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Quan surts per fer el viatge cap a ftaca,
has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.
Has de pregar que el cami sigui llarg,
que siguin moltes les matinades
gue entraras en un port que els teus ulls ignoraven,

i vagis a ciutats per aprendre dels que saben.

Tingues sempre al cor la idea d'itaca.
Has d'arribar-hi, és el teu desti,
pero no forcis gens la travessia.
Es preferible que duri molts anys,
que siguis vell quan fondegis l'illa,
ric de tot el que hauras guanyat fent el cami,

sense esperar que et doni més riqueses.

ftaca t'ha donat el bell viatge,
sense ella no hauries sortit.
I si la trobes pobra,
no és que ftaca t'hagi enganyat.
Savi, com bé t'has fet,

sabras el que volen dir les Itaques.

Fragmento de la canciéon “Itaca”

Lluis LLach (Viatge a Itaca)
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Resumen

RESUMEN

Un experimento in vitro y dos in vivo se han llevado a cabo para explorar
diferentes alternativas a los antibidéticos promotores del crecimiento y
reducir la incidencia de trastornos digestivos. En el primer experimento se
usaron 8 fermentadores de doble flujo continuo, en un disefio factorial 2 x 2
durante dos periodos de 9 dias (6 para adaptacion y 3 para muestreo), para
determinar el efecto de las levaduras vivas y el tipo de cereal sobre la
fermentacion microbiana ruminal y la digestibilidad de nutrientes. Los
factores principales fueron las levaduras vivas (Levucell®SC): sin adicidn
(NY) vs 2x107 UFC de levaduras/g de dieta (LY); y el tipo de cereal
predominante en la dieta: concentrado de maiz (CO) vs concentrado de
cebada (BA). El tratamiento BA aumento (P < 0.05) la digestién de la
materia organica, la proporcion de valerato, las fracciones de péptidos y N
amoniacal, flujo de N amoniacal, degradacién de proteina bruta y el nimero
de copias de M. elsdenii; y redujo (P < 0.05) la digestién de la fibra neutro
detergente, la proporcién de propionato, la concentracién de los acidos
graso volatiles ramificados (AGVR), la fraccién de N aminoacidico, y el flujo
de N no amoniacal. El tratamiento LY aumenté (P < 0.01) los AGVR, y
redujo (P < 0.05) el flujo y la fraccion de N amoniacal, y el nimero de
copias de S. bovis. El tratamiento LY redujo (P < 0.05) la pendiente de
caida del pH, el area bajo pH 6.0, y la produccién de gas; mientras que
tendié (P < 0.10) a aumentar los minutos hasta el pH minimo, aunque solo
con la dieta BA. Estos resultados sugieren beneficios potenciales de LY en la
estabilizacion de la fermentacion de dietas ricas en cebada. En el segundo
experimento, se evaluaron los efectos de un cambio brusco de dieta para
inducir trastornos digestivos y la suplementacion con cultivo de levaduras
sobre la fermentacién microbiana ruminal, usando 12 terneros Holstein con
canula ruminal, en un diseno crossover de dos periodos de 5 semanas. En
cada periodo, tras 3 semanas de adaptacion a una dieta 100% forrajera, se
aumentd la proporcion de concentrado en 2,5 kg/d (en materia fresca)
durante 4 dias, hasta alcanzar una dieta 10:90 de forraje:concentrado, y
entonces se mantuvo durante 10 dias mas. Los tratamientos empezaron el
primer dia de cada periodo, y fueron un a dieta control (CL) o la misma

dieta con la adicién de cultivo de levaduras (YC, Diamond V XPCLS™). Un
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Resumen

total de 20 casos (83,3%) de trastornos digestivos se registraron en ambos
periodos durante el cambio brusco de dieta, todos ellos diagnosticados por
una reduccién en la ingesta. El perfil de fermentacién ruminal a las 0 h del
dia del trastorno digestivo se caracterizaba por un bajo pH ruminal, el cual
habia permanecido bajo 6,0 mas de 18 h, acompafiado por una
concentracion elevada de AGV y, en algunos casos, por una elevada
concentracion de lactico. La adicion de YC no afecté a la incidencia (10
casos por tratamiento) o al tiempo transcurrido hasta el trastorno (7,00 %+
0.62 d). Sin embargo, YC redujo (P < 0.05) la capacidad espumante el dia
tras el trastorno digestivo, apuntando beneficios potenciales en la reduccién
del riesgo de desarrollar timpanismo. Por tanto, el disefio propuesto resulté
efectivo causando trastornos digestivos, pero la adicién de YC no tuvo un
impacto significativo sobre la fermentacion ruminal. En el Ultimo
experimento, 80 terneros de engorde fueron usados durante 52 dias con un
disefio de bloques al azar generalizados, para evaluar si la seleccidn
individual de ingredientes modula el pH ruminal y mejora la funcion
ruminal. Los tratamientos fueron: una racién totalmente mezclada (TMR)
(85% concentrado de cebada (BG), 10% ensilado de maiz (CS), 5%
suplemento); o dietas a libre eleccion (FC) entre concentrado de cebada y
ensilado de maiz (BGCS); granos de destileria de trigo (DG) y concentrado
de cebada (BGDG); o ensilado de maiz y granos de destileria de trigo
(CSDG). La terneras alimentadas con TMR hicieron comidas mas cortas (P
= 0.01) y mas pequeiias (P = 0.03) que aquellas alimentadas con dietas
FC. Los animales alimentados con BGCS y BGDG aumentaron (P < 0.01) la
proporcién de BG a lo largo del experimento hasta alcanzar un 80 y un 70%
respectivamente. Este aumento de BG se explica por un incremento (P <
0.01) del ritmo de ingesta pero manteniendo el mismo tiempo de ingesta (P
> 0.10), el cual se acompafia de un aumento del ritmo pero una
disminucidon del tiempo de ingesta tanto de CS como de DG. Aun con el
aumento del consumo de BG, el pH ruminal y el perfil de AGV no fueron
diferentes entre dietas FC y TMR. Los animales alimentados con CSDG
consumieron DG en un 60% del total ingerido en materia seca a lo largo del
experimento, resultando en un mayor (P < 0.05) pH ruminal medio y ratio

acético:propionico, y una menor (P < 0.05) area bajo la curva que aquellos
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animales alimentados con otras dietas FC o TMR. Los resultados sugieren
que terneros de engorde alimentados con dietas FC que contengan BG
autorregulan la ingesta y mantienen un perfil fermentativo ruminal similar

que aquellos alimentados con dietas TMR.






Summary

SUMMARY

One in vitro and two in vivo experiments were conducted to evaluate the
alternatives to antibiotic growth promoters in order to reduce the incidence
of digestive upsets. In the first experiment, 8 dual flow continuous culture
fermenters were used in a 2 x 2 factorial design in two replicated periods of
9 days (6 for adaptation and 3 for sampling) to determine the effect of live
yeast and type of cereal on rumen microbial fermentation and nutrient
digestibility. Main factors were live yeast (Levucell®SC): no yeast (NY) vs
2x10’ CFU of yeast/g of diet (LY); and type of predominant cereal in the
diet: corn concentrate (CO) vs barley concentrate (BA). Treatment BA
increased (P < 0.05) organic matter digestion, valerate proportion, peptides
and ammonia N fractions, ammonia N flow, crude protein degradation, and
copies of M. elsdenii; and decreased (P < 0.05) neutro detergent fiber
digestion, propionate proportion, branched chain volatile fatty acid (BCVFA)
concentration, aminoacid-N fraction, and non-ammonia N flow. Treatment
LY increased (P < 0.01) BCVFA, and decreased (P < 0.05) ammonia N
fraction and flow, and copies of S. bovis. Treatment LY decreased (P <
0.05) the slope of pH drop, the area under pH 6.0, and the gas production,
and tended (P < 0.10) to increase the minutes until minimum pH, but only
with the BA diet. These results suggested potential benefits of LY in
stabilizing the fermentation of barley-based diets. In the second
experiment, we evaluated the effects of a dietary challenge to induce
digestive upsets and supplementation with yeast culture on rumen microbial
fermentation, by using 12 Holstein heifers fitted with ruminal cannula, in a
crossover design with 2 periods of 5 wk. In each period, after 3 wk of
adaptation to a 100% forage diet, the dietary challenge consisted of
increasing the amount of grain at a rate of 2.5 kg/d (as-fed basis) over a
period of 4 d, until a 10:90 forage:concentrate diet was reached, and then it
was maintained for 10 d. Treatments started the first day of each period,
and they were a control diet (CL) or the same diet with addition of yeast
culture (YC, Diamond V XPCLS). A total of 20 cases (83.3%) of digestive
upsets were recorded in both periods during the dietary challenge, all
diagnosed due to a reduction in feed intake. Rumen fermentation profile at

0 h on the digestive upset day was characterized by low ruminal pH, which
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remained under 6.0 for 18 h, accompanied by high total VFA concentration
and, in some cases, by high lactate concentration. Addition of YC during the
dietary challenge did not affect the incidence (10 cases per treatment) or
time (7.00 £ 0.62 d) to digestive upset. However, YC reduced (P < 0.05)
the foam strength on the day after the digestive upset, suggesting potential
benefits of reducing the risk of developing bloat. Therefore, the proposed
dietary challenge model was successful in causing a digestive upset, as
indicated by reduced feed intake, but the YC addition had no significant
impact on rumen fermentation. In the last experiment, 80 crossbred beef
heifers, were used in a 52-d experiment with a generalized randomized
block design, to assess if self-selection of dietary ingredients modulates
ruminal pH and improves rumen function of feedlot finishing cattle.
Treatments were: total mixed ration (TMR) (85% barley-grain (BG), 10%
corn silage (CS), 5% supplement); or free-choice (i.e., self-selection) (FC)
diets of barley-grain and corn silage (BGCS); wheat distillers’ grain (DG)
and barley grain (BGDG); or corn silage and wheat distillers’ grain (CSDG).
Heifers fed TMR had shorter (P = 0.01), and smaller (P = 0.03) meals than
those fed FC diets. Cattle fed BGCS and BGDG increased (P < 0.01) intake
of BG over time by up to 80 and 70%, respectively. Increased consumption
of BG arose from an increase (P < 0.01) eating rate over the same (P >
0.10) feeding time, which was accompanied by an increase (P < 0.05) in
eating rate but a decrease (P < 0.05) in feeding time of either CS or DG.
Even with increased BG consumption, ruminal pH and VFA profiles were not
different (P > 0.10) among FC diets or compared with TMR. Cattle fed FC
CSDG consumed DG at a level of 60 % of dietary DM over the trial,
resulting in higher (P < 0.05) mean ruminal pH and acetate to propionate
ratio, and lower (P < 0.05) area under the curve, than those given the
other FC diets or the TMR. Results suggests that finishing feedlot cattle fed
FC diets containing BG self-regulate intake of diets that have a similar
composition, intake level and ruminal fermentation profile to those fed a
TMR.
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1. Produccion de vacuno de carne

1. PRODUCCION DE VACUNO DE CARNE

1.1 Situacion mundial

El mercado de los productos carnicos en general, y el sector del
vacuno de carne en particular, ha sufrido importantes cambios en los
ultimos anos. Estos se explican, en parte, por la constante evolucién de los
sistemas de produccién en busqueda de métodos que combinen de forma
optima productividad y sostenibilidad. Dichos cambios también tienen su
origen en la reestructuracién del comercio a nivel global, que ha favorecido
un incremento de los intercambios internacionales, asi como la eclosion de
paises emergentes como Brasil o China. Por otro lado, también es
destacable la influencia de diferentes crisis sanitarias y alimentarias (lengua
azul, BSE,...), que han provocado fluctuaciones en los mercados por el
descenso de determinados consumos y restricciones impuestas por motivo

de proteccion.

Asi pues, los ultimos datos sitlan a EEUU, Brasil y China como lideres
mundiales en produccién de carne de vacuno, copando un 42% del mercado
total (Figura 1). Sin embargo, la aparicidon de Brasil y China en este ranking
es relativamente reciente, y se debe a que en las dos ultimas décadas han

aumentado su productividad mas de 2 y 7 veces, respectivamente.

Figura 1. Principales paises productores de carne de vacuno en el 2008 (Fuente:
FAOSTAT)
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1.2. Situacién en la Unién Europea

La produccion de carne de vacuno en la Unidn Europea supone un
13% del mercado global, siendo Francia, Alemania, Italia, Reino Unido y
Espafia los principales productores a nivel comunitario. Sin embargo, la
balanza comercial de la UE ha sufrido un importante cambio en la ultima
década, pasando de ser claramente exportadora a convertirse desde el afio
2003 en importadora neta de carne de vacuno. Si bien las importaciones se
han mantenido a un nivel constante entorno a las 400.000 toneladas, las
exportaciones han caido desde el afho 1995 hasta el 2009 mas de un 80%
(Figura 2).

Figura 2. Balanza comercial de la UE: volumen de importaciones/exportaciones
(Fuente: EUROSTAT)
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Para explicar el porqué de este cambio en los mercados, podemos
poner a Rusia como ejemplo. Histéricamente, el pais soviético ha sido uno
de los principales destinos de las exportaciones europeas de carne de
vacuno, y actualmente sigue siendo asi con un 24% del volumen total
exportado. Sin embargo, mientras en el afio 2003 la carne de vacuno
procedente de la UE suponia el 90% del volumen importado por Rusia, en el

2007 era poco mas del 10%. Por el contrario, Brasil y Argentina copan
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actualmente mas del 75% de las importaciones rusas (Figura 3). Igual que
en Rusia, hoy por hoy los principales origenes de las importaciones de la UE
son Brasil (36%) y Argentina (24%), habiendo incrementado éstos sus
exportaciones hacia Europa un 70 y un 40%, respectivamente, en los

ultimos cinco anos.

Figura 3. Origen de las importaciones de carne de vacuno de Rusia (Fuente:
FAOSTAT)
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1.3. Situacién en Espana y Cataluia

En Espafia, el sector productor de carne de vacuno estd formado por
dos subsectores perfectamente diferenciados. Por un lado el subsector de
vacas madre, compuesto por vacas de aptitud lactea donde el ternero es un
subproducto, y por vacas nodrizas cuyo objetivo es producir terneros. Por
otro lado se encuentra el subsector dedicado al cebo de terneros, que se
realiza en el resto de la peninsula desligado de la tierra, en granjas
proximas a los grandes nucleos de consumo, y con un sistema de engorde a
base de piensos ricos en almidones rapidamente fermentables, en
detrimento del aporte de fibra en la racién, permitiendo alcanzar un mayor

peso en el menor tiempo posible.

