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RESUMEN

La acidosis subclinica es una patologia que adquiere gran importancia en los
sistemas de produccion intensivos, tanto lechero como engorde a corral, causando
descenso en la produccion de leche, depresion de la grasa lactea, pérdidas de la
condicion corporal, entre otras, llevando asi a grandes pérdidas econémicas.

Durante muchos afos se han utilizado antimicrobianos en el alimento a niveles
subterapéuticos para contrarrestar dichas pérdidas, los cuales dejan residuos en los
productos de origen animal ocasionando fendmenos de resistencia microbiana lo
que constituye un factor de virulencia para una eventual infeccion en humanos y
animales.

Por estas razones se han buscado alternativas al uso de antibi6ticos incluyendo el
uso de prebidticos, probidticos y su combinacion.

En este trabajo se evalud el posible efecto prebidtico de cinco sustancias (cultivos
inactivados de Saccharomyces cerevisiae, inulina, sorbitol, acido malico y malato de
sodio) en un ensayo in vitro de 24 horas determinando los valores de pH y
produccion de gas.

Todas las sustancias presentaron algun efecto modulador del pH, ya sea en mayor o
menor medida. Los tratamientos de malato de sodio a las dosis de 15 y 9% fueron
los que mejor desempefio tuvieron. Otros tratamientos que se destacaron fueron los
de Saccharomyces cerevisiae inactivado a las dosis de 15 y 9%. Los efectos
amortiguadores sobre el pH se consolidaron en los tiempos de 12 y 24 horas.

Los tratamientos correspondientes al acido malico presentaron valores de pH por
debajo del control, en contraste con los resultados de estudios de algunos autores.
La produccion de gas no resulto util para la evaluacion de los distintos tratamientos,
debido a que no permitié discriminar entre los que efectivamente amortiguaron el
descenso de pH y los que no lo hicieron.
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SUMMARY

Subacute ruminal acidosis is a significative illness for both milk and meat intensive
production systems causing a decrease in milk production, milk fat and loss of body
condition among others, leading to economic losses.

For many years, antibiotics have been used at subtherapeutic levels in cattle meals
in order to reduce such losses, leaving residues in animal products causing microbial
resistance phenomenons which constitute a virulence factor for an eventual infection
in human beings and animals.

For these reasons, different alternatives to antibiotic use have been investigated
including prebiotics, probiotics and their combinations.

In this essay, it has been evaluated the possible probiotic effect of 5 substances
(inactivated cultures of Saccharomyces cerevisiae, inulin, sorbitol, malic acid, and
sodium maleate) in a 24 hour in vitro experiment measuring pH values and gas
production.

All such substances had some modulating effects on pH in different ways. Sodium
maleate treatments at a 15% or 9% dose were the ones with better effect. Another
effective treatment was inactivated Saccharomyces cerevisiae at a dose of 15% and
9%.The modulating effects occurred in a 12 and 24 hour time. Malic acid treatments
had a pH range lower than control sample in contrast with studies made by other
authors.

Gas production was not found useful for the evaluation of the different treatments as
it could not make it possible to discriminate between those which effectively buffered
the decrease of pH levels and those which did not.



INTRODUCCION

La acidosis ruminal, es un padecimiento de los rumiantes que cursa, segun el grado
de gravedad, con cambios en el pH ruminal lo que trae aparejado consecuencias
microbiolégicas y metabdlicas que impiden el aprovechamiento de los alimentos.
Dentro de los trastornos digestivos se pueden incluir disminucion de la motilidad
ruminal, estasis ruminal, heces blandas, ruminitis e hiperqueratosis (Nocek, 1997;
Keunen y col., 2002). También y a consecuencia de estos cambios puede haber
otras repercusiones por la produccion de toxinas y sustancias vasoactivas que
pasan al torrente sanguineo y realizan su efecto negativo a distancia como abscesos
hepaticos y laminitis (Nocek, 1997; Gozho y col., 2005).

La disminucién del pH ruminal se debe a la acumulacién de acidos grasos volatiles
(AGV) acompafada por un desequilibrio en sus proporciones y ademas a la
acumulacién de acido lactico (Nocek 1997; Garner y col., 2004; Beauchemin y Yang,
2005). Todo ello puede deberse a las caracteristicas quimicas de la dieta y al estado
fisico de los alimentos que la componen. Los carbohidratos de facil digestion
(azucares solubles y almidén) son fermentados mas rapidamente que los
carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa). Esto conduce a una sintesis
mas rapida de AGV acompafada por una baja produccién de saliva, disminuyendo
asi el pH ruminal. La forma fisica de los alimentos es importante para inducir una
adecuada rumia. El forraje fibroso estimula mucho a la rumia mientras que los
concentrados practicamente no lo hacen. Durante la rumia se secreta gran cantidad
de saliva que llega al rumen con la deglucién, la cual contiene bicarbonato y fosfato
que le dan un pH alcalino (8.2 a 8.4) y que en el rumen actian como tampon frente a
la produccién de acidos. Cuando el rumiante consume concentrados la rumia
disminuye y por lo tanto se reduce la produccion de saliva, con la consecuente
disminucién del pH ruminal (Church, 1993; Krehbiel y col., 1995; Nocek, 1997; Bach,
2002).

Con el objetivo de aumentar la productividad del ganado se ofrece a los animales
una dieta con alto contenido energético y con un menor tamafo de particula. Esto
produce una disminucion del pH debido a dos fendmenos: mayor produccion de
acidos organicos por una fraccion muy activa de la biota y menor numero de
masticaciones con menor tamponamiento por baja secreciéon de saliva (Sauvant y
col., 1999; Calsamiglia y Ferret, 2002; Beauchemin y Yang, 2005; Sauvant y col.,
2006; Yang y Beauchemin, 2006; Krause y Oetzel, 2006; Bramley y col., 2006;
Nagaraja y Lechtenberg, 2007). Estos hechos se constatan en animales de alta
produccion, tanto en tambos como en sistemas intensivos de engorde a corral
(Krehbiel y col., 1995; Bach, 2002).

Desde hace algunos afios, en nuestro pais se ha incrementado la produccion en los
rubros agropecuarios. En la actualidad, la alimentacién se ha tornado un factor
fundamental debido al crecimiento de la modalidad de produccion de engorde a
corral, el incremento sostenido que viene teniendo la produccion lactea y la apertura
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de mercados para carne de alta calidad (cuota 481/UE). Dicha alimentacién busca
maximizar el aporte energético y el incremento del consumo diario, de manera que
los animales estan sometidos a condiciones que los llevan a padecer una serie de
enfermedades subclinicas cuyo impacto es principalmente econdémico (Antunez,
2012; Instituto Nacional de Carnes, 2012; MGAP-DIEA, 2013).

Para poder incrementar la produccion minimizando las pérdidas economicas
producidas por éstas enfermedades subclinicas se han seguido diferentes
estrategias que conducen a la modulacion de la biota ruminal. Esto incluye
inhibidores (iodados, extractos con aceites esenciales), probibticos, prebioticos y sus
combinaciones.

Los antimicrobianos se han utilizado como moduladores del desarrollo microbiano
excesivo, en forma relativamente exitosa, aunque con el inconveniente que su efecto
inhibitorio no es muy especifico y dejan residuos en los productos animales
favoreciendo el desarrollo de resistencia bacteriana. (Erickson y col., 2003; McGinn y
col., 2004)

Recientemente han surgido multiples estudios buscando alternativas mas naturales
que buscan extraer de diversas fuentes de origen vegetal comestibles (especias
como por ejemplo, extracto de ajo, orégano, clavo, pimiento y canela) principios
activos relativamente inocuos, pero que podrian modular la micropoblacién
produciendo inhibicién selectiva de grupos microbianos (Calsamiglia y col., 2005;
Benchaar y col., 2007).

Los probiodticos son suplementos alimentarios conformados por microorganismos
vivos que afectan benéficamente al animal huésped mejorando su balance
microbiano intestinal (Collins y Gibson, 1999).

Los prebidticos son compuestos organicos no digeribles por el huésped al que se le
administran, los cuales son utilizados por un grupo mas o menos especifico de
microorganismos, obteniendo el animal que la alberga, a través de ello, un efecto
positivo como prevencion de trastornos digestivos, mejora de la produccion animal,
etc. (Marteau y Seksik, 2004; Liong y Shah, 2005 a y b; Tuohy y col., 2005). Los
prebioticos presentan la ventaja de ser facilmente administrables y no requerir
condiciones particulares de conservacion (Callaway y col., 2004).

Las estrategias combinadas en general pueden resultar mas efectivas, no obstante
requieren que previamente se conozca los efectos de cada componente y por lo
menos de algunas interacciones entre ellos. Son los denominados simbioticos y
consisten en una mezcla de probiéticos y de prebidticos.

El ambiente ruminal puede ser estudiado a través de varios métodos experimentales,
como ser técnicas in vivo, in vitro e in situ. En los métodos in vivo se trabaja
directamente con animales, pero hay que disponer de mas tiempo y espacio, por lo
que es una técnica costosa y laboriosa. La técnica in vitro es mas sencilla y menos
costosa, pero simula la realidad de una manera limitada debido a que no se ejerce
control sobre aspectos importantes que definen las condiciones fisiolégicas



3

digestivas de los rumiantes (Carro y col., 2005; Giraldo y col., 2007; Fondevila y
Pérez-Espes, 2008).

Las técnicas de fermentacion con medicion del gas acumulado in vitro, fueron
desarrolladas para estudiar la capacidad digestiva del rumen, pudiendo realizar
ademas de este estudio otros como la cinética de fermentacion, grado de
digestibilidad de los alimentos y evaluacion del pH (Martin y Nisbet, 1990; Nisbet y
Martin, 1991; Callaway y Martin, 1996; Martin, 1998).

