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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of  inclusion of Pichia guilliermondii on different culture media on in  vitro fermentation of Cynodon nlemfuensis. In vitro gas  production technique was used, as well as a completely randomized design, with  6 x 7 factorial arrangement (six treatments per seven hours of fermentation). A  strain of P. guilliermondii (Levica 27) was included on one of the  treatments, which was cultured in malt extract broth and extract of  yeast-peptone-glucose media. Two of the treatments included the supernatant of  each medium after centrifugation, and another treatment suspended again cell  pellet in a buffer medium. A control without yeast was also included. An amount  of 1 g of Cynodon nlemfuensis was incubated as fibrous substrate. Gas production  was measured at 2, 4, 8, 12, 16, 20  and  24 h. Results showed that Levica 27 strain, cultured in malt extract broth and  extract of yeast-peptone-glucose media, stimulated C. nlemfuensis gas  production in a higher proportion (P < 0.001) than when it was cultured in a  malt extract broth medium, which demonstrated the influence of metabolites that  produce yeasts and their stimulating effect. 
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RESUMEN

El objetivo de este  trabajo fue estudiar el efecto de la inclusión de Pichia guilliermondii en diferentes medios de cultivo en la fermentación in vitro de Cynodon  nlemfuensis. Se utilizó la técnica de producción de gas in vitro y  un diseño completamente aleatorizado, con arreglo factorial 6 x 7 (seis  tratamientos x siete horas de fermentación). En uno de los tratamientos se  incluyó la cepa  de P. guilliermondii  (Levica 27), cultivada en los medios Caldo  Extracto de Malta y Extracto de levadura-Peptona-Glucosa, en dos de ellos se  incluyó el sobrenadante de cada medio después de centrifugación y en otro, se  resuspendió el pellet de las células en medio buffer. Se incluyó además, un  control sin levadura. Se incubó 1 g de Cynodon   nlemfuensis  como sustrato  fibroso. La producción de gas se midió a las 2, 4, 8, 12, 16, 20  y 
  24 h. Los resultados mostraron que la cepa Levica 27, cultivada en los medios  Caldo Extracto de Malta y Extracto de levadura-Peptona-Glucosa, estimuló la  producción de gas de C. nlemfuensis en mayor proporción (P < 0.001)  que cuando se cultivó en medio Caldo Extracto de Malta, lo que corroboró la  influencia de los metabolitos que producen las levaduras y su efecto  estimulador.  
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INTRODUCCIÓN

La utilización de  aditivos microbianos en la alimentación de rumiantes, en especial las  levaduras, contribuye a un mayor aprovechamiento de los alimentos, lo que  permite incrementar los rendimientos productivos y consecuentemente, la  disponibilidad de leche y carne para el hombre (Stella et al. 2007,  Doležal et al. 2011). A pesar de las ventajas que ofrecen estos  productos, en Cuba no se producen. Sus altos precios en el mercado  internacional los hacen incosteables para su uso en la ganadería.  

Ante estas condiciones, se condujeron  estudios para obtener aditivos microbianos que respondan a la problemática  específica de una ganadería cubana, cuya base se halla en los alimentos  fibrosos. En la actualidad, se han obtenido resultados promisorios, en los que  las cepas que no pertenecen a la especie  S. cerevisiae demostraron potencialidades de uso como activadoras  de la fermentación ruminal en condiciones in vitro, entre las que se  destacó P. guilliermondii, denominada Levica 27 (Marrero et al. 2014). Por ello, se recomendó realizar estudios in vivo que corroboren estos  resultados, para lo que es necesario su cultivo a gran escala.

Se conoce que el diseño del medio de  cultivo es una de las tareas más importantes dentro de la tecnología biológica.  Según Winkler (1988), en el costo total de los productos biotecnológicos, las  materias primas pueden representar entre 30 y 80 %. Además, la composición del  medio de cultivo tiene que satisfacer todos los requerimientos nutricionales  del microorganismo. 