El sector vacuno ocupa la tercera posicion por volumen de carne

producida (con un 11,4%), por detrds de la carne de cerdo (60%) y de ave
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(14%). Sin embargo, la importancia de la produccién bovina ha ido
cayendo, en el conjunto de las carnes, desde el afio 2004 (13,3%) hasta el
11,4% actual. Y es que, desde el primer semestre de 2008 hasta Noviembre
del 2009 la cabana bovina ha descendido mas del 7%, situandose en los
6,08 millones de animales. Durante este periodo, los animales menores de
12 meses destinados a sacrificio presentan un descenso del 22%, las
hembras de 12 a 24 meses para sacrificio descienden cerca de un 9%, y los
machos de 12 a 24 meses, tanto para sacrificio como con otros destinos,
sufren un descenso del 32%. Asi pues, esta reduccién del numero de
animales también se ve reflejada en un descenso del nimero y peso total
de los animales sacrificados, que acumulan ya unas caidas desde el afio
2004 del 18%.

Ademas, esta reduccidon de la cabafia bovina ha venido acompafada
de una intensa reorganizacion de la estructura de explotaciones ganaderas.
En tan solo 10 afos, desde 1997 hasta 2007, han desaparecido 78.720
explotaciones con ganado bovino en Espafia, de las que 2.340 estaban en
Catalufia, lo que representa una caida del 38,8 y del 35%, respectivamente.
Este descenso se explica en gran parte por la desaparicion de granjas
pequenas, con menos de 100 unidades de ganado mayor, mientras que las

granjas mas grandes incluso han aumentado en namero (Figura 4).

Tanto el numero total de animales como la estructura de
explotaciones se encuentran influidos por un gran numero de factores, entre

los que se pueden destacar:

e La superacion de diferentes crisis alimentarias (como la BSE), asi
como las diferentes reformas legislativas referentes a la higiene de la
carne, salud publica y produccién animal.

e La elevada dependencia de los precios en materia de alimentacién
animal, quedando expuesto a las fluctuaciones del mercado y a

situaciones como la escalada de precios acontecida en 2007 y 2008.
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Figura 4. Evolucion del nUmero de granjas en Espafna respecto a 1997, segln su

tamafio en unidades de ganado mayor (Fuente: EUROSTAT).
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e El impacto de la llegada en Mayo de 2004 de 10 nuevos socios
comunitarios a la Europa de los 15 (complementado con la adhesion
en Enero de 2007 de Bulgaria y Rumania), destacando algunos de
ellos como importantes productores.

e La creciente importancia de las transacciones comerciales a nivel
internacional, tanto de forma multilateral, en el seno de Ila
Organizacién Mundial de Comercio, como bilateral, con los principales
demandantes y productores del mundo.

e La aplicacion de la Politica Agraria Comun (PAC) y sus diferentes
reformas normativas, cada vez mas exigentes en la vinculacion de las
ayudas con la sostenibilidad, la carga ganadera y la orientacion del
mercado.

e Las transformaciones socioecondmicas y ambientales del mundo
rural, que han propiciado un abandono de la ganaderia y de la
agricultura (Lépez i Gelats, 2010).

Todos estos factores han venido marcando la tendencia vivida en los
ultimos afios: una evolucidén del sector en términos de productividad, costes
y rentabilidad, favoreciendo una progresiva profesionalizacién del sector

ganadero, aun cuando en detrimento de su numero.
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1.4. Perspectivas de futuro

La entrada en vigor de la reforma de la PAC del 2003 (en Espafa el 1
de Enero del 2006) muestra un progreso desde un modelo que buscaba
promover la autosuficiencia y garantizar la seguridad de los alimentos, a
otro que se preocupa mas con temas de calidad (incluyendo los estandares
de seguridad alimentaria) y el medioambiente. Ademas, se ha cambiado la
manera en la que Europa apoya al sector ganadero introduciendo elementos
como el desacoplamiento parcial o total del hecho productivo, y Ila
condicionalidad (que supedita la percepcion de las ayudas al cumplimiento
de requisitos de salud publica, sanidad animal, bienestar animal y buenas
practicas ganaderas). También en este sentido, y desde el afio 2006, en
respuesta a la creciente preocupacién de la opinién publica por presencia de
residuos y/o cepas resistentes en los alimentos (Andersen y col., 2005;
Thompson y col., 2007), la UE prohibié el uso de antibidticos iondforos
como promotores del crecimiento. Esta medida se unié a las que ya se
habian establecido previamente para proteger la inocuidad y la salubridad
de la carne de vacuno europea, mediante la prohibicion de las harinas de

carne y huesos en los piensos, y el uso de hormonas.

Asi pues, los principales retos a los que se enfrenta actualmente el

sector nacional son:

e La progresiva recuperacién de la confianza del consumidor,
asociado al fomento de la produccién y consumo de carnes de calidad
certificada.

e El aumento de cuotas de mercado de carne de vacuno, asi como la
proteccion de las cuotas de mercado ya alcanzadas frente a
eventuales competidores, tanto grandes potencias internacionales

como los nuevos socios comunitarios.

Alcanzar ambos objetivos pasa inevitablemente por seguir
mejorando, de forma sostenible (Oenema, 2004), la competitividad del

sector. En el ambito del cebo de vacuno de carne, para mejorar el
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rendimiento productivo de una explotacion tenemos dos objetivos: reducir
los gastos de produccién y aumentar la productividad. Para ello podemos
actuar a nivel de explotacién, adoptando medidas como la reducciéon de
mermas en el ciclo productivo, la optimizacién del manejo nutricional
(Schwartzkopf-Genswein y col., 2003), o ajustando la dieta a las
necesidades. Por otro lado, podemos actuar a nivel de animal a través de la
alimentacion. Es en este punto en el que mas esfuerzos ha hecho la
comunidad cientifica en los ultimos afios (Nagaraja y col., 1997; McAllister y
col., 2006; Calsamiglia y col., 2008), para tratar de comprender, y en
Gltima estancia manipular, la fermentacion ruminal de los alimentos,

tratando de reducir sus ineficiencias y asi optimizar la productividad.
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2. DESEQUILIBRIOS NUTRICIONALES

En el ambito del cebo de vacuno de carne se persigue maximizar la
respuesta productiva de la raza mediante dietas ricas en concentrado, con
una elevada proporcién de almidén rapidamente digestible, a costa de una
reduccién en el aporte de fibra en la racidn. Con este tipo de dietas se
obtienen velocidades de crecimiento elevadas pero, por el contrario, el
organismo animal se lleva a situaciones limite, pudiendo incluso generar
desequilibrios en la fermentacién ruminal que ocasionen trastornos tales
como acidosis y/o timpanismo (Owens y col., 1998; Cheng y col., 1998;

Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

2.1. Acidosis

2.1.1. Etiologia

La acidosis ruminal es un proceso patoldgico derivado de una
produccién y acumulacién excesiva de AGV en el rumen, lo que conlleva un
descenso del pH del medio ruminal hasta valores por debajo de los
fisioldgicos. Esta situacidn se da cuando nos encontramos al menos una de

las siguientes condiciones:

1) Ingestion de dietas ricas en carbohidratos rapidamente
fermentables.
2) Aumento de la proporcién de concentrado de la dieta sin un

periodo de adaptacion suficiente de la microflora ruminal.

Como ya hemos dicho anteriormente, los sistemas de produccion
actuales optan por aumentar la energia de la racion mediante el aporte de
carbohidratos, muchas veces en detrimento de la cantidad de fibra (Krause
y Oetzel, 2006). Este tipo de dietas fermentan rapidamente en el rumen
produciendo grandes cantidades de AGV, los cuales no pueden ser
absorbidos tan rdapidamente por la pared ruminal, y se acumulan en el

medio reduciendo su pH. Con valores de pH por debajo de 6,0, las
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poblaciones bacterianas amiloliticas y productoras de &acido lactico, como
Streptococcus bovis, aumentan su tasa de crecimiento, liberando mas AGV
y lactico al medio. Ademas, el acido lactico tiene un poder acidificante 10
veces mayor al resto de AGV, por lo que el descenso de pH se agrava. Con
un pH por debajo de 5,5, las poblaciones bacterianas celuloliticas y
protozoos practicamente desaparecen, y el animal entra en una situacion

dificil de revertir si no es con ayuda externa (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

El aumento de la proporcidon de concentrado de la dieta sin un periodo
de adaptacion suficiente de la microflora ruminal puede ser también causa
de acidosis. Esto es debido a que la tasa de crecimiento de las bacterias
utilizadoras de lactico es menor que la de las bacterias que lo producen, por
lo que, ante un aumento brusco en la cantidad de carbohidratos, la
poblacion de bacterias productoras de lactico aumentaria a mayor
velocidad, favoreciendo un desequilibrio en el metabolismo del lactato que
resultaria en acidosis ruminal (Huber y col., 1976). Estudios microbioldgicos
sugieren que seria conveniente realizar periodos de transicién entre dietas,
aumentando los niveles de carbohidratos progresivamente para adaptar la
flora microbiana ruminal (Allison y col., 1964; Bevans y col., 2005). Por otro
lado, también es conveniente una adaptacion progresiva a dietas altamente
fermentables para permitir el desarrollo de las papilas ruminales, y asi
aumentar la capacidad de absorcién de la pared ruminal (Dirksen y col.,
1985). Ante un aumento brusco en los carbohidratos de la racién, las
papilas ruminales no estaran suficientemente desarrolladas por lo que el pH
descenderd, no por el exceso de produccion de AGV, sino por la incapacidad

de absorberlos.

La situacién se agrava cuando a todo ésto se suma una reduccién en
la fibra efectiva de la racidn, reduciendo asi el porcentaje de materia seca,
el tamano de particula y el tiempo de rumia. Todo esto afecta
negativamente la produccién de saliva (Nocek, 1994), de la cual depende
principalmente la capacidad tamponante del liquido ruminal (Van Soest,

1982). Algunos autores han estimado que la saliva puede neutralizar
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aproximadamente entre el 30 y el 50% del total de los AGV producidos en
el rumen (Kay, 1966; Allen, 1997).

Asi pues, los factores que determinan la aparicidon de acidosis suelen
darse a la vez, existiendo un efecto confundido entre qué es consecuencia
de un exceso de carbohidratos y qué lo es debido a un pH ruminal bajo.
Calsamiglia y col. (2008) disefiaron un experimento con un sistema de
fermentacion in vitro para determinar si los efectos observados a nivel
ruminal al ingerir dietas ricas en concentrado son debidos a la reduccién del
pH, o al tipo de sustrato fermentado. Los resultados indicaron que los
efectos sobre la digestibilidad de la MO, de la fibra, y la proporcion molar de
acético estan relacionados principalmente con pH ruminal; los cambios
observados en la proporcién molar de propidnico y la concentracién total de
AGV estan relacionados tanto con el pH como con el tipo de dieta; mientras
que los efectos sobre parametros relacionados con el N estdn mas asociados

al tipo de dieta (Figura 5).

Figura 5. Contribucién del pH y del tipo de dieta a los cambios en la digestion de
nutrientes, fermentaciéon ruminal y metabolismo proteico in vitro (adaptado de
Calsamiglia y col., 2008)
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Esto confirma la hipotesis de que los efectos observados durante un
proceso de acidosis son debidos a un efecto combinado del pH y del tipo de
dieta, e incluso una parte de ellos son independientes del pH, y se deben

mayormente del tipo de alimento ingerido.

2.1.2. Patogenia

La aparicién de acidosis en un animal puede ser de forma aguda o
cronica (también llamada subclinica, subaguda, o SARA, del inglés
“subacute ruminal aidosis”). A nivel de diagnodstico, la acidosis aguda
presenta signos especificos como anorexia, diarrea y deshidratacion (Owens
y col., 1998), aunque en condiciones de campo este tipo de acidosis suele
presentarse de forma accidental, y es muy dificil hacer un diagndstico
precoz. Por otro lado, los sintomas de la acidosis subclinica son poco
evidentes, y a menudo se asocian a otro tipo de problemas, como al aporte
forrajes de baja calidad o a deficiencias en el manejo alimentario de la
explotacion. De esta manera, la acidosis subclinica puede provocar enormes
pérdidas econdmicas, reduciendo la eficiencia productiva de las

explotaciones.

La principal manifestacion clinica de la acidosis ruminal subclinica es
la inconsistencia en la ingesta de alimento, lo que puede comportar una
reduccién de la eficiencia por valor de 15 a 20 € por animal (Schwartzkopf-
Genswein y col., 2003). No obstante, a menudo estas pérdidas no se
detectan hasta el final del cebo, ya en el matadero, con bajos rendimientos
en las canales o abscesos hepaticos. Otros sintomas durante el cebo pueden
ser diarreas idiopaticas o episodios de laminitis (Kleen y col., 2003; Oetzel,
2003). Diferentes estudios han tratado de establecer arbitrariamente un
valor de pH ruminal para diferenciar entre uno u otro tipo de acidosis. Sin
embargo, hay otros factores mas alld del pH ruminal que determinan la
aparicion del trastorno digestivo, como el tiempo transcurrido a cierto pH
(Cerrato-Sanchez y col., 2008), o la susceptibilidad individual de cada

animal (Plaizier y col., 2008).

11
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2.1.3. Incidencia y repercusiones

La acidosis ruminal, aguda o subclinica, es un problema que afecta
tanto a explotaciones de vacuno de leche como de engorde. En Espafa, los
problemas digestivos, de entre los que destaca la acidosis en cebaderos,
suponen un 30% de las muertes registradas (Hernandez Bermudez, 2002).
Sin embargo, dada la dificultad de diagnosticar acidosis subclinica, existe
poca informacion sobre su prevalencia en granjas. En otros paises, como
Estados Unidos, se estima que la incidencia de acidosis ruminal subclinica
podria situarse entre el 20 y el 40% (Garret y col., 1997; Oetzel y col.,
1999), lo que supondria un coste econdémico en vacas lecheras de entre 400
y 475 délares anuales por animal (Stone, 1999). En granjas de vacuno
lechero de Alemania, se estima que la prevalencia media es del 13,8%,
pudiendo variar desde un 0 hasta un 38% (Kleen y col., 2009). En
Australia, el coste anual en los cebaderos de terneros es superior a los 9

millones de délares (Shu y col., 1999).

2.2. Timpanismo

2.2.1. Etiologia

También conocido como meteorismo, se trata de una disfuncién
ruminal que cursa con la acumulacion excesiva de gas dentro del rumen.

Existen dos tipos de timpanismo dependiendo de su origen:

1) Timpanismo gaseoso: Cuando el proceso de eructacién esta
inhibido y se acumula gas libre en el rumen.
2) Timpanismo espumoso: Cuando el liquido ruminal forma una

espuma estable incapaz de ser eliminada por la eructacion.