El objetivo de todos los sistemas de fermentacion in vitro consiste en crear un
entorno que simule una seccién especifica del tracto gastro-intestinal. En la
actualidad hay relativamente pocos trabajos in vitro que reproduzcan la acidosis
ruminal con un seguimiento de la dinamica de descenso del pH desde el inicio del
experimento. Aldrovandi y col., 2009, simularon acidosis ruminal en un ensayo in
vitro colocando un sustrato acidogénico con varias mediciones del pH a lo largo de
24 horas. En cambio hay experimentos que desde el inicio de los mismos presentan
un pH inferior al fisiolégico debido a la adicion de acidos (citrico, sulfurico, clorhidrico
o fosfoérico) cuyo objetivo fue estudiar la capacidad de la biota ruminal de digerir
diferentes sustratos en condiciones de estrés (Colombatto y col., 2007; Kozloski y
col., 2007)

La técnica de produccidn de gas in vitro se utiliza cada vez mas para predecir la
digestion fermentativa de los alimentos y el comportamiento de los microorganismos
ruminales (Chenost, 2001).

Para realizar el siguiente trabajo se optd por el uso de fermentadores in vitro estatico,
tomando como variable de respuesta principal el pH y secundaria la produccion de
gas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Acidosis ruminal

Fisiologia ruminal

El rumen es un 6érgano muy complejo donde encontramos una serie de diferentes
microorganismos, como bacterias, protozoarios y hongos (Tabla 1). Estos
microorganismos son, en gran medida, responsables de los procesos fermentativos
de los diferentes alimentos. Los animales no poseen enzimas propias del organismo
que puedan digerir celulosa ni hemicelulosa. Estos carbohidratos sélo pueden ser
digeridos con la ayuda de enzimas de origen microbiano, y éste es el fundamento de
la simbiosis entre el rumiante y los microorganismos del rumen. De esta manera se
convierten materiales no aprovechables en nutrientes absorbibles, como por ejemplo
AGV y proteina microbiana (Smith, 2008).

Tabla 1. Localizacién y funciones de los microorganismos ruminales (Tebot, I., 2008).

TIPO LOCALIZACION FUNCIONES
e Degradan gran variedad de
Libres: LAB sustratos libres

e Sintesis de vitaminas

Degradan celulosa y almidén

Bacterias Adheridas a particulas e Protedlisis
alimentarias: SAB e Sintesis de vitaminas
Fijas a las paredes ° UreOII,S'.S. :
ruminales: flora epimural * Proteolisis parietal
' P e Captacion de Oz

e Protedlisis
- Libres (transitoriamente ¢ Stock de glucidos
Protozoarios ( fijos) o Fagocitosis de bacterias
J e Desagregacion mecanica
Hongos y Adheridos a particulas e Degradan glucidos y proteinas
levaduras alimentarias e Desagregacion mecanica
¢ Sintesis de vitaminas
Bacteriéfagos Intrabacterianos e Lisis bacteriana

Los AGV son unos de los productos finales de la digestion y son absorbidos desde el
rumen para ser utilizados como nutrientes para el mantenimiento, crecimiento y
produccion (Hagg, 2007; Smith, 2008). El principal AGV es el acetato que representa
el 55-70% de la produccion, es utilizado como fuente de energia para el rumiante y
como precursor de la sintesis de acidos grasos cortos y medianos que componen las
grasas de la leche. Este se genera principalmente por la digestién de la fibra. El
propionato es producido por la digestién bacteriana de hidratos de carbono de facil
digestion, entre otros, los almidones y representa el 15-30% de la produccion. El
propionato es convertido a glucosa en el higado y es por lo tanto precursor de la
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lactosa de la leche. Por ultimo se encuentra el butirato que constituye el 5-15%, es
cetogeénico, aporta energia a los musculos y es precursor de las grasas lacteas
(Smith, 2008; Tebot, 1., 2008).

El reticulo-rumen es considerado como una gran camara de fermentacion. En la
Tabla 2 se detallan las propiedades de este 6rgano complejo y como se logra el
mantenimiento de las mismas.

Tabla 2. Caracteristicas del reticulo-rumen como camara de fermentacion (Tebot, .,
2008).

Propiedades Mantenimiento / Regulacién
o Bebida
1. Medio liquido (agua libre = 90%) e Salivacion { Bov=100-150 L/24 h
o Alimentos Ov=10-15L/24 h

2. Temperatura constante (39 — 41 °C) | Metabolismo corporal + fermentacién ruminal

3. Anaerobiosis casi completa Flora epimural anaerobica facultativa
4. pH regulado HCOs3 y HPO4 saliva Ac. Lactico

Amoniaco AGVy CO;
5. Entrada continua (sustratos y m.o.) Ingestion de tipo continuo + rumia

e Absorcion (AGV, NHs)
e Eructacion (CO2y CHa) + cadenas
e Transito (alimento y m.o.) ] simbidticas

6. Eliminacién continua de los
productos de la fermentacién

7. Mezcla continua y transito lento Motilidad general de los pre-estomagos

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 mas susceptible a variacion y la alimentacién es el factor
mas determinante de los cambios. EI mantenimiento del pH ruminal es el resultado
de la produccién y la neutralizacion o eliminacion de protones en el medio ruminal.
Mientras que las fermentaciones de hidratos de carbono no estructurales son
energéticamente mas eficientes, son altamente acidogénicas y su cantidad debe
limitarse y/o contrarrestarse con hidratos de carbono fibrosos, ya que éstos aportan
capacidad tamponante al medio ruminal al estimular la rumia aumentando la
secrecion de saliva (Calsamiglia y Ferret, 2002).

Los acidos organicos son producto de la fermentacion microbiana de los alimentos.
En una situacidn normal, los acidos organicos no se acumulan en el rumen debido a
que son absorbidos continuamente. Las concentraciones de los AGV en el rumen
representan el equilibrio entre tasa de produccion y su absorcion. En tal situacion, la
fermentacion ruminal es estable y el pH ruminal puede variar desde 5,6 hasta 6,5,
con un pH promedio alrededor de 5,8 a 6,2. El pH puede caer por debajo de 5,6
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durante un breve periodo durante el ciclo de alimentacion normal. La fluctuacion se
produce porque el pH ruminal esta influenciado por la ingesta de granos, la
capacidad inherente del animal para proporcionar amortiguacion y las tasas de uso y
absorcion de AGV (Church, 1993; Krause y col., 2006; Nagaraja y Lechtenberg,
2007).

Acidosis

La acidosis ruminal es un trastorno nutricional de los rumiantes producido, en
general, como resultado del consumo de alimentos ricos en carbohidratos
facilmente fermentescibles, especialmente cuando los animales no estan
previamente condicionados a estos alimentos, causando una acumulacién no
fisiolégica de acidos organicos en el rumen, con una reducciéon concomitante del pH
(Krause y col, 2006; Bramley y col., 2006; Nagaraja y Lechtenberg, 2007).

Otros autores indican la existencia de factores adicionales que resultan igualmente
importantes, por lo que consideran que la acidosis podria deberse ademas a la
incapacidad de mantener la actividad efectiva del buffer en el rumen o eliminacién de
subproductos de fermentaciéon después del desafio con sustratos rapidamente
fermentescibles (Bramley y col., 2006).

No hay unanimidad en la bibliografia con respecto al valor de pH que indique una
acidosis. El valor de pH que se considera limite siempre ha sido asignado
arbitrariamente por diferentes autores en referencia a sus condiciones de trabajo.
Asi mismo es importante el momento en que se toma la muestra. Nagaraja y
Titgemeyert (2007) fijaron un pH ruminal de 5,6 o inferior como punto de referencia
para el establecimiento de acidosis ruminal, un rango de pH de 5,0 a 5,6 fue
considerado como la acidosis subaguda o cronica y un pH por debajo de 5,0,
acercandose a 4,5 o inferior, fue considerado acidosis aguda. Krehbiel y col. (1995)
establecieron un umbral de pH de 6,0 para la acidosis subclinica. Schwartzkopf-
Genswein y col. (2003) y Beauchemin y col. (2003) plantearon que la medicion de
pH debia realizarse al menos durante 12 horas y propusieron el valor limite de 5,8
en estas condiciones. Gozho y col. (2005) establecieron un rango de pH de entre 5,2
y 5,6 por lo menos durante 3 horas por dia. Garrett y col. (1999) establecieron la
acidosis ruminal subaguda como periodos mantenidos de pH de 5 a 5,5.

Esta patologia suele ir acompafiada de una alta concentracion de AGV y como signo
patognomonico un bajo pH ruminal. Los AGV son absorbidos a través de la pared
ruminal por difusion pasiva, y por lo tanto, a mayor gradiente de concentracion entre
el liquido ruminal y la sangre, mayor velocidad de absorcion. Ademas esta difusion
pasiva es mas eficaz cuando el AGV esta en forma no disociada (carga neutra) que
en forma disociada (carga acida) (Bach, 2002).

La acidosis clinica se denomina frecuentemente acidosis lactica, ya que esta
asociada con un gran aumento de acido lactico en el rumen. Aunque son numerosas
las bacterias que sintetizan acido lactico, Streptococcus bovis es la mas importante.
La mayor parte de este acido lactico producido es metabolizado en el rumen, siendo
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Megasphaera elsdenii la especie que mas contribuye a este proceso. Por lo general
el desarrollo de acidosis es debida mayoritariamente a la no metabolizaciéon del
acido lactico que al incremento de su sintesis. El sindrome suele iniciarse cuando se
ingieren dietas con alto contenido de hidratos de carbono faciimente fermentescibles
o forrajes con bajo contenido de fibra efectiva, o ambas cosas, lo cual produce un
aumento de grupos bacterianos productores de acido lactico (S. bovis). El desarrollo
lento de las bacterias utilizadoras de acido lactico favorece su acumulacion. Cuando
el acido lactico se acumula y el pH disminuye por debajo de 5,5 las poblaciones
mayoritarias utilizadoras de acido lactico y la poblacion productora de acido lactico
desaparecen y son sustituidas por lactobacilos productores de acido lactico. La
acumulacion de acido lactico reduce mas el pH, entrando en un circulo vicioso que
conduce a la acidosis metabdlica y a la aparicién de sintomas clinicos (Nocek, 1997;
Calsamiglia y Ferret, 2002).