Existen medios  formulados específicamente para el crecimiento de levaduras, como el Caldo Extracto  de Malta (CEM) y el Extracto de levadura-Peptona-Glucosa (YPG). En estudios  previos con la cepa  de P.  guilliermondii  (Levica 27), se  demostró con métodos indirectos de determinación de crecimiento (biomasa y  densidad óptica) que existen diferencias entre ambos medios de cultivo a las 16  h. Se encontró que las mayores concentraciones se biomasa se obtuvieron para el  medio YPG, con valores de 
  3.88 mg/mL, mientras que en CEM fue de 2.33 mg/mL. También se observó aumento  en el pH, cuando se cultivó la cepa en medio CEM (Sosa et al. 2015). 

Estos resultados indican que el medio de  cultivo influye en la naturaleza de los metabolitos que la cepa produce, por lo  que es posible que también afecte el proceso fermentativo ruminal, cuando se  incluye como aditivo en la alimentación animal. Con estos antecedentes se  realizó este trabajo, que tuvo como objetivo estudiar el efecto del cultivo de P.  guilliermondii en diferentes medios en la fermentación in vitro de C.  nlemfuensis.

 

MATERIALES Y MÉTODOS

Tratamientos y  diseño experimental. Se empleó la técnica de producción de gas in vitro y un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial 6 x 7 (seis  tratamientos x siete horas de fermentación). Se determinó el efecto de la  inclusión de crecimientos de P. guilliermondii en diferentes medios de  cultivo en la producción de gas de C. nlemfuensis. Además, se valoró la  utilización de 
  10 g de MS/animal de la levadura, por ser la que se incluye, generalmente, en  dietas para rumiantes (Rojo et al. 2000, Combellas et al. 2002,  Beauchemin et al. 2003). 

Los tratamientos  consistieron en la inclusión del cultivo de la cepa  de P. guilliermondii (Levica 27), a  razón de 5 mg de MS.mL-1 (equivalente a 10 g de MS/animal) en los  medios CEM y YPG. Además, se incluyeron como tratamientos los sobrenadantes  para cada medio, después de centrifugados los cultivos a 6000 rpm. También hubo  un tratamiento con el pellet de las células resuspendidas en el medio de  incubación que se emplea en la producción de gas. Se incluyó además, uno  control sin levadura. 

Preparación de los inóculos de las  levaduras. Se utilizó la cepa Pichia guilliermondii (Levica-27),  perteneciente al Banco de Microorganismos del Departamento de Ciencias  Biofisiológicas del Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque, Cuba), cuya  secuencia está registrada en el Gen Bank con número JF894143.1.

Se activó la cepa mediante dos  subcultivos en placas Petri con agar sabouraud a 30 ºC y 24 h de incubación.  Las colonias de la cepa activa se arrastraron con un asa de cultivo y se  preparó en medio YPG un inóculo de 24 h, con concentración de 107 ufc•mL-1.  El inóculo se  centrifugó, se eliminó el sobrenadante y el pellet se lavó y resuspendió en  PBS. Se utilizaron erlenmeyers de 250 mL de capacidad con 100 mL de cada medio  en estudio, que se inoculó con la suspensión microbiana a razón de 1/10 (v/v) y  se incubó durante 16 h en zaranda orbital a 30 ºC y velocidad de agitación de  110 rpm. Cuando se retiraron de la zaranda los cultivos, tenían una  concentración de aproximadamente 6.107 ufc•mL-1 y pH de  5.74 y 7.03 para el YPG y CEM, respectivamente.

Procedimiento  experimental. Se utilizaron botellas de 100 mL de capacidad, a las  que se adicionó 1 g de sustrato (C. nlemfuensis), un medio de incubación  y un inóculo de microorganismos ruminales. Estos últimos en proporción de 0.20  del volumen total  (16 mL de LRF + 64 de  medio de incubación= 80 mL). La composición química del sustrato (% de MS) fue  96.21; 4.50; 34.65; 7.01; 0.46 y 0.40 para MS, PB, FB, ceniza, calcio y  fósforo. Se determinó en el LASAICA, según AOAC (2012).   