La formacidon de gases en el rumen, como diéxido de carbono o
metano, es normal a ritmos de 0’2 a 2’0 L/min (Clarke y Reid, 1974). En
condiciones normales, la mayoria de estos gases son eliminados del rumen

mediante la eructacion. El proceso de la eructacién se inicia con la presencia

12
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de gas libre en el saco dorsal del rumen, el cual es empujado al exterior por
el es6fago mediante una serie de contracciones musculares. En el caso del
timpanismo gaseoso, sin embargo, ya sea porque los movimientos
musculares estan inhibidos, o porque existe una obstruccidn a nivel de
cardias o esdéfago, el gas no puede ser expulsado correctamente y se

acumula en el rumen hasta llegar a mostrar sintomas clinicos.

En el caso del timpanismo espumoso, un aumento de la viscosidad
del liquido ruminal hace que el gas formado no alcance el saco dorsal,
guedando atrapado en forma de espuma estable e impidiendo su salida del
rumen mediante la eructacion. En animales que incorporan en su dieta
pastos frescos, los componentes naturales de las plantas (como las
saponinas) son los principales causantes de este aumento de viscosidad
(Majak y col., 1995; Min y col., 2006). En el caso de animales en cebo
intensivo, dietas ricas en hidratos de carbono de facil fermentacion
aumentan la concentracién de mucopolisacaridos de origen bacteriano
(Clarke y Reid, 1974) y la liberacion de macromoléculas de lisis celular
(Cheng y col., 1976), aumentando la viscosidad y estabilizacion de la
espuma. El timpanismo espumoso puede aparecer acompafando a la
acidosis, ya que en el transcurso de dicha enfermedad se ven favorecidas
bacterias liberadoras de mucopolisacaridos, como S. bovis, y la motilidad

ruminal se ve reducida (Cheng y col., 1998).

2.2.2. Patogenia

Ambos tipos de timpanismo provocan una distension abdominal,
inicialmente del flanco izquierdo, pero que en casos graves puede
extenderse a ambos lados del abdomen. Sin embargo, mediante Ia
palpacién y la auscultacion con sucusién de la pared abdominal pueden
diferenciarse facilmente. En el timpanismo gaseoso, la distensién es globosa
a la palpacion y al auscultar se percibe un sonido caracteristico de aire
acumulado (sonido timpanico o de “olla cascada”). El timpanismo
espumoso, por otro lado, presenta una distensién dura a la palpacién, y al

auscultar se percibe un sonido mate.

13



. Revisién bibliogréafica

Ademas de la distensiéon del rumen, el timpanismo muestra otros
sintomas como el arqueamiento dorsal del animal, el pataleo abdominal,
marcha tambaleante, vdémitos, emision frecuente de orina y heces,
respiracion con ollares dilatados, lengua extendida y colapso eventual,

pudiendo llegar hasta la muerte del animal (Essig y col., 1988).

2.2.3. Incidencia y repercusiones

Aunque su rapida aparicién y su elevada tasa de mortalidad dan al
timpanismo gaseoso mas notoriedad, el 90% de los casos de timpanismo

son de tipo espumoso (Howarth y col., 1991).

Existen pocos estudios sobre la incidencia de timpanismo a nivel
nacional. En un analisis de las bajas correspondientes a mas de 70.000
terneros en cebo entre los anos 2001 y 2008, Devant (2008) estimd en
0,31% la frecuencia de muertes por timpanismo, lo supone casi un 8 % del
total de bajas durante el cebo. De este estudio también se desprende que la
raza, el sexo y el mes del afio son factores que repercuten en el porcentaje
de bajas por timpanismo, siendo los machos Frisones, y entre Diciembre y
Enero, los mas susceptibles. Estudios realizados en otros paises como
Estados Unidos y Canada revelan datos sobre la mortalidad de ganado
atribuida al timpanismo, y la sitian entre un 0,1 y 0,2% (Merrill, 1994). Sin
embargo, aunque la muerte es la mayor pérdida econdmica visible asociada
con el timpanismo en el engorde intensivo, las pérdidas econdmicas
asociadas a su tratamiento y al descenso de produccion de los animales

sobrevivientes son seguramente mas importantes.
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3. ALTERNATIVAS AL USO DE ANTIBIOTICOS

3.1. Antecedentes

A pesar de los conocimientos que se tiene sobre los diferentes
trastornos digestivos, constantemente aparecen nuevas lineas de
investigacion que buscan optimizar la fermentacién ruminal con diferentes
medios y objetivos. En los ultimos afios, los esfuerzos de buena parte de la
comunidad cientifica se han centrado en el estudio y desarrollo de aditivos
naturales y seguros para el consumidor, capaces de sustituir a los
antibidticos promotores de crecimiento. Hasta el 1 de Enero del 2006, el uso
de estos antibidticos iondforos en la produccion de carne de bovino era muy
extenso, debido a sus notables efectos positivos sobre la eficiencia
productiva, asi como en la reduccion de la incidencia de patologias
digestivas (Bergen y Bates, 1984). Sin embargo, el uso indiscriminado de
algunos antibiéticos a dosis subclinicas favorece la aparicién de resistencias
(Dutil y col., 2010), las cuales pueden transmitirse entre animales y llegar
al humano. Si miramos la experiencia de Dinamarca, pais que prohibio el
uso de antibidticos 8 afos antes que la UE, los resultados muestran como el
porcentaje de cepas resistentes de Escherichia coli provinentes de carne de
bovino se ha reducido en un 53,5% (DANMAP, 2010). El uso total de
antibidticos en ganaderia también se vio reducido considerablemente,
aunque desde entonces, el uso con finalidad terapéutica ha aumentado
(Figura 6).

Figura 6. Evolucion del uso de productos antibidticos en Dinamarca
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Los defensores del uso de los antibidticos atribuyen esta subida al
aumento de la incidencia de patologias, mientras que los que defienden su
prohibicion argumentan que es una subida proporcional al aumento en el
numero de animales. Y es que en Dinamarca, donde la cabafia porcina copa
el 80% del total de animales, el nUmero de cerdos ha aumentado mas de
un 20% desde el afio 2000.

En Espafa, la percepcidén general es que tras la prohibicion del uso de
ionéforos empiezan a aparecer en las explotaciones de cebo una serie de
patologias emergentes como timpanismos, acidosis, coccidiosis o
enterotoxemias. De hecho, Devant (2008) senala que en el ano 2007, el
primero desde la retirada de la monensina, la frecuencia de bajas por
timpanismos se duplicd, para situarse, en los meses de Enero a Marzo de
2008, entorno al 1% (Figura 7).

Figura 7. Distribucion por afios de la mortalidad por timpanismo (adaptado de
Devant, 2008).
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3.2. Manejo de la alimentacién

Tradicionalmente, los estudios sobre trastornos metabdlicos y de
rendimiento se han centrado en aspectos nutricionales y fisioldgicos,
obteniendo como resultado una gran cantidad de trabajos que evallan la
formulacion de raciones, las técnicas de procesado de los alimentos y el

manejo de la alimentacién, con el objetivo de aumentar la ingesta y el
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rendimiento sin aumentar la incidencia de trastornos digestivos. Es por esto
que, tras la prohibicién del uso de los antibidticos, el mayor porcentaje de
bajas y la disminuciéon de los indices de conversiéon han obligado a que el
sector del vacuno de carne modifique las pautas de manejo de la

alimentacién, lo que incluye:

e Garantizar el acceso de los animales a paja de buena calidad y alta
palatabilidad, para conseguir el efecto tamponante que se persigue
con su consumo.

e Asegurar la disponibilidad de pienso manteniendo suficiente espacio
de comedero por animal.

e Evitar altas densidades de animales, reduciendo asi el estrés por la
jerarquia y la competencia a la hora de comer.

e Control e higienizacién del agua empleada en el cebadero, para
reducir la cantidad de Clostridium spp., causantes de algunas de las

muertes por enterotoxemias.

En cuanto a los aspectos nutricionales, ha habido un replanteamiento
de la formulacion con el objetivo de mantener una buena salud ruminal. Lo

mas destacado ha sido:

e En el caso de los almidones, buscar un equilibrio entre distintas
velocidades de degradacion, reduciendo la proporcion de los
rapidamente fermentables.

e Garantizar un minimo de consumo de fibra efectiva para estimular
la rumia y la produccién de saliva por parte del ternero.

e Aumentar la proteina degradable en rumen para maximizar la
asimilacion de los azucares por parte de la flora ruminal, impidiendo

bajadas bruscas de pH o formaciones excesivas de metano.

Sin embargo, la razén por la cual algunos animales padecen
trastornos digestivos mientras otros no, es aun desconocida. La diferencia
entre unos y otros puede estar relacionada, en parte, con la estabilidad de

sus poblaciones microbianas del rumen, pero también influyen sus
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preferencias alimentarias, su capacidad de seleccionar en el comedero, o su
ritmo de ingestion (Zinn, 1994; Voisinet y col., 1997; Grant y Albright,
2001; Schwartzkopf-Genswein y col., 2003; DeVries, 2010). Los patrones
de ingesta difieren notablemente entre individuos de un mismo corral (Gibb
y col., 1998; Hickman y col., 2002; Schwartzkopf-Genswein y col., 2002),
pudiendo predisponer a la acidosis aquellos comportamientos que resulten
en un mayor ritmo de ingesta o en mayores tamafios de comida (Allen,
1997; Nagaraja y Chengappa, 1998), mientras que conductas que
mantengan una elevada frecuencia de comidas resultan en ingestas mas
uniformes, reduciendo el riesgo de padecer trastornos digestivos

(Schwartzkopf-Genswein y col., 2003).

De este modo, el manejo de la alimentacion en una granja debe
actuar en harmonia con la conducta de alimentaciéon animal, permitiendo
que se mantenga un pH ruminal estable, evitando grandes variaciones en la
ingesta diaria (Elam, 1976, Pritchard y Bruns, 2003). Otros factores que se
asocian con una mayor incidencia de acidosis en terneros de engorde son:
reducido espacio en comedero, inapropiada mezcla de la racién
(permitiendo que los animales seleccionen), tiempo de acceso al comedero
limitado, alimentacidon restringida versus alimentar con un 5-10 % de
rechazo, horario de alimentacién variable, no acercar la comida
frecuentemente, elevada competencia en el comedero, estrés por calor,
ingredientes de calidad variable (silos particularmente), pobre ventilacidn,
suelos resbaladizos, camas inadecuadas o con un pobre mantenimiento, o
elevada densidad animal (Grant y Albright, 1995; Shaver, 2002). La
combinacion de dos o mas de estos factores se da frecuentemente en

granjas comerciales, aumentando la incidencia de trastornos digestivos.
3.3. Aditivos alimentarios

Como hemos visto, la optimizacidon de la fermentacion ruminal debe
centrarse en la formulacion correcta de raciones y en un manejo adecuado

de los programas de alimentacién. Sin embargo, cuando estas estrategias

ya estan implementadas, es posible obtener beneficios adicionales mediante
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el uso de aditivos que modulen la fermentacién ruminal. El vacio dejado en
el mercado tras la prohibicién de los antibidticos promotores del crecimiento
ha sido ocupado por aditivos de diferente naturaleza capaces de simular, en
mayor o menor medida, los efectos de los antibidticos, como los tampones,
levaduras, extractos de cultivos, extractos naturales de plantas o
tratamientos con anticuerpos. Todos ellos tienen la capacidad de modular
de una u otra forma la fermentacién ruminal con la finalidad de mejorar la
productividad y/o reducir la incidencia de desequilibrios digestivos en el

animal.

3.3.1. Tampones y alcalinizantes

Durante mas de 40 afios, el bicarbonato sédico (NaHCOs3, BS) se ha
utilizado de forma rutinaria en raciones para rumiantes por su capacidad
tamponante del liguido ruminal. Excelentes revisiones literarias han
determinado la eficacia de BS aumentando la ingesta de MS (0.5-1.24
kg/d), el pH ruminal (0.07-0.13) y la ratio acético:propidnico (0.26-0.30)
(Erdman, 1988; Staples y Lough, 1989; Hu y Murphy, 2004). Sin embargo,
estos efectos se dan mayoritariamente bajo determinadas circunstancias,
como con dietas con ensilado de maiz como forraje, dietas donde la
proporcién de concentrado es superior al 50%, o con inclusiones de BS por
debajo del 2,4% de MS (recomendablemente entre 0,7 y 1,0% de MS,
segun Hu y Murphy, 2004; Sauvant y col., 2006).

En la revision de Erdman (1988), se realiza un analisis de 11 estudios
con vacuno lechero alimentado con raciones con menos del 30% de forraje,
mostrando un aumento (P < 0,05) del pH ruminal de 6,31 a 6,53 con la
adicion de BS. Sin embargo, cuando en los estudios analizados se utilizaban
raciones con mas del 30% de forraje, los efectos de BS dejaron de ser
significativos. Ademas, se encontrd una relacidon negativa entre la eficiencia
del BS y el contenido en fibra acido-detergente de la racién, concluyendo
que el BS funcionaria mejor en dietas concentradas que en las forrajeras.
Esto es confirmado por Gonzalez (2005), en un analisis de 60 trabajos con

BS en terneros de cebo y vacas de leche con raciones altas en
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concentrados, en el que se observd un efecto de BS sobre el pH siempre
significativo, y mayor conforme aumentaba el porcentaje de concentrado en

la racion.

Existen diferentes teorias que explican los efectos de BS en el medio
ruminal. La teoria tradicional explica los efectos de BS en el rumen por
medio de su capacidad tamponante (Erdman, 1988). En base a esta teoria,
Kohn y Dunlap (1998) explicaron que el BS actla como captador de
protones, neutralizando el pH ruminal, y desplazando el equilibrio del

sistema (1) hacia el CO,.

HCO3- + H+ > H2C03 g COZ + Hzo (1)

El excedente de CO, generado se eliminaria mediante la eructacion.
Russell y Chow (1993), sin embargo, cuestionaron que aditivos
carbonatados pudieran actuar como tampones ruminales, ya que el liquido
ruminal ya es una solucién saturada en CO,, y propusieron un modo de
accion basado en la habilidad de las sales tampones de incrementar la
ingesta de agua y, en consecuencia, la tasa de dilucion del medio ruminal.
Debido a que los carbohidratos fermentables estdn habitualmente en
pequefias particulas que tienden a fluir con la fase liquida, esto explicaria
una fermentacién menor de esta fraccion, lo que haria disminuir la
produccion de propionato y aumentar el pH ruminal. Asi, concluyen, los
bicarbonatos beneficiarian mas frecuentemente a los rumiantes alimentados
con grandes cantidades de carbohidratos facilmente fermentables, donde el
ritmo de dilucidn es bajo per se, como en las tipicas raciones para terneros

en cebo.