Los sintomas generales de acidosis aguda incluyen fuerte descenso o interrupcion
del consumo de alimentos (anorexia), estasis ruminal, ruminitis, heces sueltas o
diarrea, un aspecto apatico, deprimido o de agotamiento, deshidratacion, infosura o
dolor en las pezufias y muerte. Los animales que se recuperan después de un
episodio de acidosis ruminal sostenida pueden desarrollar abscesos hepaticos,
ruminitis con hiperparaqueratosis de las papilas, laminitis y poliencefalomalacia.
Estos problemas se veran reflejados en una disminucién del rendimiento (consumo
de alimento y ganancia de peso) (Church, 1993; Krehbiel y col., 1995; Nagaraja,
Lechtenberg, 2007; Hagg, 2007).

La acidosis ruminal no debe ser definida solamente como un bajo pH ruminal, sino
que debe ser descripta como un sindrome relacionado con un trastorno de
fermentacion del rumen (Hagg, 2007).

La acidosis subclinica es consecuencia de periodos transitorios repetidos de pH
ruminal moderadamente bajos que no son suficientes para desencadenar la
sintomatologia clinica de acidosis. La suplementacion de raciones altamente
fermentescibles estimula el desarrollo de la mucosa ruminal que inicialmente
favorece la absorcion de los AGV. Sin embargo, en mucosas no adaptadas, la
absorcion de AGV es lenta y su acumulacion provoca una ligera acidosis ruminal. El
mantenimiento de un pH relativamente bajo permite el desarrollo de poblaciones de
clostridios y coliformes que provocan una inflamacion de la mucosa y el desarrollo
de hiperparaqueratosis, que actua como barrera fisica para la absorciéon de AGV. La
consecuencia inmediata es la acumulacion de AGV y la disminucién del pH ruminal.
Aunqgue no se llegan a desarrollar sintomas clinicos, el mantenimiento de este pH
reduce la digestibilidad de la racion y provoca oscilaciones en la ingestion de materia
seca (Calsamiglia y Ferret, 2002).

Sauvant y col. (2006) consideraron la acidosis latente o subclinica como un
fendmeno complejo que ocurre en situaciones en las que el pH ruminal reside por
largos periodos durante el dia entre los valores de 5,5 y 6,2. Esta es una situacion
comun para los animales de alta produccidén que reciben raciones con alto contenido
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de concentrado con el fin de satisfacer sus necesidades energéticas. Durante la
acidosis subclinica el perfil de AGV del fluido ruminal cambia, con bajos valores en la
relacion acetato/propionato resultando en un cambio del metabolismo con una caida
del contenido de la grasa de la leche.

Detectar una acidosis subaguda clinicamente no es tan simple como detectar la
acidosis ruminal aguda. Los unicos sintomas que normalmente son evidenciados
son disminucion y/o consumo erratico de alimentos. Algunos otros signos que
pueden evidenciarse son disminucién de la produccién de leche, jadeo, ptialismo,
pateo del flanco, pica y diarrea (Hagg, 2007). Mientras que la acidosis aguda es facil
de detectar y si se diagnostica de forma temprana, puede ser tratada, la acidosis
subaguda es probablemente la forma mas prevalente y mas dificil de detectar y
diagnosticar (Henning, 2007).

La acidosis subclinica cobra mucha importancia debido a las grandes pérdidas
econdmicas que genera, principalmente por descenso en la produccion de leche,
depresion de la grasa lactea y pérdida de la condicion corporal. Esta puede tener un
efecto negativo significativamente notable en la produccion y los aspectos
financieros de cualquier produccién intensiva, tanto lechera como engorde a corral
(Krehbiel y col., 1995; Nocek, 1997; Bach, 2002).

A pesar de las consecuencias negativas que una acidosis ruminal puede conllevar,
los nutricionistas insisten en alimentar las vacas con raciones que rozan el limite de
la acidosis ruminal y en muchas ocasiones producen acidosis subagudas o
subclinicas. Este empefio se explica por los mejores resultados productivos que se
suelen conseguir con este tipo de raciones, ya que las acidosis subagudas
presentan 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, pues la fermentacion ruminal en estas
condiciones suele producir mayores cantidades de propionato y menores de acetato.
La produccion de acetato va ligada forzosamente a la produccién 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 poblacion de protozoarios del rumen disminuye (los protozoarios ingieren una
gran cantidad de bacterias) y por otro la desaminacion 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.
Por otro lado, en condiciones de acidosis ruminal la degradacion de la proteina
disminuye, y por tanto la cantidad de proteina no degradable de la racién aumenta.
Si la proteina usada en la racion tiene un buen perfil de aminoacidos (sélo 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 produccion (Bach, 2002).

El objetivo de los nutricionistas, al aplicar los programas de alimentacién de dietas
ricas en concentrados es maximizar el rendimiento y la eficiencia, manteniendo los
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trastornos digestivos tales como la acidosis ruminal dentro de limites aceptables a
través de un buen manejo nutricional. Los modernos sistemas de produccién
intensiva, especialmente en vacas de alta produccion, involucran la alimentacion de
altos niveles de concentrados con el fin de suministrar nutrientes suficientes para
mantener un alto nivel de produccién de leche. La alimentaciéon con estos altos
niveles de concentrado a menudo conduce a la disfuncion metabdlica y la acidosis
ruminal, especialmente bajo condiciones de métodos deficientes de alimentacién y/o
composicion de las dietas (Hagg y col., 2010).

Alimentos funcionales

El término alimento funcional se utiliza para describir alimentos que contienen
nutrientes cuya ingesta provoca importantes efectos sobre los procesos fisiolégicos
que es independiente de su funcion nutritiva establecida (Duggan y col., 2002).

En los sistemas de produccion intensiva se ha agregado sistematicamente
antimicrobianos en el alimento a niveles subterapéuticos, ya que proporcionan
proteccion contra ciertas enfermedades, y al mismo tiempo actuan como promotores
del crecimiento al eliminar microorganismos no deseados que se encuentran en el
tubo digestivo. Sin embargo, el problema de usar antibidticos en dietas para
animales radica en que quedan residuos de esas sustancias en los productos
animales (carne, leche, huevo). Estos al ser consumidos por el hombre en
cantidades subletales, pueden producir resistencia de los microorganismos
patdogenos a la accion de esos antibidticos y, por consiguiente, el humano se
encontraria en condiciones mas precarias de defensa, especialmente contra
bacterias (Castro y Rodriguez, 2005; Figueroa y col., 2006).

Debido a ello se han implementado diversas estrategias para mejorar la produccion
sin el uso de antibidticos, siendo importantes aquellas sustancias que actuan en la
modulacién de la biota en porciones especificas del tubo digestivo. Entre estas
estrategias estaria el uso de inhibidores no antibioticos, microorganismos
promotores de la salud y sustancias que estimulan selectivamente grupos de
microorganismos y la combinacion de estos dos ultimos (Gibson y Roberfroid, 1995;
Collins y Gibson, 1999; Calsamiglia y col, 2005; Figueroa y col., 2006).

Probidticos

Los probidticos han sido definidos como microorganismos vivos que, cuando se
ingieren, ejercen una influencia positiva en la salud del huésped o la fisiologia,
mejorando el equilibrio microbiano intestinal (Marteau y col.,, 2004). Los
microorganismos involucrados son por lo general lactobacilos, bifidobacterias vy
levaduras. Este concepto esta asociado a la consideracion del humano como unico
huésped. Al extender el concepto a las especies de animales domésticos,
incluyendo los rumiantes, los grupos microbianos blanco pueden diferir
sustancialmente.
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Un probiotico eficaz debe: 1) ejercer un efecto benéfico en el huésped, 2) ser no
patogénico, 3) contener un gran numero de células viables, 4) ser capaz de
sobrevivir y desarrollarse en el tubo digestivo, 5) permanecer viable durante el
almacenamiento y utilizacién, 6) ser suministrado de una manera sensorialmente
aceptable para el huésped y 7) preferentemente ser autdctono del ecosistema al que
se va a incorporar (Collins y Gibson, 1999).

Algunas de las ventajas para la salud asociados con la ingesta de probidticos son:
alivio de trastornos digestivos (trastornos en la digestién de la lactosa, acidosis
ruminal, meteorismo, etc.), aumento de la resistencia natural a las enfermedades
infecciosas del tracto intestinal, prevencion del cancer, reduccion de las
concentraciones de colesterol en suero, mejorar la digestion y estimulacion de la
inmunidad gastrointestinal (Collins y Gibson, 1999; Ried; 1999).

La presencia de probioticos es importante para el mantenimiento del ecosistema
microbiano digestivo. Se ha demostrado que poseen actividad inhibidora hacia el
crecimiento de bacterias patogenas tales como Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Salmonella spp. Esta inhibicion podria ser debido a la produccion de
compuestos inhibidores tales como acidos organicos, perdxido de hidrégeno,
bacteriocinas o reuterina o a la adhesion competitiva al epitelio. Con el fin de
sobrevivir y colonizar el tracto gastrointestinal, las bacterias probidticas deben
expresar alta tolerancia a las diversas condiciones del tracto gastrointestinal que
dependen del huésped del que se trate y tener la capacidad de adherirse a las
superficies digestivas (Jacobsen y col., 1999; Callaway y col., 2004).