Se incubaron 12 botellas por tratamiento  y cuatro botellas sin sustrato como blanco, para un total de 
  40 botellas. Se utilizó como inóculo el contenido ruminal de un bovino adulto  canulado en rumen y alimentado con dieta similar a la evaluada. El contenido  ruminal se extrajo antes de la oferta del alimento y se conservó en termos  cerrados hasta llegar al laboratorio, donde se filtró mediante varias capas de  gasa para conformar el inóculo. 

Las botellas se  sellaron y se incubaron en un baño con temperatura controlada a 39 ºC. La  producción de gas se medió por medio de un manómetro HD8804, acoplado a un  calibrador de presión TP804 (DELTA OHM, Italy). Las lecturas de presión se convirtieron  en volumen mediante una ecuación de regresión lineal pre-establecida (gas (mL)  = (presión [103Pa]+4,95)/2,5858); n=132; r=0,991). El volumen de gas se expresó  por gramo de MS incubada. La producción de gas se midió a las 2, 4, 8, 12, 16,  20 y 24 h.  

Análisis matemático. Para el análisis de los resultados de  producción acumulada de gases, se realizó la modelación de las curvas por el  modelo de Gompertz, empleando el análisis de regresión no lineal con el  programa SPSS 15.0.1 (IBM Corporation 2006). Se tomaron en cuenta, como  criterios estadísticos de bondad de ajuste del modelo, el coeficiente de  determinación, la significación del ajuste y los parámetros y normalidad de los  residuos: PG (a,b,c,t) = A exp (-be-ct)

La prueba de  homogeneidad de las curvas se realizó de acuerdo con la metodología presentada  por Jay et al. (2012a, b). Como prueba de selección, se utilizó la  probabilidad de cumplimiento de hipótesis nula por el criterio de información  de Akaike corregido (CIAC). Las comparaciones múltiples se realizaron tomando  como medida la raíz de la distancia media cuadrática entre las curvas. La  dócima empleada fue la Mínima Diferencia Significativa (LSD), con nivel de  significación de 
  P < 0.05. Los resultados experimentales se analizaron con el paquete  estadístico InfoStat (Di Rienzo et al. 2001). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de la producción de gas  acumulada de la cepa Levica 27 en la fermentación in vitro de C.  nlemfuensis en las diferentes horas de estudio se muestran en la figura 1 y  la tabla 1. 

Se puede observar  que a partir de la hora cuatro, los tratamientos donde estuvo la levadura y sus  metabolitos mostraron producción de gas superior al control hasta la hora 20.  El tratamiento en el que se cultivaron las células de la cepa (pellet),  resuspendidas en solución buffer, no estimuló la producción de gas del  sustrato. No obstante, se debe señalar que a la hora 24, la producción de gas  de los tratamientos con medio CEM y sobrenadante de YPG igualó a la obtenida  con el control, por lo que su efecto estimulador fue, aproximadamente, hasta  las 20 h de fermentación. 

Los resultados de  las comparaciones múltiples de los valores de producción de gas acumulada  (tabla 1) muestran que la inclusión de la cepa Levica 27, cultivada en medio  YPG y del sobrenadante de su cultivo en medio CEM, estimuló la producción de  gas del pasto estrella, siendo mayor con la presencia del primero. Lo anterior  indica que estas células de Levica 27, como los metabolitos que produce esta  levadura en el medio YPG, se utilizaron por parte de los microorganismos  ruminales y aumentaron su actividad fermentativa en el pasto utilizado como  sustrato, mientras que las células de la levadura crecidas en medio CEM disminuyeron  la producción de gas.  

Estos resultados  concuerdan con los estudios realizados por Marrero et al. (2006, 2010),  con una cepa de S. cerevisiae en las condiciones de Cuba y Colombia,  respectivamente. En ambos trabajos se concluyó que las células vivas de la  levadura y los metabolitos que produce tienen efecto estimulador en las  poblaciones de bacterias celulolíticas y por ende, en la producción de ácidos  grasos de cadena corta (AGCC). Esto se debe tener en cuenta en la obtención de  productos activadores de la fermentación ruminal. Holtshausen y Beauchemin  (2010) afirmaron que la mayor parte de la actividad estimuladora de estos  microorganismos está asociada a la célula viva, aunque en este estudio las  células de Levica 27, cultivadas en medio CEM, no demostraron este efecto. 