Sin embargo, el aumento de la ingesta de agua no es consistente en
la literatura (Gonzalez y col., 2008), o bien se encuentra con cantidades de
BS mayores a las usadas habitualmente (por ejemplo, al 5 % de MS;
Rogers y Davis, 1982). Finalmente, existe otra teoria que basa los efectos
del BS en los efectos del aporte de Na* y HCO3 por separado, sobre el

metabolismo acido-base sistémico. Block (1994) argumenta que la adicion
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de BS causa efectos sobre el rumen debido al aporte de HCO3", tal y como
explica la teoria tradicional, pero sugiere que el aporte de Na* también
implica un aumento en el diferencial catidon-anion dietario (DCAD), definido
como miliequivalentes de [Na® + K*] - [CI" + S7] por kilogramo de dieta en
MS. Cambios en el DCAD tienen una participacién indirecta sobre la function
renal, el sistema tamponante, y el mantenimeinto celular (Apper-Bossard y
col., 2010), lo que podria explicar los diferentes efectos de BS, incluyendo

el aumento de la ingesta de agua.

El sesquicarbonato de sodio (NaHCO3:Na,CO3:2H,0; SCS) también
tiene potencial para neutralizar acidos, lo que en vacuno lechero resulta en
un aumento medio del 4% en la produccidon de leche corregida en grasa
comparado con dietas control (Aguilar y Jordan, 1985; Cassida y col., 1986;
Cassida y col., 1988; Ghorbani y col., 1989; Solorzano y col., 1989). No
existe mucha informacion sobre el uso de SCS en terneros de engorde.
Leventini y col. (1990) observaron una mejora de la fermentacidon ruminal
en terneros de engorde alimentados con SCS, aunque esta mejora no se
tradujo en un mejor rendimiento productivo. Los efectos especificos del SCS
sobre la ingesta de MS y la produccion y composicién de la leche son
diferentes dependiendo de la composicion de la dieta (Clark y col., 2009), la
etapa de lactacion (Tucker y col., 1994), y la fuente de SCS (Staples y
Lough, 1989).

También existen agentes alcalinizantes que pueden contribuir al
control de la acidosis, siendo el 6xido de magnesio (MgO) el mas usado. El
MgO ha sido usado cominmente en vacuno lechero con dietas ricas en
concentrado para prevenir la caida en el contenido de grasa de la leche.
Erdman (1988) mostré como el MgO aumentdé la grasa en leche en el
vacuno lechero, y que este efecto fue mayor a medida que el contenido en
fibra de la dieta descendia. Le Ruyet y Tucker (1992) compararon los
efectos de algunos tampones y el MgO sobre el pH ruminal, mostrando un
aumento de éste tras la adicion de MgO. Sin embargo, su efecto se
desarrolla lentamente, y solo es relevante 24 horas después del

tratamiento, probablemente debido a su baja solubilidad.
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Los efectos del MgO sobre el pH en terneros de engorde son
variables. Peirce y col. (1983) no obtuvieron ningun efecto a nivel de pH
ruminal, mientras que Christiansen y col. (1990) si encontraron un aumento
del pH en el tracto digestivo. Calsamiglia y col. (2010) analizaron 11
articulos donde MgO fue usado como Unico aditivo en raciones para vacuno
lechero. En siete de ellos el MgO aumento el contenido en grasa de la leche
una media de 0,44 £ 0.06 unidades porcentuales, pero sus efectos sobre el
pH ruminal no fueron consistentes, aumentando en solo tres de los once
articulos. Estos resultados parecen apoyar la hipdtesis de que el MgO actua
a nivel del metabolismo sistémico, en lugar de en el rumen. De hecho,
algunos autores (Emery y col., 1965; Huber y col., 1969; Thomas y Emery,
1969) sugieren que MgO afecta la glandula mamaria aumentando su
captaciéon de acetato vy triglicéridos plasmaticos. El carbonato sddico
también ha sido utilizado como agente alcalinizante, aunque existen pocos
estudios donde se haya usado en dietas ricas en concentrado, y sus
resultados son contradictorios (Emery y col., 1965; Belibasakis y Triantos,
1991).

Debido a que alcalinizantes y tampones parecen actuar a diferentes
niveles a la hora de tratar problemas de acidosis, parece razonable suponer
un efecto aditivo o sinérgico al combinar, por ejemplo, BS y MgO. Erdman
(1988) probd la interaccion de ambos aditivos sobre la grasa en leche
concluyendo que, en condiciones practicas, sus efectos son aditivos y se
pueden usar de forma combinada para tratar problemas de bajo pH
ruminal. Sin embargo, hay pocos experimentos donde este efecto aditivo

sea probado de forma directa (Erdman y col., 1980; 1982).

A pesar de estas evidencias, es obvio que desde la experiencia de
campo los beneficios reales a la hora de controlar el pH ruminal con
tampones y alcalinizantes son limitados, y no parecen ser capaces de
controlar trastornos digestivos como la acidosis por si solos. Esto es
consistente con la hipdtesis que parte de los efectos observados son pH-
independientes, y deben ser resueltos usando otras estrategias

nutricionales alternativas.
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3.3.2. Acidos orgéanicos

Los acidos organicos se encuentran de forma natural en los animales,
bien en los tejidos como productos intermedios de ciclos metabdlicos, o
como resultado de procesos de fermentacion en el tracto digestivo. En los
rumiantes, los hidratos de carbono de la racidon se degradan en el rumen
hasta convertirse en piruvato, el cual es metabolizado por los
microorganismos ruminales hasta producir acidos grasos volatiles
(principalmente acético, propidnico y butirico). El acido malico y el fumarico
son metabolitos intermediarios de la llamada “via succinica” del piruvato, la
cual termina con la produccidon de propidnico, pero a diferencia de otras vias

metabdlicas, sin producir metano, ni lactico (Figura 8).

Figura 8. Esquema del metabolismo del piruvato y la formacion de los principales

acidos grasos en rumen.
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El uso de acidos organicos (o sus sales) como aditivos alimentarios
esta mas extendido en animales monogastricos, aunque en rumiantes
también se ha demostrado que sustancias como el malato, fumarato, o
aspartato son capaces de duplicar la poblacion de bacterias como
Selenomonas ruminantium (Nisbet y Martin, 1991), principal utilizadora de
lactico, asi como aumentar hasta 10 veces la eficiencia de captacién de
dicho acido (Nisbet y Martin, 1990; Carro y Ranilla, 2003). Sin embargo, el
estudio de los efectos de los acidos organicos sobre la fermentacion

ruminal, asi como su modo de accién, ha sido mayoritariamente in vitro, por
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lo que existe poca informacion sobre sus efectos sobre los procesos

digestivos de rumiantes.

En el caso de terneras alimentadas con un alto porcentaje de
concentrado en la racién, la adicién de malato o acido malico ha resultado
en un aumento linear del pH ruminal (Martin y col., 1999), o en caidas post-
prandiales del pH menos acusadas (Montano y col., 1999). Sin embargo,
estos efectos no son consistentes en la bibliografia (Foley y col., 2007), y
factores como la relacidon forraje:concentrado de la racién o el tipo de
forraje pueden influir en la respuesta a la suplementacién del acido organico
(Castillo y col., 2004). Ademas, la reduccién de la concentracion de lactato
no explicaria completamente el aumento del pH ruminal, sugiriendo que los
acidos organicos también podrian tamponar el medio ruminal mediante la
produccion de CO, (Callaway y Martin, 1996; Martin, 1998). Este aumento
de pH permitiria aumentar el crecimiento de bacterias fibroliticas, mas
sensibles a bajos pH, y estabilizar el ambiente ruminal (Newbold y col.,
1996).

3.3.3. Extractos de plantas

Los extractos de plantas son productos ricos en metabolitos
secundarios de plantas que tienen la capacidad de modificar la actividad
microbiana. Algunos de los metabolitos secundarios que incluyen los
extractos de plantas son taninos, saponinas Yy aceites esenciales
(principalmente terpenoides y fenilpropanoides). Sin embargo, la diversidad
en su naturaleza y actividades hace que el mundo de los extractos de

plantas sea extremadamente complejo.
3.3.3.1. Taninos

Los taninos, o proantocianidinas, son un grupo diverso de flavonoides
poliméricos cuya estructura se une facilmente con proteinas. Esta reaccién

tanino-proteina ha sido estudiada para aumentar la proteina by-pass del

rumen, con el objetivo de mejorar el metabolismo proteico (Aerts y col.,
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1999), y para reducir las emisiones de metano en rumiantes (Woodward y
col., 2002; Pinares Patifio y col., 2003; Puchala y col., 2005).

A nivel de metabolismo proteico, los taninos condensados actuan
reduciendo la degradacion en el rumen de proteina a amoniaco,
aumentando el flujo de proteina al resto del tracto digestivo. El bajo pH del
abomaso causa la disociacién del complejo tanino-proteina, dejando a la
proteina disponible para ser digerida en intestino delgado (Waghorn y col.,
1987). Por otro lado, Tavendale y col. (2005) propone dos mecanismos de
accion para explicar el efecto de la adicidon de taninos sobre la produccidn
de metano: 1) indirectamente mediante la reduccién de la digestion de la
fibra, reduciendo la produccién de H,, y 2) directamente mediante la

inhibicion del crecimiento de bacterias metanogénicas.

Sin embargo, los efectos de los taninos sobre la fermentacion ruminal
van a variar ampliamente dependiendo de qué planta se ha extraido
(McAllister y col., 2005), su dosis y su composiciéon (Hervas y col., 2003).
Asi pues, podemos encontrar estudios en los que la adicidn de taninos
reduce (Carulla y col., 2005) o no tiene efecto (Beauchemin y col., 2007)
sobre la produccién de metano, o estudios en los que se mejora (Mapiye y
col., 2009) o no hay efecto (Krueger y col., 2010) sobre el rendimiento de

crecimiento animal.

3.3.3.2. Saponinas

Las saponinas son componentes esteroideos glicosilados,
triterpenoides y esteroideos alcaloides que se encuentran en una gran
variedad de plantas. El principal efecto que se le atribuye a las saponinas es
su actividad antiprotozoaria (Francis y col., 2002; Wallace y col., 2002).
Este efecto se explica por la capacidad de las saponinas de unirse al
colesterol presente en las membranas celulares de los protozoos (Williams y
Coleman, 1988; Wallace y col., 2002), causando la ruptura de dicha

membrana (Francis y col., 2002).
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Dado que los protozoos ingieren bacterias (Coleman, 1988), una
reduccidén en la poblacién de protozoos facilita el aumento del niumero de
bacterias (Williams y Coleman, 1988), reduciendo la concentracién de
nitrogeno amoniacal provinente de la lisis bacteriana (Cheeke, 2000). Este
cambio en la microflora ruminal se acompafia de un cambio en el perfil de
AGV, aumentando la proporcidon de propionato (Hristov y col., 1999). Sin
embargo, existe una elevada variabilidad en los efectos de las saponinas en
la literatura (Wina y col., 2005), y aun no se han determinado claramente

las condiciones bajo las cuales su adicidén es beneficiosa.

3.3.3.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios aromaticos y
volatiles, extraidos mediante destilacién de diferentes partes de multiples
plantas. Su composicion quimica no solo varia segun la planta de la que
provenga (Dorman y Deans, 2000), también depende de la parte de la
planta de dénde se extraiga, su grado de madurez y el ambiente en el que
ésta crezca (Cosentino y col., 1999). De este modo, los aceites esenciales
pueden contener diferentes mezclas de terpenos, principalmente
monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), y una gran variedad de
moléculas de bajo peso molecular, como hidrocarbonos alifaticos, acidos,

alcoholes o aldehidos (Benchaar y col., 2008).

La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales ha sido
demostrada frente una gran variedad de microorganismos, incluyendo
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Dorman y Deans, 2000; Burt,
2004). Existen diferentes teorias que explican su mecanismo de accion.
Acamovic y Brooker (2005) sugirieron que los metabolitos secundarios de
las plantas interactian con una gran variedad de componentes de la célula,
capaces de modular dianas celulares e interactuando con procesos
asociados a la membrana celular de las bacterias, incluyendo el transporte
de electrones, el gradiente idnico, la translocacién de proteinas, y otras
reacciones enzima-dependientes (Ultee y col., 1999; Dorman y Deans,

2000). La naturaleza hidrofébica y lipofilica de los aceites esenciales
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favorece su afinidad por membranas celulares, y explicaria la mayor
susceptibilidad de las bacterias Gram-positivas (Burt, 2004), ya que las
Gram-negativas poseen una capa adicional que limita el contacto con
componentes hidrofébicos (Benchaar y col., 2008). Sin embargo, otros
estudios (Helander y col., 1998; Trombetta y col., 2005) han demostrado
gue determinados componentes también son activos contra bacterias Gram-
negativas, y sugieren que su efecto antimicrobiano se debe a la ruptura de

la membrana plasmatica de la bacteria, provocando pérdidas intracelulares.

Es precisamente por sus efectos antimicrobianos que, en los ultimos
afos, un gran numero de estudios han examinado los aceites esenciales
como posibles sustitutos de los antibidticos promotores del crecimiento. Sin
embargo, estos estudios utilizan una gran variedad de aceites esenciales y
principios activos, tanto in vivo como in vitro, con diferentes dosis y
raciones, por lo que no es de extrafiar que sus resultados sobre la
fermentacion ruminal no sean uniformes (Calsamiglia y col., 2007;
Benchaar y col., 2008). Asi, por ejemplo, podemos encontrar que la adicién
de timol —monoterpeno que se puede extraer del tomillo (Thymus spp.) y
del orégano (Origanum spp.)— aumenta la relacion acético:propidnico
cuando la racién es 60:40 de heno de alfalfa y pienso, con un pH ruminal de
6,4 (Castillejos y col., 2006), pero la disminuye cuando el liquido ruminal
proviene de terneros alimentados con una racién 10:90 de paja y

concentrado, con un pH de 5,5 (Cardozo y col., 2005).

Benchaar y col. (2008) cita estudios donde el ajo, anis, canela,
capsicum, clavo, eneldo, y sus componentes activos reducen Ila
desaminacién considerablemente. Esto se atribuye a un efecto inhibidor
sobre bacterias hiperproductoras de amoniaco, como Clostridium sticklandii
0 Peptostreptococcus anaerobius. Sin embargo, las elevadas dosis a las que
la desaminacién se ve inhibida, también implican un descenso en la
produccion de AGV, lo que demuestra que hay un descenso generalizado de
la fermentacidon de la dieta. Por otro lado, algunos estudios (Castillejos y
col., 2007; Benchaar y col., 2007) muestran como la desaminacién no se

vio afectada con la adicion de aceites esenciales, mientras que otros
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muestran como la adicidon de aceites esenciales aumenta la produccién de
AGV (Castillejos y col., 2005; Benchaar y col., 2007), o bien no muestran
ningun efecto (Newbold y col., 2004; Beauchemin y Mcginn, 2006).