Entre los microorganismos seleccionados para su uso como probidticos en
rumiantes encontramos: Saccharomyces cerevisiae, Megasphaera elsdenii,
Enterococcus faecium y otros, con distintos efectos benéficos. Algunos informes
han demostrado poco efecto de la suplementacién probidtica en el pH ruminal,
amoniaco, acidos grasos volatiles, y la digestion de fibra (Adams y col., 1981;
Judkins y Stobart, 1988), mientras que otros investigadores han observado aumento
de la fermentacion del rumen y la digestién de la fibra (Wiedmeier y col., 1987;
Nisbet y Martin, 1991).

El uso de Saccharomyces cerevisiae en rumiantes mejoré el consumo de materia
seca y el rendimiento lechero en vacas en lactacion consumiendo dietas ricas en
concentrado, también actuando de forma indirecta por la estimulacion de
Selenomonas ruminantium incrementando su consumo de lactato (Williams y col.,
1991; Nisbet y Martin, 1991). El éxito de las levaduras debe pasar por una
suplementacion diaria, pues las levaduras son incapaces de sobrevivir en el rumen
(Newbold y col., 1995; Bach, 2002).

Hay trabajos en los que se ha utilizado Megasphaera elsdenii por su utilizacion del
lactato evitando su acumulacion y la produccion de AGV (Counotte y col., 1981;
Kung y Hession, 1995).
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Nocek y Kautz (2006) trabajando con Enterococcus faecium en un experimento in
vivo lograron mejoramiento general en la performance productiva en vacas lecheras.

Prebidticos

Un prebidtico es un ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente
al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de
determinadas cepas bacterianas (Gibson y Roberfroid, 1995). Estas son
potencialmente beneficiosas para la salud (Williams y col., 2005).

En comparacién con un probidtico, que introduce bacterias exdégenas en la
microbiota del huésped, los prebidticos estimulan el crecimiento de un numero
limitado de microorganismos autéctonos potencialmente promotores de la salud,
modulando la composicion del ecosistema natural (Roberfroid, 2001).

Los prebidticos son destinados a modificar la micropoblacién de tal manera que las
actividades bacterianas beneficiosas para el huésped son estimuladas y las
adversas para la salud del animal son suprimidas (Blaut, 2002).

Un prebiotico debe ser no degradable por enzimas del animal y estar, por lo tanto,
potencialmente disponible para la fermentaciéon por microorganismos del tracto
gastrointestinal.

El estudio de los prebioticos surgid de la observacion de la inulina y los
fructooligosacaridos que estimulan selectivamente el crecimiento de las
bifidobacterias y lactobacilos. Estas se consideran beneficiosas para la salud
humana por tener propiedades como accion inmunomoduladora, inhibicion del
crecimiento de patdégenos, reduccidn de los niveles de colesterol en sangre y la
restauracion de la micropoblacion intestinal normal durante la terapia con antibiéticos
(Blaut, 2002).

De los ingredientes de los alimentos disponibles en la actualidad, los oligosacaridos
no digeribles son los unicos componentes conocidos en medicina humana de los
que se ha informado pruebas convincentes de tener un efecto prebidtico. Por otra
parte, de los oligosacaridos no digeribles disponibles en alimentos, los fructanos de
tipo inulina son los prebidticos que se han investigado mas ampliamente por sus
propiedades nutricionales (Roberfroid, 2001). La inulina es un grupo de polimeros de
fructosa (o fructanos) unidos por enlaces B (2-1) que limitan su digestion por
enzimas intestinales superiores. Estos fructanos presentan de 2 a 60 cadenas
moleculares de fructosa. La oligofructosa contiene de 2-10 residuos de
monosacaridos de fructosa unidos por enlaces glucosidicos. Tanto la inulina como la
oligofructosa se encuentran en muchas especies de plantas, incluyendo trigo,
cebolla, platano y achicoria (Duggan y col., 2002).

Aunque la mayoria de las investigaciones en humanos se ha hecho sobre la inulina y
los fructooligosacaridos, otros oligosacaridos no digeribles incluyendo,
xilooligosacaridos, galactooligosacaridos e isomaltooligosacaridos también han sido
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probados por su efecto prebidtico. La mayoria de los candidatos a prebidticos son
oligosacaridos, pero también incluyen polisacaridos (Blaut, 2002).

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

Las levaduras ademas de su efecto probidtico pueden utilizarse como prebidticos
(mananooligosacaridos) lo que beneficia al hospedero en varios aspectos (Lipke y
Ovalle, 1998). Los preparados a partir de levaduras inactivadas contienen minerales
(Se, Cr), vitaminas (hidrosolubles del complejo B) y enzimas (fitasas); promueven el
crecimiento, mejoran la eficiencia alimenticia, mejoran la absorciéon de nutrientes
mediante el control de la diferenciacién y proliferacion de las células epiteliales del
intestino; estimulan la inmunidad no especifica y especifica en el intestino y reducen
el olor de las excretas (Castro y Rodriguez, 2005). Los mananooligosacaridos han
mostrado efectos prebidticos en animales domésticos tales como reduccion de
patdgenos, incremento en las fracciones de IgA en intestino, incremento de bacterias
probidticas habitantes del intestino y mejora la digestibilidad de los alimentos (Spring
y col., 2000; Swanson y col., 2002; Middelbos y col., 2007)

Los extractos de levaduras cuya dosis recomendada es de 3 g/d, deben
suministrarse diariamente para obtener resultados. Estos ayudarian a mantener el
pH ruminal mediante el estimulo del crecimiento de las bacterias ruminales que
fermentan el acido lactico. De este modo, aunque se produzca acido lactico, éste no
se acumula en el rumen. Las bacterias capaces de utilizar el acido lactico ruminal
mas importantes son la Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium. El
crecimiento de estas especies, ademas de poder ser estimulado mediante levaduras,
también lo puede ser mediante la adicion de malato o fumarato a la racion (Bach,
2002). Martin y Streeter (1995) demostraron que el malato era un factor de
crecimiento para estas especies y que su suplementacion en la racion era
beneficiosa para combatir la acidosis. El malato, aunque efectivo, no es barato. Una
alternativa a la suplementacion directa con malato es el uso de forrajes ricos en
malato de forma natural como lo son algunas variedades de alfalfa y otras
leguminosas (Bach, 2002).

Se ha demostrado que la adicion de fracciones peptidicas de Saccharomyces
cerevisiae mejora el crecimiento de Megasphaera elsdenii, bacteria que se considera
el principal utilizador de lactato en el rumen, por lo tanto previene la aparicion de
acidosis lactica (Rossi y col., 2004).

Algunos acidos organicos (como malato o fumarato) parecen inducir cambios en el
pH ruminal y la produccion de metano y/o AGV de una forma similar a la monensina.
Sin embargo, su modo de accion parece ser completamente diferente ya que, en
contraposicion a los antibidticos, parecen estimular, y no inhibir, actividades
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especificas dentro del metabolismo ruminal. Por ejemplo, el crecimiento de
Selenomonas ruminantium se incrementd a mas del doble en presencia de 10 mM
de fumarato o L-malato. La utilizacion de acido lactico se incrementd mas de 4 veces
con fumarato, y mas de 10 veces con malato (Nisbet y Martin, 1993).

Los acidos organicos malato o fumarato son precursores de la sintesis de propionato
a través de un doble mecanismo: 1) estimulan la captacion y transformacion del
lactato a propionato por medio de la bacteria Selenomonas ruminantium y 2) esta
bacteria puede transformar dichos acidos en succinato y propionato (Nisbet y Martin,
1990).

La reduccion de la concentracion de acido lactico estabiliza el pH ruminal y la
fermentacion ruminal (Martin y Streeter, 1995; Callaway y Martin, 1996; Martin y col.,
1999; Montafo y col., 1999). Sin embargo, la reduccidon en la concentracion de
lactato no explica completamente el aumento del pH. Callaway y Martin (1996) y
Martin y col. (1999) sugirieron que los acidos organicos aumentaban el pH ruminal
por un doble mecanismo: la reduccion de la concentracion de lactato, y la produccion
de CO2 que tampona el liquido ruminal.

La produccion de gas en cultivos in vitro demuestran que en la mayor parte de los
casos la adicion de malato aumenta la produccion total de gas y la degradabilidad de
la materia seca (Martin y Streeter, 1995; Callaway y Martin, 1996), indicando que la
fermentabilidad de la racién mejoré como resultado del incremento de la poblacién
bacteriana o de su actividad.

Nisbet y Martin (1991) observaron que la adicién de malato y fumarato hasta
alcanzar concentraciones de 10 mM duplica el crecimiento de Selenomonas
ruminantium. Esta bacteria es util en la captacion y utilizacion del lactato, evitando su
concentracion en el rumen, lo cual, unido a la produccién de CO;, contribuye a
aumentar el pH (Martin y col., 1999). El CO2 es un producto final de la fermentacion
del lactato a propionato por la via del succinato-propionato, que es utilizada por
Selenomonas ruminantium (Callaway y Martin, 1996). Nisbet y Martin (1990)
observaron que tanto el malato como el fumarato aumentan la captacion (4 veces) y
la utilizacion (10 veces) del acido lactico por Selenomonas ruminantium.

Martin y Streeter (1995) observaron que la adicibn de malato disminuy6 la
produccion de lactato (4-8%), incremento el pH (1-3%) del liquido ruminal y aumenté
las concentraciones de AGV totales (4-33%).

Martin y col. (1999), observaron aumentos de pH como consecuencia de la
administracion de malato, en una prueba realizada con 4 terneros. Se les suministré
malato (0, 27, 54, 80 g/dia) via canula ruminal, obteniendo un aumento lineal de pH
ruminal en los animales con la dosis mas alta de malato (pH 6,2) comparado con el
control (pH 5,8). También observaron que la adicion de malato produjo en los
terneros un aumento lineal de la ganancia de peso y la eficacia alimentaria.

