 g
MgSO047H:0 05 g
KH2PO4 0,73 g
NazHPO4 1,775 g
Solucién minerales traza (Cuadro 2) 10 mL
Solucién Hemina 10 mL
Agua destilada (csp) 1L

Solucién Hemina: Se disuelve 0,1 g de Hemina en una
pequefa cantidad de NaOH 0,05 M. Se lleva a 1 L con agua
destilada hervida (con CO2 burbujeando).
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Cuadro 2. Soluciéon de minerales traza (para 1
L) - componente de la saliva artificial (ver

cuadro 1)

Ingrediente Cantidad
MnCl,-4H.0 0,025¢g
FeSO47H.0 0,020g
ZnCl 0,025¢g
CuCI-2H,0 0,025¢g
CoCl»'6H20 0,050 g
SeO; 0,050 g
NiCl>-6H,0 0,250 g
Na;Mo04-2H,0 0,250 g

Diseno experimental:

Se utilizaron doce tratamientos experimentales organizados de la siguiente
manera: cuatro sustancias candidatas a prebiético (S. Cereviseae inactivada,
inulina, sorbitol y acido malico), cada una de ellas en tres niveles cuantitativos (3, 9
y 15 %). Como controles se afnadieron uno sélo con liquido ruminal y saliva artificial
y otro que reprodujo la acidosis (liquido ruminal, saliva artificial y sustrato sin
aditivos). Todos los tratamientos fueron por triplicado.

De este modo se conformaron sets experimentales con un total de 42 unidades
experimentales.

Se utilizé un set experimental completo para cada tiempo de medicién, las cuales
se hicieron a las 0, 4, 12, y 24 hs. En cada tiempo se extrajo el contenido de los
sistemas de fermentacién para registrar el pH por medio de phi metro digital. Se
totalizaron 168 unidades experimentales.

Analisis estadistico:
En primer lugar se planteé el siguiente test de hipétesis:
e Ho: no hay diferencias en las medidas de pH entre los diferentes
tratamientos.
e Ha: hay diferencia en las medidas de pH entre al menos dos de los
tratamientos.

Se eligi6 trabajar con un nivel de significacion del 5 % (a= 0.05)

Se control6 que se cumplieran los supuestos de normalidad vy
homocedasticidad, respectivamente con los tests de Shapiro-Wilk y de
Levene

Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de la
variable pH, considerando las siguientes fuentes de variacién: prebiéticos,
dosis y tiempo.

Y

ajj

=pu+F,+D +T,+PD,+P1, +¢,

P= Sustancia testada
D= Dosis
T= Tiempo

En los casos en que se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, se utilizé el test de Tukey.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Levadura inactivada (SCl)

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (hs)
Al <~Blanco <-Acidosis +SCI3% =SCI9% 4+~ SCI15%

Figura 1. Efecto de SCI dosificada en tres niveles en la dinamica de pH en los sistemas de fermentacion.

La figura 1 representa el comportamiento de la levadura inactivada en el tiempo en
las tres dosis, 3, 9y 15 %. Los extremos superior e inferior representan al blanco y
al testigo respectivamente, siendo este ultimo la referencia de valores muy acidos.
No se observaron diferencias significativas entre las dosis. La levadura inactivada
detiene la caida del pH manteniendo los valores por encima de 5 hasta las 12 hs.
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Inulina (INU)

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (hs)
B  <Blanco <~Acidosis +INU 3% #INU 9% -4 INU 15%

Figura 2. Efecto de la inulina dosificada en tres niveles en la dindamica de pH en los sistemas de fermentacion.

En la figura 2 se aprecia el comportamiento de INU en el tiempo en las tres dosis,
3, 9y 15 %. Los extremos superior e inferior representan al blanco y al testigo
respectivamente, siendo este ultimo la referencia de valores muy acidos.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre las dosis. Hasta las cuatro
horas se mantuvo el pH hasta valores por encima de 5 pero luego sigui6
descendiendo. Inclusive luego de las 4 hs la dosis de 15% se encontraba por
debajo del testigo.



Sorbitol (SOR)

N7

s’

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (hs)

<-Blanco <-Acidosis +*SOR 3% =SOR 9% -aSOR 15%

Figura 3. Efecto del sorbitol dosificado en tres niveles en la dinamica de pH en los sistemas de
fermentacion.

En la figura 3 se muestra el comportamiento de SOR en el tiempo en las tres dosis,
3, 9y 15 %. Los extremos superior e inferior representan al blanco y al testigo
respectivamente, siendo este ultimo la referencia de valores muy acidos.