Existen pocos estudios de los efectos de los aceites esenciales sobre
el rendimiento productivo de terneros de engorde. Benchaar y col. (2006)
evaluaron el crecimiento de terneros alimentados con un silo suplementado
con una mezcla de aceites esenciales, y vieron como la eficiencia de
conversiéon aumentaba, aunque sin observar efectos sobre la ingesta de MS
o la GMD. Otros (Meyer y col., 2009), en cambio, no observaron ningun

efecto.

3.3.4. Anticuerpos

Una de las estrategias mas recientes para prevenir la aparicion de
trastornos digestivos tras la prohibicion de los antibidticos, se basa en el
uso de anticuerpos especificos frente a grupos bacterianos ruminales, como
Streptococcus bovis, Lactobacillus spp. o Fusobacterium necrophorum,
involucrados en el proceso de la acidosis ruminal. Con este fin existen dos

tipos de inmunizacion: activa y pasiva.

La inmunizacién activa consiste en vacunar a los animales con
antigenos de estas bacterias. El animal genera inmunoglobulinas que son
secretados a través de la saliva y llegan al rumen, dénde frenan el
desarrollo de estos microorganismos (Shu y col., 1999). Este método se ha
mostrado eficaz reduciendo la concentracién de 4acido lactico y las
poblaciones de Streptococcus bovis y Lactobacillus spp. en rumiantes
alimentados con raciones ricas en concentrado (Gill y col., 2000; Shu vy col.,
2000).

La inmunizacién pasiva consiste en administrar directamente a los
animales anticuerpos policlonales contra bacterias relacionadas con la
acidosis. Mediante esta técnica, diferentes estudios (DiLorenzo y col., 2006;

Blanch y col., 2009) han observado una disminucién del nimero de dichas
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bacterias similar a la observada usando antibiéticos ionéforos (Coe y col.,
1999), un aumento del pH ruminal medio diario, disminuciones en la
incidencia de abscesos hepaticos y una mejora en el indice de conversion
cuando los preparados contra estas bacterias fueron suplementados en

raciones de terneros altas en concentrados.

Aunque no existe una extensa literatura sobre el uso de vacunas o
anticuerpos para prevenir la aparicién de trastornos digestivos, los primeros
resultados indican que es una estrategia efectiva capaz de influir en grupos

bacterianos especificos y modificar la fermentacion ruminal.

3.3.5. Aditivos microbianos

El objetivo de administrar aditivos microbianos es emular los efectos
conseguidos por los antibidticos iondforos, estableciendo una microflora
intestinal favorable que prevenga desequilibrios que originen trastornos
digestivos. Aungque no se ha establecido un mecanismo de accién claro para
este tipo de aditivos, existen diferentes hipotesis, basadas en la
modificacion de las poblaciones microbianas del rumen, alteracion de los
patrones de fermentacion ruminal, aumento de la digestibilidad de la dieta,
o modulacién del sistema inmunitario (Yoon y Stern, 1995; Krehbiel y col.,
2003). En terneros de engorde, uno de los objetivos con mayor interés es el

de controlar la acumulacion de lactico en el rumen.

3.3.5.1. Aditivos a base de bacterias

Una via para estimular el consumo de acido lactico en el rumen es
suplementar las raciones directamente con bacterias utilizadoras de lactico,
como Megasphaera esldenii o Selenomonas ruminatium. Estudios previos
(Kung y Hession, 1995; Wiryawan y Brooker, 1995; Henning y col., 2010a;
Henning y col., 2010b) han demostrado la eficacia de estos aditivos
manteniendo una menor concentracién de lactico, y un mayor pH ruminal,

ante aumentos bruscos en el aporte de concentrado en la racion. Esta
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estrategia, por tanto, puede ser usada en situaciones concretas en las que

sepamos que existe riesgo de sufrir acidosis.

Otra forma de estimular las bacterias utilizadoras de lactico es, y
aunque parezca contradictorio, aportando su sustrato principal: acido
lactico. Ciertas combinaciones de bacterias productoras de lactico, afiadidas
en la dieta, permitirian mantener un nivel basal constante de acido lactico
en el rumen. Esto estimularia a las bacterias utilizadoras de lactico, lo que
haria reducir la carga total de acido lactico y el pH en el rumen. Nocek y col.
(2002) suplementaron una dieta de vacuno lechero con una mezcla de
Enterococcus faecium y Lactobacillus plantarum, y observaron un pH
minimo mas elevado y una menor area bajo la curva por debajo de pH 5,5
comparado con los animales control. Sin embargo, otros estudios que
defienden esta teoria utilizan bacterias en combinacion con levaduras, por lo
que los efectos son confundidos (Ghorbani y col., 2002; Nocek y col., 2002;
Nocek y Kautz, 2006).

También se han empleado otro tipo de bacterias con el objetivo de
optimizar la fermentacidn de la dieta, como Lactobacillus acidophilus y
Propionibacteria  freudenreichii  (Raeth-Knight y col., 2007), o
Propionibacterium y Enterococcus faecium (Yang y col., 2004), pero sin
obtener resultados favorables. Klieve y col. (2003) analizaron la inclusidn de
Butyrivibrio fibrisolvens como consumidor de almidéon alternativo a
Streptococcus bovis, principal productor de lactico. Sin embargo, la cepa
utilizada no logré establecerse en el rumen, por lo que no se observaron
efectos beneficiosos. Horn y col. (2009) apuntan que, en la practica, el éxito
de estas estrategias es variable, debido a que las cepas utilizadas no
muestran elevados indices de crecimiento, y no pueden mantener su

multiplicacion a bajos pH ruminales.

3.3.5.2. Aditivos a base de levaduras

Son lo aditivos microbianos mas utilizados en alimentaciéon animal,

tanto en monogastricos como en rumiantes. Se engloban dentro de este
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apartado los aditivos basados en levaduras viables, extractos de su cultivo,
o combinaciones de los anteriores. Existen, de forma genérica, tres tipos

principales de aditivos a base de levaduras para rumiantes:

e Extractos de hongos (EH): A base de Aspergillus oryzae, no
garantizan la supervivencia de unidades formadoras de colonia
(UFC). Contienen el hongo, su medio de cultivo y los productos de
su fermentacion.

e Levaduras vivas (LV): Garantizan la viabilidad de un ndmero
determinado de UFC de una cepa de Saccharomyces cerevisae.

e Cultivos de levaduras (CL): No garantizan la supervivencia de UFC
de Saccharomyces cerevisae. Contienen la levadura, su medio de

cultivo y los productos de su fermentacion.

El principal efecto que se le atribuye a los EH es el aumento de la
actividad microbiana ruminal (Frumholtz y col., 1989), tanto en terneros de
engorde (Beharka y col., 1991) como en vacas lecheras (Wiedmeier y col.,
1987), evidenciado por un aumento tanto de la concentraciéon de AGV, como
del nimero de bacterias ruminales, especialmente aquellas relacionadas con
la digestién de la fibra (Beharka y Nagaraja, 1998). Yoon y Stern (1995)
resumieron 14 estudios en los que se suplementé la dieta con A. oryzae y
sugirieron que el aumento en la digestién de la fibra reducia el llenado
ruminal, resultando en un aumento en la ingestién de alimentos y, en
consecuencia, de la produccion. Ademas, también se ha encontrado que la
adicién de EH aumenta el uso de lactato por Selenomonas ruminantium
(Nisbet y Martin, 1990) y Megasphaera elsdenii (Waldrip y Martin, 1993).

Si bien los efectos de los EH estan bien definidos, no existe tal
consenso a la hora de definir los efectos de la adicién de productos a base
de levaduras. Existe un gran numero de publicaciones que muestran una
gran variedad de efectos de las levaduras sobre la fermentacién ruminal. La
comparacién de los resultados es compleja, debido a la gran variedad de
productos y cepas de S. cerevisae utilizadas, estudiadas con diferentes

especies, dietas y sistemas de produccién. Diferentes revisiones
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bibliograficas han tratado de aportar una visidon general sobre la influencia
de la adicidn de levaduras en la digestion ruminal y la productividad animal.
Desnoyers y col. (2009) realizaron un meta-analisis de 157 experimentos in
vivo, mostrando cémo la adicién de levaduras causa un aumento del pH
ruminal, de la concentracion de AGV, y de la digestibilidad de la MO;
mientras que tiende a reducir la concentracidn ruminal de &acido lactico.
Estos resultados coinciden con los de Robinson (2002), en cuya revision de
14 experimentos con levaduras también mostré un aumento del pH ruminal,
de la concentracién de AGV, y un descenso de la concentracion de lactico.
Sin embargo, Lescoat y col. (2000), en su revisidon de 40 experimentos, no
encontraron ningun efecto de la adicién de levaduras sobre el pH ruminal o
la digestibilidad de la MO, aunque si observaron un aumento de la
concentracidon de AGV. Finalmente, Sauvant y col. (2004), en su revision de
78 experimentos, no observaron ningun efecto de la adicién de levaduras
sobre el pH ruminal o la concentracién de AGV, y sbélo mostraron una

tendencia a aumentar la digestibilidad de la MO.

Asi pues, el uso de levaduras puede derivar en una gran variedad de
resultados de los que se desprenden conclusiones diferentes y a veces
contradictorias, ya no solo entre experimentos, sino también entre las
revisiones bibliograficas existentes, dependiendo del método estadistico
utilizado o de los articulos cientificos revisados. Algunos autores han tratado
de identificar los principales elementos de variacién que afectan, positiva o
negativamente, a la respuesta del tratamiento con levaduras. Desnoyers y
col. (2009) demostraron que el efecto positivo de las levaduras sobre el pH
ruminal aumentaba con el porcentaje de concentrado de la dieta y con el
nivel de ingesta de MS, pero estaba correlacionado negativamente con el
contenido de FND de la dieta. Asi mismo, el efecto positivo de las levaduras
sobre la concentracion de AGV aumentaba con la ingesta de MS y el nivel de
PB de la dieta; mientras que el efecto positivo de las levaduras sobre la
digestibilidad de la MO aumentaba con el porcentaje de concentrado de la
racion y su contenido de FND. Por otro lado, Robinson y Erasmus (2009)
revisaron 22 estudios con levaduras en vacuno lechero, mostrando que un

mayor contenido de FND y FAD de la dieta reducia la respuesta productiva a

32



3. Alternativas al uso de antibiéticos

la adicion de levaduras, mientras que otros factores como el contenido de

almidon de la dieta no eran relevantes.

Ademas de los factores de variacion relacionados con la composicidn
de la dieta entre distintos experimentos, también existe la variacién del
producto a base de levadura utilizado. En el siguiente capitulo trataremos
caracterizar los efectos segun si el aditivo se basa en el uso de levaduras

vivas o en los productos de su cultivo.
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4. ADITIVOS A BASE DE LEVADURAS

4.1. Antecedentes

Actualmente podemos encontrar en el mercado una gran abanico de
aditivos modificadores de la fermentacién ruminal, todos ellos cargados de
argumentos técnicos que demuestran la gran variedad de mecanismos de
accion disponibles. Sin embargo, de entre todos ellos las levaduras cuentan

con una mayor aceptacion y cuota de mercado.

Las levaduras se utilizan en la alimentacién animal desde hace
décadas con el objetivo inicial de rentabilizar los subproductos de la
industria cervecera. Mas recientemente, sin embargo, se han introducido en
el mercado una serie de productos a base de levaduras, utilizando
diefrentes cepas de Saccharomyces cerevisae, que tratan de aportar un
valor afiadido. Estos productos se pueden dividir en 6 grupos segun su
naturaleza: levaduras vivas, levaduras muertas, pared celular, contenido
celular, levadura entera hidrolizada o su medio de cultivo enriquecido. A
todos ellos se les atribuyen diferentes mecanismos de accién, mas alla de
su valor nutricional, mediante los cuales estabilizan la flora ruminal,
ayudando asi a prevenir desérdenes digestivos. En los ultimos afios ha
aumentado el interés por tratar de esclarecer su mecanismo de accion, asi
como su posible implicacién en la fermentacion ruminal de cara a optimizar
la productividad bajo condiciones de produccién intensivas. El interés en su
uso continla creciendo, acaparando gran parte del vacio dejado por los

antibioticos tras su prohibicidon en la Unién Europea (1831/2003).

Existen diferentes empresas que producen este tipo de productos,
comercializados con una gran variedad de nombres. Sin embargo, en el
sector de los animales rumiantes existen principalmente dos tipos de
aditivos a base de levaduras que compiten entre ellos directamente:

productos con levaduras vivas y cultivos de levaduras.
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4.2. Productos con levaduras vivas

Los productos a base de levaduras vivas proporcionan al animal un
numero de células viables que se vuelven metabdlicamente activas en el
rumen, proporcionando beneficios nutricionales a la microflora ruminal. Este
tipo de producto puede ser puro o mezclado con un diluyente, y garantiza
entre 5.000 y 20.000 millones de unidades formadoras de colonia (UFC) por

gramo.

Existen un gran numero de articulos y revisiones relacionadas con los
efectos de la inclusidn de levaduras vivas en la alimentacidon de rumiantes, y
se han descrito varios mecanismos de accién (Wallace, 1994; Fonty y
Chaucheyras-Durand, 2006). Una de las hipotesis mas antiguas argumenta
que las levaduras son capaces de crecer en el rumen, al menos por un
periodo breve de tiempo, proporcionando nutrientes que estimulan
selectivamente a las bacterias celuloliticas ruminales, aumentando asi la
digestibilidad de la fibra y la ingestion de MS. Otro mecanismo de accidn
propuesto es que las levaduras estimulan el uso de ciertos productos de la
fermentacion ruminal, como el acido lactico, que si se acumularan
excesivamente en el rumen reducirian el crecimiento bacteriano, el pH y/o
la ingesta. Otro mecanismo de accién argumenta que las levaduras vivas, al
ser anaerobias facultativas, tienen la capacidad de captar las trazas de
oxigeno que entran en el rumen durante la rutina diaria de alimentacién,
fortaleciendo asi el estado anaerdbico del medio ruminal y estimulando la
actividad de las poblaciones bacterianas anaerobias estrictas, como las

bacterias celuloliticas (Newbold y col., 1996).