Montafio y col. (1999), en un experimento con terneros canulados en el rumen,
alimentados 2 veces al dia con una racién con copos de cebada suplementada con
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acido malico (80 g/d), observaron que el descenso de pH ruminal producido a las
dos o tres horas tras la oferta de comida era menos acusado cuando los animales
recibian el acido. A su vez, Newbold y col. (1996) demostraron que la
suplementacién con 100 mg/dia de acido malico incrementd el numero total de
bacterias y la poblacién de celuloliticos.

Bauchart y col. (1985), realizaron un estudio con terneros alimentados con sustitutos
lacteos con agregado de sorbitol. Se observé un efecto hipocolesterolémico en el
plasma y musculo de dichos animales mejorando la calidad dietética de la carne.

En otro estudio realizado con terneros canulados suplementados con sorbitol en
leche, Thivend y col. (1984) observaron un aumento del efecto colerético y
colecistoquinético de la vesicula biliar, lo cual podria aumentar la digestion en el
intestino delgado.

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

El sorbitol ha demostrado efectos inhibidores sobre patdégenos tales como E. Coli
0O157:H7 en un estudio in vitro con liquido ruminal ovino (de Vaux y col., 2002).

Simbiodticos

Los simbioticos consisten en la combinacién de probidticos y prebioticos. Las
adiciones de microorganismos vivos (probidticos) puede ser usado en conjuncion
con sustratos especificos (prebidticos) para el crecimiento (por ejemplo, un
fructooligosacaridos en conjuncion con una bifidobacteria o lactitol en conjuncién con
un lactobacilo). Esta combinacién podria promover la supervivencia del organismo
probidtico, porque su sustrato especifico es facilmente disponible para la
fermentacion (Collins y Gibson, 1999).

El concepto simbidtico implica un probidtico util, incorporado en un vehiculo dietético
apropiado y un prebidtico adecuado. Se basa en el hecho de que tanto la estructura
de los hidratos de carbono y las especies bacterianas presentes en el ecosistema
son factores importantes para el manejo de la microflora gastrointestinal, y por lo
tanto tiene como objetivo mejorar la supervivencia de los probidticos en un ambiente
hostil, ofreciendo un sustrato de crecimiento facilmente disponible. Un simbidtico se
define asi como, una mezcla de probidticos y prebidticos que afecta
beneficiosamente al huésped mediante la mejora de la supervivencia y la
implantacion de suplemento dietético vivo microbiano en el tracto gastrointestinal
(Gibson y Roberfroid 1995).

Técnicas de produccion de gas
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Para el estudio de la fisiologia ruminal, se ha recurrido a distintos métodos: técnicas
in vivo, in situ e in vitro. Las técnicas in vivo permiten obtener resultados reales. Sin
embargo, presentan ciertos inconvenientes como por ejemplo su elevado costo,
mayor tiempo de realizacién y se requiere cierta infraestructura. Al trabajar con
animales vivos hay dificultades de manejo y ademas hay una gran variabilidad
animal, que si bien se reduce en cierta forma gracias al disefio experimental es dificil
hacerla desaparecer completamente. Por otra parte, la preparacion quirdrgica de los
animales en alguno de estos estudios puede plantear ademas problemas éticos y
morales (Mould y col., 2005; Gosselink y col., 2004).

Las técnicas in situ permiten estudiar las interacciones dinamicas de la digestion,
mediante la incubacion de muestras colocadas en bolsas en el rumen de animales
fistulizados. Dichas técnicas presentan la ventaja comparado a los métodos in vitro
de que se realizan directamente en el entorno digestivo que nos interesa estudiar sin
necesidad de simular dicho ambiente evitando las imprecisiones de la misma (Udén
y Van Soest, 1984; Vanzant y col., 1998). Respecto a los métodos in vivo presentan
la ventaja de reducir el numero de animales asi como reducir la variabilidad a
condiciones mas manejables. Sin embargo presentan algunas desventajas
compartidas con los métodos in vivo, ya que es un proceso laborioso y costoso
(Giraldo y col., 2007).

Los métodos in vitro, de los cuales hay gran variedad, pero que en general permiten
tener mayor control sobre los experimentos haciéndolos mas simples, de menor
duracion y menor costo (Carro y col., 2005; Fondevila y Pérez-Espes, 2008). Esta
practicidad esta acompafada por ciertas limitaciones debido justamente a que no se
trata de animales vivos, sino de modelos simplificados de algunas funciones
digestivas de ellos. Por esto y para tener mayor control de los experimentos se
seleccionan algunas caracteristicas y se controlan o limitan otras (Krizsan y col.,
2007; Benchaar y col., 2007).

Las técnicas de fermentacion con medicion del gas acumulado in vitro, fueron
desarrolladas para estudiar la capacidad digestiva del rumen, pudiendo realizar
ademas otros estudios como la cinética de fermentacion, cuantificacion de algunos
acidos organicos especificos, AGV totales, la determinaciéon del pH, medicién de
amoniaco, produccion de hidrégeno y metano (Martin y Nisbet, 1990; Nisbet y Martin,
1991; Callaway y Martin, 1996; Martin, 1998). Los primeros en desarrollarlas fueron
Mc Bee en 1953 y Hungate en 1966. Wilkins (1974) describid un sistema de
fermentacion que se llevé a cabo en un recipiente sellado y el gas producido se
determindé usando un transductor para medir la presion acumulada en el espacio
superior del vaso. Czerkawsky y Breckenridg (1975) estudiaron el desplazamiento
directo de un émbolo por la fermentacion de un alimento dentro de una jeringa de
vidrio. Luego Menke y col (1979) desarrollaron un sistema de jeringas calibrado con
incubacidn del sustrato con medicion de la produccion de gas en un periodo de 96
hs. Blummel y @rskov (1993) modificaron la técnica mediante la incubacién de las
jeringas en un bafio de agua en lugar de una incubadora giratoria. Theodorou y col.
(1994) describieron la técnica manual de medicion de presion en el espacio superior
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del vaso. Mas tarde se desarrollaron técnicas automaticas y semiautomaticas para el
registro de presion, descriptas por otros autores (Pell y Schofield, 1993; Cone y col.,
1996; Mauricio y col., 1999; Davies y col., 2000; Rymer y col., 2005).

A partir de estos estudios se han desarrollado multiples tipos de dispositivos que en
la actualidad son muy variados, incluyendo métodos estaticos y métodos dinamicos
con diverso grado de complejidad (Czerkawsky y Breckenridg, 1977; Gosselink y col.,
2004).

La funcidon de un medio de incubacion in vitro es crear y mantener un ambiente
adecuado para el proceso fermentativo. Esto se logra mediante la incubacion de una
cantidad conocida de alimento en liquido ruminal en un medio anaerodbico, el
suministro de nutrientes suplementarios y un sistema tampon que simula la accion
de la saliva para mantener el pH del medio, de tal manera que la degradacién no se
vea comprometida. Dichas muestras son incubadas a temperatura constante (39°C).
Por medio de este proceso fermentativo podemos determinar la degradacién de los
alimentos por el monitoreo de las tasas de produccidon de gas durante determinados
intervalos (Fondevila y Pérez-Espes, 2008).

Agentes reductores

Para lograr un ambiente anaerdbico se utilizan soluciones reductoras que
disminuyen el potencial redox. Hungate (1966) recomendd la utilizacion agentes
reductores tales como clorhidrato de cisteina y sulfuro de sodio. Menke (1979) y
Beuvink y Spoeltra (1992) utilizaron sulfuro de sodio, mas tarde Theoderou (1992)
combind porciones iguales de clorhidrato de cisteina y sulfuro de sodio. Fukushima
(2003) informo que el clorhidrato de cisteina presenta menor toxicidad para algunas
bacterias anaerdbicas, pero logra un menor potencial redox comparado al sulfuro de
sodio. Sin embargo, Tilley y Terry (1963) para lograr condiciones anaerdbicas
durante la fase de fermentacioén saturaron las soluciones con CO:2 antes de su uso,
sin incorporar agentes reductores.

pH

Un factor clave en el desarrollo de la actividad fermentativa es tener en cuenta el pH
de incubacion, lo que determina el equilibrio de la poblacion microbiana. En las
técnicas de produccion de gas in vitro, la mayoria de los sistemas utilizan como
amortiguador del pH HCO3/CO2 con la adicion de fosfato (Fondevila y Pérez-Espes,
2008). Estos amortiguadores son utiles para mantener el pH entre 6,7-6,8. Una
forma sencilla de mantener el pH bajo es reducir la concentracion de HCOs,
disminuyendo la capacidad de amortiguacién, lo que lleva a un descenso del pH por
acumulacion de AGV (Kohn y Dunlap, 1998). Una estrategia para este problema,
teniendo en cuenta que la mayoria de los estudios son de larga duracion (96 hs),
seria suministrar periodicamente una baja concentracion de buffer.

Grant y Mertens (1992) registraron disminuciones de volumen de gas producido,
desaparicion de materia seca y concentracion total de AGV a pH 6,1 en comparacion
con 6,8. Segun el pH inicial de incubacién los resultados de los estudios pueden
variar. Estos indican que cuando el pH es inferior a 6,2 se reduce la degradaciéon de
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la fibra que puede ser debido por disminucion de la colonizacion microbiana y
alteracion en el crecimiento de bacterias fibroliticas. EI medio ambiente también se
vio afectado por disminucién de acetato, mayor proporcién de propionato y butirato.

Kozloski y col. (2007) informaron que el bajo pH ruminal disminuye la degradacion
de la fibra, tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, la colonizacion microbiana
promedio, no se vio afectada significativamente por el pH inicial.

Otros estudios evaluan el descenso de pH durante la fermentacion iniciando con
valores de liquido ruminal normal (6,8), por lo que se varia la estrategia cambiando
la composicion de la saliva por una de menor tamponamiento que permite evidenciar
los cambios a lo largo del tiempo. Estos estudios son de menor duracion,
alcanzando unas 24 hs (Aldrovandi y col., 2009).