En la literatura se refieren diversos  mecanismos de acción de las levaduras como activadoras de la fermentación  ruminal. Sirisan et al. (2013) afirmaron que el efecto positivo de las  levaduras en el rumen está dado porque estimulan el crecimiento de ciertas  poblaciones de microorganismos, con su efecto consecuente en la fermentación de  alimentos. 

Varios autores se refieren a la acción  estimuladora de S. cerevisiae por el abastecimiento, por parte de la  levadura, de factores de crecimiento, ácidos orgánicos,  vitaminas y pequeños péptidos que estimulan  el crecimiento bacteriano. También se ha abordado la capacidad de las levaduras  de  equilibrar el potencial redox de  fluido ruminal para crear las condiciones óptimas de fermentación por parte de  las bacterias que habitan este órgano (Jouany 2001).

Más recientemente, Yuan et al. (2015) propusieron que la levadura remueve el oxígeno presente en el rumen y  promueve el desarrollo de los microorganismos anaerobios y por lo tanto, mejora  la digestión de la fibra. Sin embargo, Salvati et al. (2015) encontraron  efectos estimuladores de células de Saccharomyces, vivas como muertas, en la  alimentación de vacas lactantes, lo que no reafirma esta teoría.

Mendes et al. (2012) sugirieron  que las levaduras son capaces de degradar los hidratos de carbono simples, lo  que podría favorecer el crecimiento de las poblaciones, y también contribuir a  la regulación del pH ruminal. Finalmente, otro aspecto poco estudiado se  refiere a que diferentes especies de levaduras son capaces de producir y  almacenar azúcares como la trehalosa, desde 10 % hasta 20 % de su peso seco, en  condiciones ambientales no favorables (Elbein et al. 2003). 

Se conoce que la estructura y  propiedades físico-químicas de la Trehalosa le confieren gran estabilidad, y  que este carbohidrato se acumula en el citosol de las levaduras en condiciones  de estrés abiótico, debido a su efecto protector contra la desecación, altas  temperaturas, congelación, alta salinidad y oxidación. Gracias a estas  propiedades, la trehalosa tiene importantes aplicaciones en la industria  alimentaria, cosmética, farmacéutica y en la investigación, según indican  González et al. (2015). Estos autores informan que levaduras del género  Candida fueron altas productoras de este disacárido en condiciones de estrés  térmico. 

En este estudio, la  diferencia en la composición de los medios en los que se cultivó la levadura  (CEM y YPG) radica, fundamentalmente, en que el primero incluye extracto de  malta. Este componente constituye una fuente energética variada, lo que  seguramente influyó en los procesos metabólicos desarrollados por la cepa de  levadura y los productos finales de estos procesos que se expresaron a través  del  pH encontrado en el cultivo en ambos  medios (5.74 y 7.03, respectivamente). Estos productos del crecimiento de la  levadura también influyeron en la producción de gas de C. nlemfuensis,  por lo que es necesario profundizar en la naturaleza de los mismos. 

No obstante, existen múltiples factores  que influyen al incluir las levaduras para estimular el proceso fermentativo  ruminal, entre los que se destacan la dieta, el animal, la especie y la cepa de  levadura (Marrero et al. 2015). Esto reafirma la importancia de  seleccionar las cepas y el medio de cultivo adecuados para su utilización como  aditivo en dietas para rumiantes, de acuerdo con el alimento que se desee  emplear.

Se concluye que la  cepa Levica 27, cultivada en medio YPG, estimuló la producción de gas de C.  nlemfuensis en mayor proporción que en el cultivo en  medio CEM, lo que corroboró la influencia de  los metabolitos que la levadura produce y su efecto estimulador. Se recomienda  encaminar estudios para dilucidar la naturaleza de los metabolitos que produce  la levadura Levica 27 en los medios YPD y CEM,  ya que estimularon la producción de gas de C.  nlemfuensis. 
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