Para todos los mecanismos de accidn propuestos se asume la
supervivencia de las levaduras en el rumen, lo cual es puesto en duda por
diferentes autores (Hession y col., 1992; Stone, 2002). La teoria en la que
se basa la adicion de este tipo de productos dice que las células de
levaduras se rehidratan al entrar en el rumen y se convierten en
metabdlicamente activas. Sin embargo, el rumen es un entorno muy

competitivo para que organismos anaerobios facultativos como las
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levaduras funcionen correctamente. Ademas de carecer de oxigeno para el
metabolismo respiratorio, el rumen se encuentra a una temperatura (39°C)
por encima de la o6ptima para las levaduras (30°C), y con una elevada
presién osmotica, resultado de la produccién de metabolitos por parte de las
bacterias ruminales. Este Ultimo factor puede afectar la captacién de
nutrientes y generar fugas intracelulares en las células de levaduras. En
este sentido, Durand-Chaucheyras y col. (1998) demostraron que las
levaduras no eran capaces de permanecer mas de 30 horas en rumenes de
corderos gnotoxénicos, mientras que Kung y col. (1997), encontraron que
las levaduras afladidas en un sistema de fermentacién ruminal continuo in

vitro no eran detectables pasadas 24 horas.

Ademas, las levaduras no pueden digerir componentes complejos de
los alimentos como almidén o fibra, siendo sdélo capaces de absorber
azlcares simples. Existe una gran competencia por estos azlcares entre las
diferentes poblaciones bacterianas, haciendo dificil la captacion de
alimentos. Como resultado, las enzimas de las grandes poblaciones
microbianas pueden acabar atacando las paredes celulares de las levaduras
y rompiendo las células. Es por todo esto que autores como Stone (2002),
afirman que los beneficios de la adicidon de levaduras vivas provienen de la
contribucion nutritiva de su contenido celular cuando ésta se rompe, y no

de substratos producidos directamente en el rumen.

4.3. Productos con cultivo de levaduras

Para obtener productos a base de cultivo de levaduras, las levaduras
vivas han de fermentar en un medio controlado hasta obtener una
concentracidon determinada de metabolitos. Estos metabolitos son los que
daran al producto final la capacidad de actuar como estimulador de ciertos
microorganismos ruminales. Tras la fermentacion, se realiza el proceso de
secado del producto. La viabilidad de las levaduras sélo es importante
durante el proceso de fermentacidon anaerdbica llevado a cabo en la fabrica,
ya que la cantidad de UFC presentes en el producto no es relevante ni

afecta a su eficacia en la alimentacion de los animales. En cuanto a los
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metabolitos obtenidos, son muy estables y tienen una vida util larga bajo
condiciones normales de almacenamiento, soportando incluso los procesos

comunes de procesado del alimento, como el peletizado.

El mecanismo de accion propuesto para los productos a base de
cultivos de levaduras no se basa en los efectos de la levadura como
organismo vivo. Son los fragmentos de su pared celular y los metabolitos
producidos durante la fermentacién los que proporcionan una mezcla de
micronutrientes, como betaglucanos, nucleétidos, 4acidos organicos,
aminoacidos o vitaminas, capaces de estimular selectivamente el
crecimiento de poblaciones bacterianas celuloliticas y asi aumentar la
fermentacion de la fibra y la utilizacidon de subproductos de la fermentacién
ruminal, como el acido lactico (Callaway y Martin, 1997). Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual esto repercute en una mejora productiva del
animal y/o en una optimizacién de la fermentacién ruminal, no ha sido

definido claramente.

4.4. Efectos sobre la fermentacion ruminal

Como hemos mencionado anteriormente, algunos productos
garantizan un nimero de UFC viables, mientras que otros sugieren que son
los metabolitos presentes en el extracto de cultivo los componentes activos.
Sin embargo, a pesar de que existe una gran cantidad de informacién
disponible sobre ambos productos, a menudo se mezclan y confunden sus
efectos y mecanismos de accion, existiendo poca informacién que clarifique
las diferencias entre uno y otro grupo. De hecho, existen muy pocos
estudios en los que se comparen los efectos de ambos tipos de productos
bajo las mismas condiciones. El de Lynch y Martin (2002) es uno de ellos, y
no muestra grandes diferencias en sus efectos sobre la fermentacidn
ruminal. Robinson y Erasmus (2009) revisaron 22 articulos cientificos en los
que se utilizaron diferentes aditivos comerciales a base de levaduras en
vacuno lechero, pero tampoco encontraron diferencias significativas en sus

efectos.
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Con el objetivo de analizar de una forma mas detallada la bibliografia
existente, para la elaboracién de este capitulo se han recopilado un total de
46 publicaciones, 25 que trabajaban con levaduras vivas, y 21 que lo
hicieron con cultivos de levaduras. En el Anexo 1 se puede consultar la lista
completa de publicaciones incluidas. En esta recopilacion Unicamente se
incluyen los estudios realizados in vivo, descartando los experimentos que
analizan los efectos de las levaduras in vitro. En la mayoria de estos
estudios se utilizaron vacas lecheras, aunque también terneras de engorde,

ovejas, corderos e incluso cruces de zebu (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucidon del tipo de estudio con levaduras por tratamiento.

Tratamiento?

Animal LV CL
Vaca lechera 14 15
Ternera 8 4
Oveja

Cordero 1 1
Zebu 1
TOTAL 25 21

1: LV (levaduras vivas): Alltech (1026), Chr. Hansen Co. (Biomate Plus), Santel
Sante Animal (Levucell); o CL (cultivo de levaduras) : Diamond V Mills Inc. (YC,
XP).

Las empresas que han financiado estos estudios han sido
principalmente Diamond V Mills Inc. y Alltech Inc. Todos estos estudios han
sido publicados en revistas cientificas de gran impacto en el sector: Journal
of Dairy Science (50%), Animal Feed Science and Technology (33%),

Journal of Animal Science (14%) y Livestock Production Science (2%).

Las figuras 9 y 10 resumen de forma descriptiva los resultados

hallados en los estudios analizados para los diferentes parametros. En el
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Anexo 1 también pueden consultarse los resultados individuales de cada

estudio y la media global de cada parametro.

Observando ambas figuras vemos que los efectos producidos por la
adicion de productos a base de levaduras son poco concluyentes para la
mayoria de los parametros. Esto es asi por dos motivos: primero por la falta
de efectos claramente significativos, situdndose las medias de la mayoria de
los efectos observados por debajo del 5%; y segundo, por su elevada
variabilidad, ya que para la mayoria de los parametros, la adicion de
levaduras tanto puede causar efectos positivos como negativos. No
obstante, cabe decir que los resultados obtenidos pueden ser mas
importantes de lo que parece dependiendo del efecto bioldgico y el beneficio
economico que implique. En cuanto a la elevada variabilidad, era de esperar
ya que como hemos dicho anteriormente, en la lista de articulos revisados
se incluyen trabajos con diferentes especies, aditivos comerciales y dietas.
Es por esto que las medias obtenidas nos siguen siendo utiles para darnos
una idea general sobre los efectos de cada producto, y orientarnos sobre los

parametros que se ven modificados.
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Figura 9. Media y desviacion estandar de los resultados descritos en los estudios con productos a base de levaduras vivas. Resultados

expresados como % de variacion respecto al grupo control de cada experimento.
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Figura 10. Media y desviacion estandar de los resultados descritos en los estudios con productos a base de cultivo de levaduras.

Resultados expresados como % de variacidon respecto al grupo control de cada experimento.
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4.4.1. Productos a base de levaduras vivas

La adicién de levaduras vivas en animales rumiantes causa un
aumento medio de casi un 3% en la ingesta de materia seca. Este aumento
en la ingestién se acompana de un aumento de similar magnitud en la
produccion lechera (3,5%), pero no de un aumento del peso del animal,
llegando incluso a reducirse levemente (0,4%). Ademas, la adicién de
levaduras vivas modifica el perfil de la leche producida, reduciendo el
porcentaje de grasa (1,5%) y aumentando el de proteina (1,2%) en leche.
El porcentaje de lactosa en leche apenas se ve afectado (0,3%). Siendo asi,
en una vaca lechera media que ingiera 22 Kg de MS y produzca 35 Kg de
leche al dia al 3,7% de grasa, la adicion de levaduras vivas supondria
aumentar su ingesta 0,6 Kg para producir 0,9 Kg de leche corregida al 4%
de grasa a diario. Si tenemos en cuenta el precio aproximado de una racion
completa para vacuno lechero (0,25 €/Kg), de la adiciéon del producto con
levaduras (0,07 €/animal y dia) y el de la leche (0,30 €/kg), en el ejemplo
de nuestra vaca lechera media, el retorno econdmico obtenido seria de 1,16

€ por cada euro invertido por animal y dia.

Ademas de aumentar la ingesta de alimento, la adicién de levaduras
vivas ayuda a aumentar su digestibilidad entorno al 2,2%. También
aumenta la digestibilidad de la FND, de la PB y de la celulosa, aunque en
este ultimo caso sélo existe un estudio en que se determine (Wohlt y col.,
1991). Asi como en los casos de la digestibilidad de la MS y de la PB la
mayoria de los estudios (71 y 75% respectivamente) confirman esta
tendencia, la variabilidad en la digestibilidad de la FND es mucho mayor,
observando un rango de resultados que va desde una reduccion del 17,7%
(Arcos Garcia y col., 2000) hasta un aumento del 40,5 (Marden y col,
2008). Esto nos sugiere que los efectos de las levaduras sobre la
digestibilidad de la fibra no son generalizables, sino que son altamente
dependientes de factores ajenos al aditivo, como pueden ser el tipo de fibra
de la dieta o su nivel de inclusién. Siendo asi, seria légico pensar que la
mejora de la digestibilidad de la fibra no es el mecanismo de accién

principal de los productos a base de levaduras vivas.

42



4. Uso de productos a base de levaduras

Lo mismo sucede cuando miramos las poblaciones microbianas
ruminales. La adicion de levaduras vivas no sélo no aumenta la poblacion de
bacterias celuloliticas, sino que en el Unico estudio en el que se determina,
se observa una reduccién del 5,5% (Erasmus y col., 1992). De esta
manera, tampoco observamos resultados que confirmen la hipétesis que las
levaduras vivas beneficien la fermentacién ruminal gracias al aumento de
este tipo de bacterias. Sin embargo, si se observa un claro aumento (38%)
en la poblacion de protozoos ruminales, siendo ésta probablemente una de
las causas que originan los efectos obtenidos al afiadir levaduras vivas en

rumiantes.

En cuanto a los parametros de fermentacion del rumen, la adicién de
levaduras vivas eleva ligeramente el pH ruminal (1,5%) a pesar de
aumentar de forma consistente (7,8%) la concentracion total de AGV. Los
efectos sobre las proporciones individuales de los diferentes AGV son muy
variables, con un amplio rango de resultados. Es mucho mas evidente el
efecto de las levaduras sobre el acido lactico, causando una reduccion
media de mas de un 30%. Estos resultados avalan las propiedades
atribuidas a las levaduras vivas sobre su capacidad de estabilizar
fermentaciones de dietas ricas en carbohidratos no fibrosos con un elevado
riesgo de generar acidosis, ya sea estimulando el consumo de acido lactico,
o bien reduciendo su produccién. De esta forma, aunque en el caso de los
rumiantes destinados a produccién de carne la adiciéon de levaduras vivas
no implica un beneficio productivo directo, si se pueden beneficiar de una

fermentacion ruminal mas estable.

Finalmente, la adicién de levaduras vivas aumenta en casi un 9% la
concentracion de nitrogeno amoniacal en el rumen. Esto puede estar
relacionado con el aumento de la degradabilidad de la proteina previamente
comentado.

4.4.2. Productos a base de cultivo de levaduras

La adicion de productos a base de cultivos de levaduras causa un

aumento medio del 2,1% en la ingesta de MS. Esto se traduce en un
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aumento de la producciéon de leche del 2,4%, y del peso vivo del animal de
un 2,1%. Ademas, la leche producida contiene porcentajes de grasa,
proteina y lactosa un 1,7, 1,1 y 2,4% mas elevados, respectivamente. Esto
sugiere que la adiciéon de cultivo de levaduras mejora los rendimientos
productivos de los rumiantes, tanto a nivel de ganado de carne como de
leche. En este ultimo caso, en nuestro ejemplo de una vaca que ingiere 22
Kg de MS y produce 35 Kg de leche al 3,7% de grasa, con uno valor
aproximado de 0,25 €/Kg la dieta, 0,07 €/animal y dia la adicién del
producto con levaduras y 0,30 €/kg la leche producida, afadir el producto
supondria 0,46 Kg mas de alimento para producir 1,14 Kg de leche
corregida al 4% de grasa adicionales, con lo que obtendriamos un retorno

economico de 1,84 € por euro invertido, por animal y dia.

La adicién de cultivo de levaduras aumenta la digestibilidad de la MS
y de la PB de la racién en un 2,2 y un 4,6%, pero reduce la digestibilidad de
la FND y la hemicelulosa en un 4,0 y un 2,7%, respectivamente. Es por esto
que, igual que con los productos a base de levaduras vivas, no existe una
evidencia clara que confirme la hipotesis que explica el mecanismo de
accion de las levaduras basandose en su efecto sobre la digestibilidad de la
fibra de la racidon. Sin embargo, los aumentos de digestibilidad de MS y PB
si hacen pensar que probablemente sean éstos los parametros relacionados

con el mecanismo de accion de los cultivos de levaduras en rumiantes.

Las poblaciones microbianas ruminales aumentan claramente con los
cultivos de levaduras, tanto a nivel global (16%), como las bacterias
celuloliticas (34%), proteoliticas (54,5%) o los protozoos (4,7%). El
aumento de las poblaciones bacterianas es probablemente el origen del
aumento de la digestibilidad de la dieta previamente comentado. Sin
embargo, en el caso de las bacterias celuloliticas, su aumento no se tradujo
en un incremento de la de digestibilidad de la fibra, lo que podria explicarse
por un aumento del transito digestivo consecuencia de la mayor ingesta de

materia seca.

Los efectos de los cultivos de levaduras sobre los parametros

fermentativos en el rumen son leves. El pH ruminal y las producciones de
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AGV totales, acético y butirico practicamente no se ven afectados. Si se
observa un aumento en la produccion de propionico (2,3%), con el
consecuente descenso en la relacion acético:propidnico (1,4%), asi como un
descenso de la concentracidn de acido lactico (2,8%), aunque éste sdlo fue
determinado en un estudio (Longuski y col, 2009). El efecto mas destacable
lo vemos en la concentracién de AGV ramificados, que aumenta un 9%.
Este aumento puede estar contribuyendo al gran crecimiento observado en
la poblacidn de bacterias celuloliticas, puesto que se ha demostrado que
este tipo de organismos, bajo determinadas circunstancias, necesitan de los

AGV ramificados para sintetizar determinados aminoacidos (Bryant, 1973).