Inéculo

El inéculo debe ser representativo del medio ambiente con respecto a las especies
microbianas y su concentracion, siendo su propoésito principal generar una microflora
adecuada para la fermentacion o degradacion del alimento a través del tiempo, y
utilizar el resultado para estimar la tasa de digestibilidad in vitro. Sin embargo,
pueden existir variaciones en el indculo dependiendo del tipo de nutricién del animal,
tiempo de muestreo, animal donador, preparacién de las muestras e inoculacion.
Pequefias variaciones en el indculo pueden tener importantes efectos acumulativos
en la produccidn de gas, por lo tanto para limitar los posibles errores debemos tener
mucho cuidado en el manejo animal, técnicas de muestreo y preparacion (Mould y
col., 2005). Mohamed y col. (2002) examinaron la degradabilidad in vitro de indculos
de muestras frescas y almacenadas a -20°C por 10 semanas, y observaron que el
fluido ruminal fresco produjo los mayores niveles de degradabilidad en un periodo de
incubaciéon de 96 hs. Algunos autores sugieren que el liquido ruminal congelado
debe ser utilizado solamente cuando el liquido ruminal fresco no esté disponible
(Chaudhry y col., 2012).

Produccion de gas

La técnica de produccion de gas es un meétodo util para estimar la velocidad y
magnitud de degradacion de un alimento, ofreciendo informacion detallada de la
cinética de fermentacién de los alimentos. La fermentacion microbiana de los
alimentos produce CO», metano y AGV. El gas medido por esta técnica se produce
directamente a partir de la fermentacidon o indirectamente por los AGV que
reaccionan con el bicarbonato incluido en el medio de incubacion (Beuvink y
Spoelstra, 1992; Palmer y col., 2005;).

Getachew y col. (2005), en un experimento in vitro evaluaron la calidad nutricional de
siete raciones comerciales mixtas segun la produccion total de gas y la produccién
de metano. Las estimaciones de la cantidad de metano producido a partir de este
experimento in vitro fueron similares a los determinados in vivo, lo que sugiere que
se puede utilizar para estimar la produccién de metano in vivo, y asi realizar cambios
en los ingredientes de la dieta y/o la inclusién de aditivos en el alimento para
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modificar el ambiente ruminal, como por ejemplo para deprimir el crecimiento de
bacterias metanogénicas en el rumen.

Desde una perspectiva practica, hay una serie de fuentes de variacion en la
estimacion de la producciéon de gas. Estas incluyen el aparato usado, las especies
de ind6culo donante, la dieta de los animales donantes, la preparacién del liquido
ruminal y el sustrato (Rymer y col., 2005).

HIPOTESIS

Los potenciales prebidticos a evaluar tendran un efecto modulador de la biota
ruminal en un experimento in vitro en el que se simula acidosis ruminal. Esto se
comprobara a través de la medicion de dos variables: pH y volumen acumulado de
gas.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Comparar los efectos de cinco potenciales prebiodticos (Saccharomyces cerevisiae
inactivada, inulina, sorbitol, acido malico y malato de sodio) sobre el pH como
medida de la acidez del medio y sobre la produccion de gas como medida de la
actividad microbiana, en un ensayo in vitro realizado en fermentadores estaticos
simulando una acidosis ruminal.

Obijetivos particulares:

e Tratar de establecer cual concentracidn de los potenciales prebidticos tendra
mayor efecto modulador, amortiguando la acidosis simulada.

e Evaluar cual variable (pH o produccion acumulada de gas) es la mas
apropiada para estudiar los cambios ocurridos en este tipo de experimento.
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MATERIALES Y METODOS

Sistema de fermentacion

Se empled un sistema de fermentacién estatico de tipo anaerdbico con un leve
tamponamiento incubado a corto tiempo (24 horas) similar a la metodologia seguida
por Aldrovandi y col., 2009. Cada unidad experimental consisti6 en el uso de un
frasco de vidrio de 125 mL de color caramelo precintado herméticamente, donde se
colocaron los componentes detallados a continuacion.

Como indculo se utilizaron 10 mL de liquido ruminal fresco, obtenido de una vaca
lechera canulada, alimentada a base de pasturas, ensilado y concentrado. El liquido
se extrajo inmediatamente antes de su uso, se tamizd y recogié en un recipiente
térmico manteniéndolo con un borboteo continuo de CO. para mantener la
anaerobiosis.

El alimento utilizado fue forraje (mezcla de gramineas y leguminosas en estado
vegetativo) y granos de cebada molidos, con la siguiente proporcion: 50% de forraje
y 50% de granos de cebada (como materia seca).

Las sustancias a evaluar como potenciales prebidticos fueron Saccharomyces
cerevisiae inactivada, inulina, sorbitol, acido malico y malato de sodio. Estas se
colocaron junto con el alimento a las dosis de 15, 45y 75 mg para completar 500 mg
de sustrato, lo que representé el 3, 9 y 15% respectivamente.

Se utilizaron 0,5 mL de una solucion de NaxS al 6% como agente reductor.

Como solucion tampon se usaron 40 mL de saliva artificial modificada por Aldrovandi
y col., 2009 (tabla 3).

Tabla 3. Saliva artificial (solucion tampdn). Segun Aldrovandi y col., 2009.
(Contenido para 1 L).

Férmula ajustada
Reactivo Cantidad
NaHCOs 4,009
K2HPOs - 3H20 0,594
KH2PO4 0,45¢g
Na CI 1,00 g
MgSOQO4 - 7H20 0,09¢
CaClz - 2H:0 0,129
Hemina 0,01g
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Disefo experimental

Se evaluaron 5 aditivos: Saccharomyces cerevisiae inactivada (SCI), inulina (INU),
sorbitol (SOR), acido malico (MAL) y malato de sodio (MDS), cada uno a 3 dosis (3,
9y 15% del sustrato total). Se agregaron 2 tratamientos control, uno sélo con liquido
ruminal y saliva artificial (TSS) para evaluar la vitalidad de la biota ruminal y otro que
reprodujo la acidosis incluyendo liquido ruminal, saliva artificial y sustrato sin aditivos
(TAC).

Para la medicién del pH en cada tiempo (0, 4, 12 y 24 horas) se realiz6 la apertura
de los sistemas, por lo que se utilizaron cuatro conjuntos completos de unidades
experimentales. Cada conjunto estaba constituido por las 3 dosis de cada sustancia
a testar mas los 2 controles, cada uno por ftriplicado, totalizando 51 unidades
experimentales.

Desarrollo del experimento

Tres de los cuatro conjuntos experimentales se incubaron en bafio de agua a 39°C
en forma estatica. Los frascos se ubicaron de manera que todos los tratamientos se
distribuyeran equilibradamente en el bafo. Un conjunto completo de unidades
experimentales se prepar6 sin fermentar para tener medidas del tiempo cero.

Mediciones realizadas

Produccion de gas

La producciéon de gas se midié en forma indirecta, a partir de la presién de gas en el
espacio superior de los frascos. Se registrd la presion interna en los sistemas de
fermentacion, mediante un mandémetro (Sper Scientific 840065, E.E.U.U.) y luego se
convirtio a volumen utilizando para ello una ecuaciéon desarrollada para estas
condiciones experimentales (Theodorou y col., 1994; Mauricio y col., 1999; Senger y
col., 2007). Luego de cada medida se igualo la presidn interna con la atmosférica.
Los tiempos de medida fueron los siguientes: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 y 24 horas
respecto al inicio de la fermentacion.

El volumen registrado para cada frasco se sumo a los de los horarios anteriores,
obteniendo entonces la variable a utilizar que fue el volumen acumulado o
produccion acumulada de gas.

Medida de pH

La medicion del pH se realizé con un pHimetro digital (Oakton, Acorn pH 5, E.E.U.U.)
con electrodo combinado. Se requiri6 para cada medicion (excepto la del tiempo
cero), la extraccion y apertura de un conjunto completo de unidades experimentales,
las cuales se hicieron a las 4, 12 y 24 horas desde el comienzo del experimento.

Analisis estadistico

Para pH y produccién acumulada de gas se realizo6 ANOVA con un p = 0,05 entre
todos los tratamientos, para cada tiempo y como test a posteriori se aplico6 HSD de
Tukey.
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RESULTADOS

Medida de pH

En la Tabla 4 se presentan los valores promedio de pH de cada sustancia testada y
de los dos controles obtenidos para cada tiempo.
En el tiempo 0 la Unica sustancia que present6 diferencias significativas fue el MAL a

la dosis de 15% con valor inferior al TAC.

A las 4 horas no se encontraron diferencias significativas entre las sustancias
testadas y TAC.

A la hora 12 el MDS a la dosis de 15% registré los mayores valores de pH siendo la
unica sustancia que se diferencié de TAC. SCI a todas las dosis y MDS al 3 y 9%
también tuvieron buenos resultados pero sin alcanzar una diferencia significativa con
TAC.

A las 24 horas nuevamente se destaco el MDS a la mayor dosis por presentar los
valores de pH mas altos. SCl al 9 y 15% y MDS al 9% registraron valores de pH
superiores al control pero sin llegar a una diferencia significativa con TAC.

Mirando la evolucion del pH en los fermentadores encontramos que a partir de las 4
horas se marcan algunas tendencias sin llegar a dar diferencias significativas. Las
diferencias se consolidan en los tiempos de 12y 24 horas (Ver figuras 1, 2, 3,4 y 5).

Tabla 4. Analisis de los datos de pH en cada tiempo de apertura. Los datos
corresponden a los valores medios para cada tratamiento en cada tiempo.