No se apreciaron diferencias significativas entre las dosis y se mantuvieron valores
de pH por encima de 5 hasta las 4 hs, luego continu6 descendiendo alcanzando
valores muy bajos a las 12 hs de fermentacion. En torno a las 15 hs se encontraron
valores por debajo del testigo.
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Prebioético: Acido Malico (MAL)

0 & 8 12 16 20 24

Tiempo (hs)
<~Blanco <~Acidosis -MAL 3% = MAL 9% -a-MAL 15%

Figura 4. Efecto del acido malico dosificado en tres niveles en la dinamica de pH en los sistemas de
fermentacién.

En la figura 4 vemos el comportamiento del acido malico en el tiempo en las tres
dosis, 3, 9 y 15 %. Los extremos superior e inferior representan al blanco y al
testigo respectivamente, siendo este ultimo la referencia de valores muy acidos.

El comportamiento de este fue diferente a los demas porque se encontraron
diferencias significativas entre las dosis. La dosis de 3% mantuvo el pH a valores
no tan bajos hasta las 4 hs. Practicamente todos los registros se mostraron fuera
de los controles.
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FIGURA 5. Valores de pH entre las sustancias estudiadas y el tratamiento control, a distintas dosis
de aditivos.

La figura 5 compara los cuatro potenciales prebiéticos con el Control, en las
distintas dosis, en la dinamica de pH, sin tener en cuenta el tiempo. En las dosis de
3y 9% no se encontraron diferencias significativas con el Control. En la dosis
mayor utilizada se vieron diferencias significativas entre el Control y MAL, teniendo
éste, el registro mas bajo. SCI fue el aditivo que mostré los valores numéricamente
mas altos.
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Figura 6. Valores de pH entre las sustancias estudiadas y el tratamiento control, a
distintos tiempos de fermentacion.

Grafica A: tiempo 0; Grafica B: 4 hs de fermentacion; Grafica C: 12 hs de fermentacion;
Grafica D: 24 hs de fermentacion

Nota: letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

La figura 6 compara el comportamiento en la dinamica de pH de los cuatro
potenciales prebiéticos mas el control, a distintos tiempos. Se observa que a la
hora cero, no se encontraron diferencias con el control, salvo MAL. A la hora cuatro
se ve el efecto positivo de las sustancias testadas aumentando el pH, salvo MAL
que permanece por debajo del control. A las 12 hs se ve un buen efecto de SCI
pero ya no tanto de SOR y de INU. MAL sigue por debajo del control. A las 24 hs
solo SCI es quien esta por encima del control aunque con valores muy bajos. Los
demas aditivos estan por debajo del control.

DISCUSION

El tiempo cero de medicion obtuvimos valores de Ph bajos incluso en el
blanco (5,7). Esto puede deberse a que el liquido ruminal que se utilizé6 se obtuvo
de una vaca alimentada principalmente a base de concentrados y ensilados. Cabe
destacar que en el afo que se realiz6é el ensayo estabamos saliendo de una seca
muy importante y la pastura escaseaba considerablemente. Si bien los valores de
Ph que manejamos son bajos, lo importante es poder observar el efecto de los
prebidticos frente a un alimento muy acidético en base a un blanco y un testigo.
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Cuando se comparan las sustancias testadas con el Control en la hora cero
(figura 6), no se aprecian diferencias significativas con la mayoria de ellas. Es
razonable que sea asi ya que recién habian sido armados los sistemas de
fermentacién. No obstante si se aprecian diferencias entre MAL y el Control que ya
desde el comienzo mostré valores inferiores al mismo. Esto puede deberse a que
se trata de un acido, si bien hay estudios in vivo que demostraron que el acido
malico puede subir el pH ruminal (Montafio y col., 1999), en nuestro trabajo
obtuvimos efectos contrarios a lo esperado.

A las 4 hs de fermentacién, SCl y SOR presentaron valores de pH superiores
al Control, en cambio MAL se mantuvo en valores cercanos al mismo. MAL
mantuvo el comportamiento de la hora cero dada su naturaleza acida,
mientras que el control reprodujo la acidosis (para estos sistemas de fermentacion)
al carecer de sustancias moduladoras. En realidad no sabemos de qué forma
modulamos la biota ruminal, si es sobre la actividad de las bacterias que ahi
existen o tal vez aumentando el nimero de bacterias benéficas o estimulando el
crecimiento de nuevas bacterias. Seria de utilidad realizar estudios de la biota
ruminal para obtener mas informacion.