Finalmente, la concentracion de nitrdgeno amoniacal en el rumen se
reduce en un 6,8%, aunque los resultados observados son muy variables.
Esta reduccién del amoniaco podria deberse a un aumento de su uso para
sintetizar aminoacidos, que junto a la mayor digestibilidad de la PB, nos
sugieren un aumento de las necesidades derivadas del crecimiento de las

poblaciones microbianas ruminales visto anteriormente.

4.5. Conclusiones

Tras el analisis de 46 articulos cientificos que estudian los efectos de
dos tipos de productos a base de levaduras, y teniendo en cuenta la elevada
variabilidad que esto conlleva, los resultados obtenidos muestran como los
dos tipos de productos analizados parecen aumentar la digestibilidad del
alimento, lo cual estaria relacionado con el aumento de la ingesta, la mejora
en la produccion de leche, y en el caso del cultivo de levaduras, el aumento
del peso vivo. El aumento especifico de la digestibilidad de la parte fibrosa
de la racién es una de las hipdtesis mas utilizadas para justificar los
beneficios de las levaduras. Sin embargo, los resultados no muestran un

efecto claro en este sentido.

Los efectos sobre las poblaciones microbianas del rumen muestran
diferencias notables entre los dos productos analizados. Mientras la adicién
de levaduras vivas incrementa claramente la poblacién de protozoos, los

cultivos de levaduras aumentan en mayor medida la poblacion microbiana
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total y la poblacidon de bacterias celuloliticas y proteoliticas. Por tanto, es en
este punto donde los mecanismos de accion de ambos productos parecen
diferenciarse mas, mostrando sus efectos sobre diferentes poblaciones

microbianas.

La adicidon de levaduras muestra leves variaciones en el pH y en el
perfil de AGV del rumen. Sin embargo, si se puede observar un claro
descenso de la concentracion de acido lactico en el caso de las levaduras
vivas, y un aumento de la concentracién de AGV ramificados con los cultivos
de levaduras. En cuanto a la concentracion de nitrégeno amoniacal, ambos
productos muestran efectos opuestos, posiblemente como consecuencia de

las distintas poblaciones microbianas estimuladas.

Con todo esto, podemos concluir que las levaduras vivas podrian
modificar la fermentacién ruminal favoreciendo la poblacion protozoaria y
estimulando el consumo, o reduciendo la produccién, del acido lactico.
Mientras, los cultivos de levaduras actlan favoreciendo el crecimiento
microbiano total, y el de las bacterias celuloliticas en particular, lo que
podria contrarrestar el crecimiento excesivo de poblacidnes amiloliticas en
situaciones de dietas ricas en concentrado. En ambos casos, parece
interesante plantear la aplicacion de este tipo de productos en situaciones
con un elevado riesgo de acidosis como posible alternativa al uso de

antibioticos.
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Capitulo 11. Objetivos

Objetivo general

Los trabajos que se presentan a continuacién pertenecen a una tesis
doctoral que tiene como objetivo explorar las alternativas existentes a los
antibioticos promotores del crecimiento para prevenir y/o controlar la

aparicion de trastornos digestivos.

Objetivos especificos

Primer trabajo
Evaluar los efectos del tipo de cereal (maiz vs cebada) y la adicién de
levaduras vivas sobre el perfil de fermentacion ruminal y las poblaciones

microbianas en un sistema de fermentacidon ruminal de doble flujo continuo.

Segundo trabajo

Describir los cambios ocurridos en el rumen durante un trastorno digestivo
inducido mediante un cambio brusco de una dieta forrajera a otra rica en
concentrado, y evaluar los efectos de un cultivo de levaduras sobre la
fermentacion microbiana ruminal de terneras durante dicho trastorno

digestivo.

Tercer trabajo
Determinar si terneras de engorde alimentadas con diferentes ingredientes
por separado seleccionan una dieta que reduzca la incidencia de acidosis sin

afectar su productividad.
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ABSTRACT: Eight 1320-mL dual flow continuous culture fermenters were used
in a 2 x 2 factorial design in two replicated periods of 9 days (6 for adaptation
and 3 for sampling) to determine the effect of live yeast and type of cereal on
rumen microbial fermentation and nutrient digestibility. Main factors were live
yeast (Levucell®SC): no yeast (NY) vs 2x10’ CFU of yeast/g of diet (LY); and
type of predominant cereal in the diet: corn concentrate (CO, 550 g ground
corn/kg DM; 172 g CP/kg DM, 228 g aNDF/kg DM) vs barley concentrate (BA,
892 g barley grain/kg DM; 161 g CP/kg DM, 160 g aNDF/kg DM). All fermenters
were fed 80 g DM/d of a 10 to 90 forage to concentrate diet in three equal
amounts at 8 h interval. Fermentation temperature (38.5° C) and liquid (0.12h™)
and solid (0.06 h'!) dilution rates were maintained constant. The pH was allowed
to fluctuate with an upper (6.6) and lower (5.5) limit controlled by infusion of 3
M HCl or 5 M NaOH. Liquid effluent samples were taken to determine VFAs and N
fractions concentrations, N flow, and copies of the 16s rRNA gene of
Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii, determined by quantitative PCR.
Effluent samples were taken from a composite of the three sampling days.
Bacteria were isolated from fermenter flasks on the last day of each period for
chemical analysis. Treatment BA increased (P < 0.05) OM digestion, valerate
proportion, peptides and ammonia N fractions, ammonia N flow, CP degradation,
and target copies of M. elsdenii; and decreased (P < 0.05) aNDF digestion,
propionate proportion, branched chain VFA (BCVFA) concentration, AA-N fraction,
and non-ammonia N flow. Treatment LY increased (P < 0.01) BCVFA, and
decreased (P < 0.05) ammonia N fraction and flow, and the target copies of S.
bovis. Treatment LY decreased (P < 0.05) the slope of pH drop, the area under
pH 6.0, and the gas production, and tended (P < 0.10) to increase the minutes
until minimum pH, but only with BA diet. These results suggest potential benefits

of LY in stabilizing the fermentation of barley-based diets.

Keywords: Fermentation, rumen pH, Saccharomyces cerevisae, cereal.
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INTRODUCTION

Feedlot cattle are often fed diets comprised of a high proportion of grain in
order to maximize animal performance, providing large amounts of non-
structural carbohydrates (NSC) in the rumen. These NSC, and especially starch,
have different rates and extent of fermentation in the rumen depending on the
feedstuff where they come from (Offner et al., 2003). Thus, between barley and
corn, both widely used in beef cattle diets, barley starch has greater rate and
extent of ruminal degradation than corn starch (Herrerasaldana et al., 1990;
Nocek and Tamminga, 1991). This difference affects rumen fermentation
patterns (Chamberlain et al., 1985; Orskov, 1986), and in the case of an abrupt
increase in grain supply, rapidly fermentable carbohydrates may favour the
appearance of digestive disorders such as acidosis (Owens et al., 1998).

There is extensive research on the effects of live yeast (Saccharomyces
cerevisiae) as a feed additive for ruminants. Modes of action identified are the
supply of growth factors to rumen microorganisms, oxygen scavenging inducing
more favorable conditions for the anaerobic communities, and nutritional
competition with autochthonous ruminal species (Fonty and Chaucheyras-
Durand, 2006). Main effects attributed to yeast are the stimulation of cellulolytic
and lactate-utilizing bacteria in vitro (Nisbet and Martin, 1991; Chaucheyras et
al., 1996; Newbold et al., 1998), increased fiber digestion (Williams et al., 1991;
Carro et al., 1992b; Erasmus et al., 1992), and improved rumen pH (Lynch and
Martin, 2002; Nocek et al., 2002; Bach et al., 2007). These effects suggest that
yeast addition may help stabilize ruminal fermentation and may be beneficial for
feedlot cattle fed high-grain diets.

The objective of the experiment was to evaluate the effects of type of
cereal (corn vs barley) and live yeast on rumen fermentation profile and
microbial population, using a dual-flow continuous culture rumen fermentation
system. We hypothesized that the inclusion of live yeast would improve the
rumen fermentation profile of high grain diets, especially when the starch of the

ration was highly fermentable.
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MATERIAL AND METHODS

Apparatus and experimental design

Eight 1320-mL dual-flow continuous culture fermenters (Hoover et al.,
1976) were used in the experiment, designed as a 2 x 2 factorial. Main factors
were live yeast (no yeast (NY) vs 2 x 10’ CFU of yeast/g of diet (LY) (S.
cerevisiae CNCM I-1077, Levucell® SC, Lallemand SAS, Blagnac, France) and
type of predominant cereal in the diet (corn, CO vs barley, BA). The experiment
was conducted in two replicated periods, resulting four replicates per treatment.

Two different diets were formulated for CO and BA treatments (Table 1).
The CO diet contained mostly corn grain (low degradable starch), and the BA diet
contained mostly barley grain (rapidly degradable starch). Moreover, the CO diet
included soy hulls and soybean meal in order to reduce differences on nitrogen
and fiber content compared with BA. However, the different nature of barley and
corn grains led to differences on final chemical composition among treatments,
which will be considered later in the discussion of the effects of type of cereal.
Both CO and BA diets had a 10:90 fescue-hay to concentrate ratio and were
formulated to meet or exceed NRC (1996) requirements for beef heifers. Feed
was offered in 3 equal portions daily (0000, 0800 and 1600 h) for a total of 80 g
DM/d.

Fermenters were inoculated with a composited rumen fluid from two beef
heifers fed a 10:90 forage to concentrate diet. Fermenters were maintained at
38.59 C, and the pH was allowed to fluctuate. However, an upper limit of 6.6 and
a lower limit of 5.5 was set and controlled by computer through infusions of 3 M
HCl or 5 M NaOH, in order to prevent extreme pH fluctuations. Liquid and solid
dilution rates were set at 0.12 h™* and 0.06 h', respectively. Anaerobic
conditions were maintained by infusion of N, at a rate of 40 mL/min. Artificial
saliva (Weller and Pilgrim, 1974) was continuously infused into flasks and
contained 0.4 g of urea/L to simulate recycled N. Fermentation parameters were
monitored and controlled by a computer and a programmed linear controller with

LabView Software (FieldPoint, National Instruments, Austin, TX).
Sampling
Each experimental period consisted of 6 d for adaptation and 3 d for

sampling. During these sampling days the pH was recorded automatically by the
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computer every 60 s. Minimum and maximum pH limits were set at 5.5 and 6.6
to avoid extreme pH fluctuations. However, the pH drop after feeding was larger
than expected and pH limits were reached daily. Data of pH after feeding, while it
was not automatically controlled, were used to assess the severity of ruminal pH
drop post-feeding, by calculating the time until pH reached its minimum value,
and the area under pH 6.0 during the first 60 min post-feeding. Samples of the
liquid fraction were collected 1.5 h after feeding, for VFA and N fraction analyses
(peptides, AA and ammonia). Additional samples of complete fermenter effluent
were taken at 1000 h, 2 h after feeding, to determine 16s rRNA gene copies of
Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii by quantitative PCR. All samples
were frozen at -20° C until analyses.

During sampling days, liquid and solid effluents were collected in individual
plastic vessels, separately for each fermenter, and maintained at 4° C to stop
microbial action. Every 24 h, liquid and solid effluents within fermenter were
mixed for 1 min, and a 500-mL sample was taken and frozen at -20° C. At the
end of each period, effluents from the 3 d of sampling were thawed, mixed within
fermenter for 2 min, and a subsample was lyophilized to determine OM, aNDF
and CP digestibility. In addition, bacteria were isolated from fermenter flasks on
the last day of each period. One hundred milliliters of a 20 mL/L methylcellulose
solution and small beads (30 of 2 mm diameter and 15 of 4 mm diameter) were
added to each fermenter, incubated in the same fermenter flask at 39° C for 1 h
to remove attached bacteria, and refrigerated at 4° C for 24 h. After
refrigeration, fermenter contents were agitated for 1 h to dislodge loosely
attached bacteria, and filtered through 2 layers of cheesecloth, keeping the
supernatant. The resulting solid fraction was washed with saline solution,
homogenized for 1 min to dislodge solid-phase bacteria, and strained through
two layers of cheesecloth, keeping again the supernatant. Bacterial cells were
isolated from this supernatant within 4 h by differential centrifugation at 1000 x
g for 15 min to eliminate feed particles, and at 10,000 x g for 15 min to isolate
the bacterial pellet. Pellets were rinsed twice with saline solution and centrifuged
again at 10,000 x g for 15 min. The last rinse was done with distilled water to
prevent artificially increasing ash content of bacteria due to residual NaCL from
the saline solution. Bacterial pellets obtained were frozen at -20° C until

analyses. Bacterial cells were lyophilized and analyzed for DM, ash, N, and purine
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contents to determine the efficiency of microbial protein synthesis, N fraction
flow (dietary and microbial), and CP degradation.

In vitro gas production test. In order to complete the data obtained from
fermenters, an in vitro gas production test was conducted the last day of the first
period as described by Theodorou et al. (1994). The inoculum was composed of
an equal (vol/vol) composite of the liquid fraction from fermenters with the same
treatment, standardized at pH 6.5 by infusions of 3 M HCl or 5 M NaOH, and
infused with CO, at 38° C for 10-15 min to remove the O, in the overhead space.
The substrate of fermentation was 0.5 g of the same 10:90 forage to concentrate
diet fed to fermenters. Additional incubations without substrate were used as
blank. The incubation bottles (150 mL serum flasks) were filled with 75 mL of the
fermenter content, hermetically pressured-closed and introduced into a constant-
temperature (38.5° C) waterbath for 24 h. Four replicates per treatment were
used to measure gas production. Gas pressure in each bottle was measured at 0,
1,2, 3,4,5, 8,12, and 24 h. Bottles were manually shaken for 3 s after each

measure of gas pressure.

Chemical analyses

The DM content of effluent and bacterial samples were determined by
lyophilizing 300 and 50-mL aliquots, respectively, in triplicate with subsequent
drying at 100° C in a forced-air oven for 24 h (AOAC, 1990). Diet DM was
determined at 100°C in a forced-air oven for 24 h. Dry samples were ashed
overnight at 500° C in a muffle furnace. Fiber components of diets and effluents
were analyzed by the detergent system (Van Soest et al., 1991) adding sulfite
and a thermostable a-amylase (Mertens, 2002). Effluent and bacterial cells were
analyzed for purine content by HPLC (Balcells et al., 1992). Samples for VFA
were prepared as described by Jouany (1982) using 4-methylvaleric acid as
internal standard. The analysis was performed by GLC (model 6890, Hewlett
Packard, Palo Alto, CA) using a polyethylene glycol TPA-treated capillary column
(BP21, SGE, Europe Ltd., UK). For ammonia-N determinations, a 4-mL
subsample of filtered fluid was acidified with 4 mL of 0.2 N HCI, and then
centrifuged at 15,000 x g for 15 min and the supernatant was analyzed for
ammonia-N as described by Chaney and Marbach (1962). Peptide and AA-N were
determined as described by Winter et al. (1964). A 16-mL sample of fermenter
fluid was added to 4 mL of 10 mg/L sodium tungstate and 4 mL of 0.54 M
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sulfuric acid. After allowing the tubes to stand at 5° C for 4 h, they were
centrifuged at 9,000 x g for 15 min. The supernatant was frozen until analyzed
for tungstic acid (TA) precipitable N by the Kjeldahl procedure (AOAC, 1990). To
determine trichloroacetic acid (TCA) precipitable N, 4 mL of 50 mg/L TCA was
added to 16 mL of fermenter fluid. After 4 h at 5° C, tubes were centrifuged at
9,000 x g for 15 min. The supernatant was frozen until analyzed for TCA soluble
N. Results were used to calculate in mg/100 mL: 1) Peptide N = (TCA N) — (TA
N); and 2) AAN = (TA N) — (ammonia N).