Dosis (%) TSS* TACS SCI INU SOR MAL MDS Media Gral + DE
0 3 6,672 6,682 6,66® 6,62 6,67°
hs 9 6.61 6,58° 677 672° 670° 6422 6512 6,61+0,16
15 6,692 6,722 6,682 6,19° 6,432
Dosis (%) TSS TAC SCI INU SOR MAL MDS Media Gral + DE
4 3 6,12° 6,14° 6,12° 6,14 6,16°
hs 9 6.46 6,08 6,18 6,08 613> 6,09® 6,15 6,13+0,10
15 6,18° 6,03%°  6,12° 5,982 6,13°
Dosis (%) TSS TAC SCI INU SOR MAL MDS Media Gral £ DE
12 3 5,65abcd 5,61abc 5,5gabc 5,63abcd 5,65abcd
hs 9 6.37 5,58%c 57Qcd 55Q9abc 55730 5 5gabe 5 72bed 5,68 +0,19
15 5,74%  5,60%c 5,543 5,583¢ 5,784
Dosis (%) TSS TAC SCI INU SOR MAL MDS Media Gral + DE
24 3 5,42 539> 5373 538% 540°
hs 9 6.39 537% 544> 536% 530® 538 5480 5,45+ 0,25
15 5.47% 5313 5262 5,34 5 57°

Notas: Letras en superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para
cada tiempo (p<0,05). Se incluyeron para cada tiempo la media general y el desvio estandar.

* El tratamiento TSS se incluyd para monitorear la vitalidad del liquido ruminal a lo largo del ensayo.
No se tuvo en cuenta para el analisis estadistico, por no aportar informacion relevante.

§ El tratamiento TAC se correspondio al control que simulaba la acidosis ruminal.
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En la Figura 1 se observa el efecto de la adicion de Saccharomyces cerevisiae
inactivada a las dosis de 3, 9y 15% en la dinamica del descenso de pH a lo largo del
tiempo. También se representan los 2 controles. Los tres tratamientos presentaron
valores de pH por encima de TAC. No se observan diferencias significativas

respecto a la dosis.

5,2

o 4 8 12 16 20 24

Tiempo de fermentacion, h

=#-SC|3=+=SCI9 SCI 15 =#=TSS=l=TAC

Figura 1. Evolucion del pH en los fermentadores a lo largo del tiempo para los
tratamientos de Saccharomyces cerevisiae inactivada en tres dosis.
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En la Figura 2 se observa el efecto de la adicion de inulina a las dosis de 3, 9y 15%
en la dinamica del descenso de pH a lo largo del tiempo. También se representan
los 2 controles. El tratamiento de Inulina al 3% fue el unico que a lo largo de las 24
horas presenté valores de pH por encima de TAC. Los tratamientos de inulina a las
dosis de 9 y 15% presentaron oscilaciones a lo largo del tiempo terminando a las 24
horas con valores de pH por debajo de TAC.

5,2
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo de fermentacion, h

=#=INU3 —+—=INU9 INU15 =«TSS -B-TAC

Figura 2. Evolucion del pH en los fermentadores a lo largo del tiempo para los
tratamientos de inulina en tres dosis.
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En la Figura 3 se observa el efecto de la adicion de sorbitol a las dosis de 3, 9y 15%
en la dinamica del descenso de pH a lo largo del tiempo. También se representan
los 2 controles. A las 4 horas los 3 tratamientos presentaron valores de pH por
encima de TAC, pero luego el pH descendié llegando a las 24 horas a valores
inferiores respecto a TAC.

(1] 4 8 12 16 20 24
Tiempo de fermentacion, h

=#-SOR3 =#-SOR9 -#-SOR15 =«TSS -E~-TAC

Figura 3. Evolucion del pH en los fermentadores a lo largo del tiempo para los
tratamientos de sorbitol en tres dosis.
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En la Figura 4 se observa el efecto de la adicion de acido malico a las dosis de 3,9y
15% en la dinamica del descenso de pH a lo largo del tiempo. También se
representan los 2 controles. El tratamiento de &cido malico a la dosis de 15%
presentd a lo largo de las 24 horas valores de pH inferiores a TAC. La dosis de 9%
presenta un pH inicial inferior a TAC pero luego los valores de pH se modulan,
llegando a valores muy similares a TAC. La dosis de 3% fue la que presento mayor
desempefio en la amortiguacién del pH, pero sin tener diferencias significativas
respecto a TAC.

6,4 —

6,2

pH

5,8
5,6
54

5,2
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo de fermentacion, h

=B-MAL3 —e—MALSY MAL15 =TSS -B~TAC

Figura 4. Evolucion del pH en los fermentadores a lo largo del tiempo para los
tratamientos de acido malico en tres dosis.
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En la Figura 5 se observa el efecto de la adicion de malato de sodio a las dosis de 3,
9 y 15% en la dinamica del descenso de pH a lo largo del tiempo. También se
representan los 2 controles. Los tratamientos de malato de sodio a las dosis de 9 y
15% presentaron un pH inicial por debajo de TAC, pero luego los valores de pH se
modulan a lo largo del experimento teniendo valores superiores a TAC. A las 24
horas las 3 dosis de malato de sodio presentaron valores de pH por encima de TAC,
pero la dosis de 15% fue la unica que presento diferencias significativas.

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo de fermentacion, h

=#-MDS3 —-MDS9 MDS15 =+TSS -B-TAC

Figura 5. Evolucion del pH en los fermentadores a lo largo del tiempo para los
tratamientos de malato de sodio en tres dosis.
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Produccién de gas

En la Tabla 5 se presentan los valores medios de produccion acumulada de gas
(mL/g) de todas las sustancias testadas y el control de acidosis (TAC) obtenidos
para cada tiempo.

A las 2 horas las sustancias que tuvieron mayores valores de produccion de gas
fueron SCI al 15% y MDS al 15% diferenciandose significativamente de TAC.

A la hora 4 se obtuvieron valores con diferencias significativas mayores de TAC de
SClal9y 15%,INUal 9y 15% y MDS al 9y 15%.

A las 6 horas se destacaron por mayor produccion de gas las sustancias SCl al 9 y
15%, INU al 15%, SOR al 9% y MDS al 9 y 15% diferenciandose significativamente
de TAC.

A las horas 8 y 10 las sustancias que presentaron un mayor desempeio fueron SCI
al 9y 15%, INU al 9 y 15%, SOR al 9% y MDS al 3, 9 y 15% con diferencias
significativas con TAC.

A las 12, 18 y 24 horas el unico que presentd diferencias significativas con respecto
a TAC fue MDS a las dosis de 9y 15%.
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Tabla 5. Analisis de los datos de produccidon de gas acumulado (mL/g). Los datos
corresponden a los valores medios para cada tratamiento en cada tiempo.

Dosis (%) TAC  SCI INU SOR MAL MDS  Media Gral t DE
2 hs 3 4,172 447 4232 3958 4,200
9 3,872 455®  450% 4,162 4,54 4,412 4,38 + 0,46
15 4,95° 4,28 3937  460% 528
Dosis (%) TAC  SCI INU SOR MAL MDS  Media Gral t DE
4 hs 3 11,282 11,80  11,19% 10,85%® 11,182
9  9,85% 1235 1278 11,62 1122 1248 11,73:120
15 12,42 14,15°  10,47®®  10,88% 13,14
Dosis (%) TAC Scl INU SOR MAL MDS  Media Gral + DE
3 19,69%0cd 19,95abcd g 23abed 19 03abed 20 0paLede
6 hs 9 17,092 21,3400 21 q3bcde 20 77bcde 19 qgabed 29 950 20,14 +1,73
15 20,83  23,03°  18,93%° 18,142 21,90
Dosis (%) TAC scl INU SOR MAL MDS  Media Gral + DE
8 hs 3 27,6720 27,60%  26,883c 26,812 28 50bed
9 24,377 29,39 2846b«d 29,42 26,872 30,980 28,07 £1,95
15 28,66°¢ 30,16% 27,25%° 2590%  30,20%
Dosis (%) TAC  SCI INU SOR MAL MDS _ Media Gral + DE
10 hs 3 34,7130 34,23cd 33 68ebc 33,690 35,64bcde
31,27 36,2190 34,040 36,234 33 443c 3881c 34,92+ 2,16
15 35,28°% 36,28 34,16°%° 32,28 37,88%
Dosis (%) TAC SCl INU SOR MAL MDS _ Media Gral t DE
12hs 3 40,37%  39,64° 38,85 39,297 41,642
9 37,06 41,60%c 40,23® 41,60%c 40,53 4517 40,72 +2,42
15 40,922 41,28%c  40,73%° 37,98  44,65°
Dosis (%) TAC scl INU SOR MAL MDS  Media Gral t DE
18hs 3 48,192 47,412 46,487 47,197 49,70
9 43,942 4924 47.85% 49,17 4867 5367° 48,51 +2,94
15 48,89%° 48,48% 47,86® 4585° 53,55
Dosis (%) TAC Scl INU SOR MAL MDS  Media Gral + DE
3 54,012 5328% 52242  53,03% 55614c
24 hs 9 49,542 54,98%c 5363%c 5504 5501ec 5985 54,35 + 3,26
15 54,672 54,222 52972 51,20°  60,30°

Nota: Letras en superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada
tiempo (p<0,05). Se incluyen para cada tiempo la media general y el desvio estandar.
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En las Figuras 6, 7, 8, 9 y 10 se observa el efecto de la adicion de Saccharomyces
cerevisiae inactivada, inulina, sorbitol, acido malico y malato de sodio sobre la
produccion de gas en un periodo de 24 horas. También se representa el control de
acidosis.

Todos los tratamientos presentaron mayor produccion de gas que TAC, pero los
unicos que presentaron diferencias significativas a partir de las 12 horas fueron
malato de sodio al 9y 15%.