Alas 12 hs son SCI y MAL quienes muestran diferencias significativas con el
Control pero con efectos opuestos. MAL no cumple papel modulador mientras SCI
sigue teniendo un efecto positivo en la dinamica de pH, probablemente las
bacterias cuentan aun con fuente de MOS, componente estructural de
Saccharomyces cerevisiae (Spring y col., Lipke y Ovalle, 1998). Estudios de
algunos autores en rumiantes, han demostrado que bacterias del rumen hidrolizan
a los MOS, estos y también se demostré que bajan la poblacion de bacterias
patégenas como E. coli y Salmonella. Tal vez la modulacién de la microbiota del
rumen por parte de los MOS se deba a que varia la composicion de la biota y no
tanto de su actividad (Williams y col., 2005).

Cuando el tiempo supera las 12 hs de fermentaciéon, ya no se observa un
efecto positivo en la dinamica de pH, se apreciaron diferencias significativas pero
con valores muy bajos.

En sintesis, hasta las 12 hs de fermentacién habria efectos positivos de
algunas sustancias (p. ej.. SCIl). Esto podria deberse a la vida media de los
potenciales prebidticos en los sistemas de fermentacién y tal vez si se dosificara en
cortos tiempos habria buenos resultados. También hay que tener en cuenta que es
un sistema estatico, es decir que en entre otras cosas, no hay aporte nuevo de
saliva como pasa en los rumiantes.

El principal efecto para este ensayo fue sin duda el tiempo, ya que a distintas
dosis no fue relevante su efecto sobre el pH.
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Teniendo en cuenta que no se apreciaron diferencias significativas entre las
diferentes dosis, podria ser usada la minima como dosis efectiva. Tal vez dicha
dosis pudiera ser incluso menor a la que se ensay6 en esta oportunidad. Al
respecto, en trabajos posteriores podria testarse una dosis menor para comprobar
su efecto modulador de la biota y asi realizar ensayos in vivo para demostrarlo. La
inulina es un FOS y es de rapida degradaciéon, fermentando rapidamente y
produciendo grandes cantidades de AGV. Tal vez el mejor efecto de la inulina
como modulador de la biota ruminal sea a dosis mas pequefas aun.

Podria ser de utilidad practica utilizar SCI segun estos resultados, pero tal vez
reconsiderando la dosis. Un 3 % de la ingesta de un bovino, aun en base Materia
Seca, es una cantidad considerable para un aditivo, por lo que la dosis al 3 % sigue
siendo demasiado elevada. Esta ha demostrado efectos

Probablemente se podria bajar aun mas la concentracién de SCI y encontrar
una estrategia para prevenir SARA, ain mas econdémica, mas ajustada a la
realidad fisiolégica de consumo e igual de efectiva.
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CONCLUSIONES

En conclusién, podemos decir que de las sustancias usadas como potenciales
prebibticos, SCI es la que logra mantener mas alto y por mas tiempo el pH en el
disefio experimental, diferenciandose en forma significativa del control que simula
la acidosis ruminal.

Esto permite pensar que podria funcionar como un prebiético preventivo de la
acidosis ruminal, utilizado en condiciones similares a las experimentales. Ya que no
se observaron diferencias significativas entre las dosis, podriamos decir que
dosificando SCI, en dosis de 3% (la mas baja), se lograria modular la biota ruminal
durante unas 12 hs.

Al dosificar SCI cada 12 hs estariamos en condiciones O&ptimas para
mantener un buen ambiente ruminal en cuanto al pH y asi mantener vivas las
especies de bacterias de interés para la degradacion del alimento y finalmente
obtener buenos resultados productivos sin alterar la salud del animal.

Para verificar estos postulados habria que realizar estudios in vivo.

El método de fermentacion in vitro en frascos, con mediciones de pH, tiene
una gran ventaja frente a otros, ya que es mas econémico y bastante sencillo de
utilizar.

Segun nuestro trabajo, este método resulté de interés para estudiar la
acidosis ruminal y evaluar potenciales estrategias correctivas.

Si bien, la medicidén de gas ha sido un buen indicador de la cinética de
fermentacién ruminal, como lo demuestran innumerables trabajos publicados a
nivel nacional e internacional, el pH resultdé de utilidad, como variable de respuesta,
para evidenciar el efecto modulador de la biota ruminal en un modelo experimental
de acidosis ruminal simulada.
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