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

10,0

Volumen de gas acumulado, mL/g

0,0
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo de fermentacién, h

=2=TAC =4=SCI3 x-8CI9 =0-SCl15

Figura 6. Evolucion de la produccion acumulada de gas en los fermentadores a lo
largo del experimento para los tratamientos de Saccharomyces cerevisiae inactivada
en tres dosis.
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50,0

40,0

30,0

Volumen de gas acumulado, mL/g

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo de fermentacion, h

=2=TAC =—INU3 =A=INU9 0~INU15

Figura 7. Evolucion de la produccion acumulada de gas en los fermentadores a lo
largo del experimento para los tratamientos de inulina en tres dosis.
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=2=TAC ==SOR3 X-SOR9 =0-SOR15

Figura 8. Evolucion de la produccion acumulada de gas en los fermentadores a lo
largo del experimento para los tratamientos de sorbitol en tres dosis.
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=#-TAC =0-MAL3 =i MALO MAL15

Figura 9. Evolucion de la produccion acumulada de gas en los fermentadores a lo
largo del experimento para los tratamientos de acido malico en tres dosis.

Volumen de gas acumulado, mL/g
»
o
o
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Tiempo de fermentacién, h

=2-TAC =+-MDS3 =4—MDS 9 =0~ MDS15

Figura 10. Evolucién de la produccion acumulada de gas en los fermentadores a lo
largo del experimento para los tratamientos de malato de sodio en tres dosis.
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En la figura 11 se observa el efecto de la adicion de malato de sodio a las dosis de 9
y 15% sobre el pH y la produccion acumulada de gas comparado con el control de
acidosis. Estos tratamientos fueron seleccionados por ser los que presentaron los
mejores resultados. El pH al comienzo del experimento cae mas bruscamente y la
diferencia entre los tratamientos de malato de sodio y el TAC va aumentando hasta
las 12 horas, luego esta diferencia se mantiene constante. En cuanto a la produccion
acumulada de gas la diferencia entre los tratamientos de malato de sodio y el TAC
aumenta a lo largo de todo el experimento.
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Figura 11. Comparacién de la produccién acumulada de gas y el pH de los
tratamientos de malato de sodio al 9 y 15%.
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DISCUSION

Los valores de pH obtenidos en este experimento resultaron sustancialmente bajos
si se comparan con los valores de pH ruminal que se pueden observar in vivo
(Nocek y col., 2002; Erickson y col., 2003; Schwartzkopf-Genswein, 2003; Bevans y
col., 2005). Esto se deberia a que se trabajé en un sistema de fermentacion
simplificado en los que no se da ninguna de las instancias biolégicas como
absorcion de AGV, ingreso de saliva, etc., y en los que se busco el menor nivel de
tamponamiento posible. De todas formas, el efecto modulador de algunos
tratamientos experimentales se pudo apreciar debido a las diferencias
estadisticamente significativas en el pH respecto al control que simulé acidosis
ruminal.

Se pudo mostrar el efecto modulador de sustancias agregadas en condiciones
experimentales que simulan la acidosis ruminal, a través de las variables pH y
produccion acumulada de gas.

Utilizando el pH como variable de respuesta se pudo ver que hubo tratamientos que
se diferenciaron del tratamiento control de acidosis.

Las sustancias ensayadas presentaron algun efecto modulador en mayor o menor
medida. De éstas, la que mas se destacé por su mejor desempefio fue el malato de
sodio a su mayor dosis. La dosis de 9% presenté un desempefo aceptable. Esto
concuerda con lo observado por Martin y col. (1999) en un ensayo in vivo, en el que
se suministré diferentes dosis de malato de sodio, observandose un aumento lineal
del pH ruminal en los animales con las dosis mas altas. En éste y en otros trabajos
(Nisbet y Martin, 1990; Martin y Streeter, 1995; Callaway y Martin, 1996; Bach, 2002)
se consignd que podria deberse a que el malato de sodio estimulaba selectivamente
el desarrollo de microorganismos tales como Selenomonas ruminantium 'y
Megasphaera elsdenii, los cuales podian utilizar el lactato como fuente de energia. A
su vez el malato de sodio a las dosis de 9 y 15% fueron las que tuvieron mayor
produccion de gas. Esto concuerda con los hallazgos de Martin y Streeter, 1995 y
Callaway y Martin, 1996, en los que en cultivos in vitro con adicion de malato
obtuvieron aumento en la produccidn total de gas y en la degradabilidad de la
materia seca.

A pesar de los estudios in vivo con resultados auspiciosos de Montafio y col., 1999,
realizados con acido malico, lo obtenido por nosotros en los ensayos in vitro tuvieron
resultados desalentadores, ya que si bien se hallaron diferencias en los valores de
pH, los valores experimentales fueron significativamente inferiores al control. Estos
valores de pH se podrian deber a la acidez propia de la sustancia testada.

Otro tratamiento que tuvo resultados interesantes fue el uso de las levaduras
inactivadas ya que se diferencio del tratamiento control de acidosis en cuanto a las
medidas de pH. Las dosis de 9 y 15% tuvieron resultados positivos tanto en la
amortiguacién de pH como en la produccion de gas. Rossi y col. (2004) plantearon
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que el efecto favorable sobre el pH podria deberse a la presencia de péptidos que
forman parte de las paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae algunos de los
cuales tienen efecto estimulante de bacterias utilizadoras del lactato como
Megasphaera elsdenii.

El desempefo del sorbitol y de la inulina no fue el esperado en todas las dosis
testadas respecto a los resultados de pH. Ozturk (2008 y 2009) en un experimento in
vitro (Rusitec) con inulina obtenida de diferentes plantas observé que el pH no fue
significativamente afectado a ninguna dosis. Sin embargo, la produccion total e
individual de AGV aumentd considerablemente con la adicién de la misma, siendo
ésta una de las posibles explicaciones a los bajos valores de pH. En nuestro
experimento al tratarse de un sistema cerrado esta acumulacion de acidos podria
explicar el descenso de pH. Respecto a la produccion de gas INU al 9y 15% y SOR
al 9% se diferenciaron del control en forma positiva sugiriendo un posible efecto
modulador de la biota en cuanto al aprovechamiento del sustrato. Los unicos
trabajos que reportan el uso de sorbitol in vivo en rumiantes mencionan incremento
de la eficiencia productiva pero no mencionan efectos sobre el pH ruminal ni sobre la
produccion de gas (Fontenot y Huchette, 1993).

En este ensayo la produccion de gas acumulada como unica variable no permite
discriminar los mejores tratamientos. A pesar de que el MDS al 9 y 15% fueron los
que tuvieron mejores resultados en cuanto al pH y a su vez la mayor produccion de
gas (ver figura 11), encontramos otros tratamientos como INU al 9 y 15% y SOR al
9% que presentaron una gran produccion de gas, pero no tuvieron buenos
resultados en cuanto al pH.

Russell y col. (1979), Shi y Weimer (1992) y Thurston y col. (1993) en diferentes
experimentos in vitro, observaron que las bacterias celuloliticas presentaron
inhibicion del crecimiento a pH inferior a 5,9. Sin embargo, las bacterias continuaron
fermentando los sustratos y acidificando el medio a una tasa similar a la observada
antes de que el crecimiento cesara. Esto podria concordar con lo ocurrido en nuestro
ensayo donde a valores de pH bajos se observd que la produccidn de gas siguid
aumentando.

Esto podria ser explicado en parte por la actividad de microorganismos como
Ruminococcus albus, que no seria capaz de desarrollarse a pH inferior a 6,0, pero
su capacidad para metabolizar los hidratos de carbono en condiciones acidas puede
permitir que sobreviva a descensos transitorios en el pH ruminal, lo que podria
justificar sus numeros relativamente altos en dietas concentradas (Thurston y col.,
1993).

Otra posible explicacion podria deberse a que la propia fermentacion microbiana del
rumen da lugar como productos finales AGV, gases (CO2 y CH4), calor y energia
bajo forma de ATP, por lo que es la propia fermentacion la principal responsable de
la produccion gaseosa del rumen (Calsamiglia y Ferret, 2002). A su vez la reduccién
de la concentracion de acido lactico resulta en un incremento en el pH ruminal que
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favorece el crecimiento de las bacterias fibroliticas que resulta en un incremento en
la digestion de la fibra y en la produccion de AGV (Calsamiglia y col., 2005).

CONCLUSIONES

Se comprobd que algunos tratamientos fueron exitosos en la amortiguacion de la
caida del pH en una situacién de simulacion de acidosis ruminal in vitro con un
método estatico de corta duracion (24 horas). EI método de fermentacion in vitro en
frascos, con mediciones de pH, tiene una gran ventaja frente a otros, ya que es mas
economico y bastante sencillo de utilizar.

Los tratamientos que tuvieron mejor desempeno fueron malato de sodio al 15y 9%
y Saccharomyces cerevisiae inactivada al 15 y 9% (en orden descendente).
Trasladar esto linealmente a una situacién in vivo probablemente debiera requerir de
ciertos ajustes por lo que no se podria recomendar estas dosis en animales como
preventivo de acidosis ruminal.

La dinamica en este corto tiempo sugiere que probablemente se requeririan
dosificaciones cada aproximadamente 12 a 24 horas para mantener su efecto.

Tanto la medicion de la produccion de gas como de pH resultaron como apropiadas
variables de respuesta para este tipo de experimento. No obstante la primera no
resulta totalmente selectiva para discriminar los mejores tratamientos. El pH es la
variable directamente relacionada con la acidosis y es por lo tanto la mas adecuada
para realizar dicha discriminacion.

Estos resultados indicarian que el malato de sodio y Saccharomyces cerevisiae
inactivada actuan estimulando ciertos microorganismos de la biota ruminal capaces
de utilizar el lactato, limitando asi la acumulacién de acidos en exceso (accion
prebiotica). Esto deberia ser verificado en experimentos in vivo.
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