The gPCR samples were composited for each fermenter within period, resulting in
4 replicates per treatment. The extraction of DNA and the qPCR were done as
described by Blanch et al.(2010). Results were converted from ng DNA/mL of
sample to number of copies/mL of sample (Talbot et al., 2008). For the statistical
analysis of the qPCR results, data were transformed by logarithm transformation

to obtain a normal distribution.

Statistical Analyses

All statistical analyses were conducted using the MIXED procedure of SAS
(version 9.1, SAS Institute, Inc., Cary, NC) with factorial arrangement of
treatments, where main factors were live yeast addition and type of predominant
cereal in the diet. The model included type of cereal, yeast addition, and its
interaction as fixed effects. Results of OM and fiber digestion, N flow, and gPCR
were analyzed with period and fermenter as random effects. Results of VFA
profile and N fractions during sampling days were analyzed considering
fermenter as the subject for repeated measures over the days, with the
Compound Symmetry covariance structure, and day nested within period as
random effect. The pH data also were analyzed considering fermenter as the
subject for repeated measures over the meal hours, with a first-order
Antedependence covariance structure, and period, fermenter, and its interaction
as random effects.

The statistical analysis of results of gas production from the in vitro gas
production test included the hour, the type of cereal, the yeast addition, and its
interaction as fixed effects, considering the flask as the subject for repeated
measures over the hours, with a first-order Antedependence covariance

structure.
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For all the statistical analyses, significance was declared at P < 0.05 and
trends at 0.05 < P < 0.10, using the Tukey (1953) multiple comparison test to

separate means.

RESULTS

Fermentation profile

There were no interactions between type of cereal and yeast addition on
fermentation profile. Therefore, results of main factors are shown separately.

Type of cereal. Fermenters fed the BA diet had greater (P = 0.02) OM true
digestion, and lower (P < 0.01) aNDF digestion than those fed the CO diet (Table
2). The BA diet reduced propionate proportion (P = 0.03) and branched chain
VFA concentration (P < 0.01), and increased (P < 0.01) valerate proportion,
compared with the CO diet. The BA diet increased (P < 0.01) peptides and
ammonia N fractions (Table 3), while decreased (P = 0.01) AA fraction compared
with the CO diet. The BA diet increased ammonia N flow (P < 0.01) and CP
degradation (P = 0.03), and decreased (P = 0.01) non-ammonia N flow,
specifically by decreasing (P = 0.01) dietary N flow, compared with the CO diet.
The logarithm of target copies of M. elsdenii was greater (P < 0.01) in the BA
diet as compared with the CO diet (Table 4).

Yeast addition. The LY treatment increased (P < 0.01) branched chain VFA
(Table 2), and reduced (P = 0.01) ammonia N fraction and flow (Table 3)
compared with the NY treatment. The logarithm of target copies of S.bovis was
lower (P < 0.01) in LY than in the NY treatment.

pH of the rumen fluid

After feed was offered, and while pH was not automatically controlled by
the minimum and maximum pH limits, there was a trend (P = 0.07) for a cereal
x yeast interaction in time until minimum pH, where LY increased it only in the
BA diet (Table 5). There was a cereal x yeast interaction where LY reduced the
area under pH 6.0 (P < 0.01) and the slope of pH drop (P = 0.03) only in the BA
diet. The amount of 3 M HCl needed to maintain the maximum pH limit at 6.6
was greater (P < 0.01) in fermenters fed the BA diet than those fed the CO diet
(Table 5). In addition, the LY treatment tended (P = 0.09) to reduce the amount
of HCl needed, compared with NY. Similarly, the amount of 5 M NaOH needed to
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maintain the minimum pH limit at 5.5 was greater (P = 0.01) in the BA diet
compared with the CO diet.

Gas production

The BA diet increased (P <0.01) gas production over the entire gas
production test compared with the CO diet (Figure 1). Therefore, after 24 h of
incubation the BA diet produced 297.9 mL vs 183.2 mL produced with CO (P <
0.01; SEM = 6.27). The LY treatment tended (P = 0.08) to decrease gas
production over the in vitro test compared with NY (162.8 vs 179.2 mL,
respectively, SEM = 6.12). In addition, there was an interaction cereal x yeast x
hour (P = 0.01), where the effect of LY on the reduction of the gas production

was greater with BA diet in the first 5 hours of incubation (Figure 1).

DISCUSSION

Effects of type of cereal on fermentation profile

The formulation of the CO diet originally included soy hulls and soybean
meal in order to reduce differences on nitrogen and fiber content compared with
the BA diet. However, the different nature of barley and corn grains led to have
differences on final chemical composition that must be considered in the
discussion of the effects of type of cereal. Therefore, the greater OM digestion of
BA diet was likely caused by the greater degradability of barley starch compared
with corn starch (Offner et al., 2003), but also could be consequence of the
greater NSC content of BA diet compared with CO. Others have also shown an
increase of OM truly digested in barley vs corn based diets (Mccarthy et al.,
1989; Overton et al., 1995), but not always (Boss and Bowman, 1996). The BA
diet had lower aNDF digestion than CO, likely as a consequence of a lower pH,
since previous in vitro and in vivo studies indicated that cellulose digestion can
be severely inhibited by even modest declines in ruminal pH (Russell and Wilson,
1996). However, the greater aNDF digestion with CO could also be related to the
inclusion of soy hulls in the diet, which represents a source of highly digestible
fiber (Mansfield et al., 1994).

Differences in the VFA profile feeding CO or BA were similar to those
reported previously either in heifers or cows fed barley vs corn based diets
(Overton et al., 1995; Surber and Bowman, 1998). Orskov et al. (1986) also
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found a reduction in propionate proportion when sheep were fed barley vs corn
based diets, while Boss and Bowman (1996) observed an increase in valerate
and a reduction of iso-butyrate proportions.

Fermenters fed the BA diet had a greater CP degradation than those fed
the CO diet. This effect was expected due to the greater degradability of barley
protein compared with corn protein (NRC, 1996), and justifies the greater
ammonia-N flow and the lower dietary-N flow of BA compared with CO. Boss and
Bowman (1996) showed similar results in ammonia and dietary N flow, while
others (Surber and Bowman, 1998) did not shown differences between barley
and corn diets in N flow. Regarding N fractions, the greater CP degradation with
BA is also reflected in greater peptide and ammonia concentrations compared
with CO. However, the AA fraction concentration (the intermediate step in
protein catabolism between peptides and ammonia) was lower in BA than in CO.
There is no clear explanation for that as multiple factors are involved in the
accumulation of the N fractions. This lower AA fraction concentration could be
due to either a reduction in the peptidase activity or an increase in the
deaminase activity.

Diets with rapidly degradable starch stimulate growth rate of all microbes
and, typically, it has been associated with an overgrowth of starch-fermenting
and lactate-producing bacteria, such as S. bovis (Russell and Rychlik, 2001).
According to this, although as a small trend, we found an increase of number of
copies of the 16s ribosomal gene of S. bovis with BA compared with CO. On the
other hand, the relationship between increased availability of fermentable
carbohydrate and an increase in the bacterial population involved in lactate
utilization is not well defined (Nagaraja and Titgemeyer, 2006). In our study, the
number of copies of the M. elsdenii gene was higher with BA than with CO diet,
and may be attributed to the higher NSC content and the faster degradability of
BA starch, suggesting that M. elsdenii population could have higher lactate
availability as a substrate for growth. Unfortunately, the lactate concentration
was not measured so we can not assess more accurately the relation between
NFC degradation, lactate concentration and the presence of the lactate-utilizing

bacteria.
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Effects of yeast addition on fermentation profile

The LY treatment resulted in a greater branched chain VFA (BCVFA)
concentration. The BCVFA are growth factors for some cellulolytic bacteria in
pure culture conditions (Bryant and Doetsch, 1955; Gorosito et al., 1985), and
some authors (Chademana and Offer, 1990b; Wallace and Newbold, 1992) have
suggested that the increase of fibrolytic bacteria population is central to the
action of yeast. In this trial, LY reduced the 16s gene copy numbers of
Streptococcus bovis, suggesting potential benefits on prevention of the
overgrowth of this amylolytic bacteria. Previous in vitro studies (Chaucheyras et
al., 1996; Chaucheyras-Durand et al., 2005) also found that live yeast cells were
able to reduce S. bovis population by competing for nutrients utilization.

The addition of LY reduced both the ammonia-N fraction and flow, which
would suggest positive effects on reducing ammonia emissions in vivo. Others
also found a reduction of ammonia-N with yeast addition in vivo (Newbold et al.,
1990; Chademana and Offer, 1990) and in vitro (Carro et al., 1992).
Chaucheyras-Durand et al. (2005) suggested that live yeast is able to limit
growth and activities of proteolytic bacteria, avoiding accumulation of ammonia

in the rumen.

Drop of pH after feeding

The drop of pH after feeding was larger than expected and minimum and
maximum pH limits were reached daily, altering the normal pH fluctuation. Thus,
the slope of pH drop and the area under pH 6.0 were calculated within the first
60 min after feed was offered, because during this time pH was not automatically
controlled, in order to assess the severity of pH drop post-feeding. When LY was
added to BA, it tended to increase the time until pH reached its minimum value,
reducing the slope of pH drop, the area under pH 6.0, and the amount of HCI
needed to stabilize pH, suggesting that LY addition was more effective in
stabilizing ruminal pH with the BA diet. These results must be interpreted with
caution because not all the pH fluctuation data were analyzed, but yeast addition
seems to be a useful tool to stabilize pH against an abrupt post-feeding fall in
pH, likely related with the lower S. bovis DNA found after the addition of LY. It
would be interesting to study the implications of this result under in vivo
conditions, and its relationship with the incidence of digestive disease such as

acidosis. Higher pH values with live yeast addition is consistent with some
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(Williams et al., 1991; Lynch and Martin, 2002; Bach et al., 2007), but not all
reports (Carro et al., 1992a; Erasmus et al., 1992; Lila et al., 2004).

As expected, the BA diet had a greater area under the curve of pH 6.0,
and needed greater amounts of NaOH and HCI to maintain the pH within the pre-
established limits, compared with CO. This effect is attributable to the higher
content and degradability of NSC of BA diet. Others have shown similar effects
when comparing barley vs a corn based diet in vivo (Overton et al., 1995; Boss

and Bowman, 1996; Surber and Bowman, 1998).

Gas production

Measuring the gas production with our dual flow continuous culture
fermenter system is not possible, so an additional in vitro gas production test
was needed. The increased gas production with BA diet is consistent with the
increase of OM truly digested observed in fermenters, and can be explained by
the higher content and fermentability of starch in the BA, compared with CO diet.
The LY addition tended to decrease the gas production over the entire in vitro
test, but especially during the first five hours of fermentation with the BA diet
(Figure 1). These results suggest that LY addition reduced the fermentation of
the substrate, preventing especially the rapid fermentation and gas accumulation
in the BA diet. This is consistent with the slower pH drop after feeding and the
lower S. bovis DNA, as previously mentioned, and suggests a potential effect of
LY on reducing the risk of digestive disorders, such as acidosis or bloat, on beef
heifers. Further research is warranted to investigate the effect of LY on rumen

fermentation in vivo under dietary challenging conditions.
CONCLUSIONS

The effects of the type of cereal were expected. Within the conditions of
this trial, the addition of LY reduced ammonia-N concentration in both diets and

stabilized ruminal pH in the barley based diet, suggesting potential benefits of LY

reducing the risk of developing digestive diseases in beef heifers.
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FIGURES AND TABLES

Table 1. Ingredient and chemical composition of the barley and corn diets.

Barley (BA) Corn (CO)

Ingredients, g/kg DM

Corn - 552
Soy hulls - 267
Soybean meal - 77.7
Barley 892 -

Fescue 97.8 97.2
Minerals 9.0 5.1
Urea 9 1.0

Chemical analysis

Dry Matter, g/kg FM 897 881
Ashes, g/kg DM 56 42

CP, g/kg DM 161 172
aNDF, g/kg DM 160 228
NSC, g/kg DM 603 528
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Table 2. Effect of type of cereal and yeast addition on nutrients digestibility and

fermentation profile of ruminal liquid in continuous culture.

Cereal® Yeast® P-Value

Item CO BA NY LY SEM Cereal Yeast
OM true digestion rate 0.42 0.47 0.44 0.45 0.015 0.02 0.56
aNDF digestion rate 0.43 0.09 0.27 0.26 0.031 <0.01 0.71
Total VFA, mM 104.5 107.0 104.1 107.5 4.04 0.52 0.35
Individual VFA, mol/100 mol

Acetate 50.9 49.2 49.2 51.0 2.22 0.46 0.40

Propionate 26.3 23.9 24.9 25.3 1.02 0.03 0.70

Butyrate 19.5 20.1 20.9 18.7 1.85 0.78 0.22

Valerate 2.00 6.20 4.26 3.95 0.583 <0.01 0.58
Branched chain VFA3, mM 1.41 0.53 0.82 1.12 0.126 <0.01 0.02
Acetate:Propionate 1.96 2.13 2.01 2.07 0.145 0.25 0.68

! Type of cereal in the diet (corn, CO vs barley, BA).

% Yeast addition (no yeast, NY, vs 2 x 10’ CFU of yeast/g of diet, LY).

3 Branched chain VFA includes Isobutyrate and Isovalerate VFA.
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Table 3. Effects of type of cereal and yeast addition on N metabolism and flow of

ruminal liquid in continuous culture.

Cereal® Yeast? P-Value
Item CO BA NY LY SEM Cereal Yeast
N fractions, mg/100mL
Peptides 5.21 8.69 6.69 7.21 0.650 <0.01 0.23
Amino-acids 1.69 0.45 0.83 1.30 0.33 0.01 0.21
Ammonia 0.83 5.29 3.50 2.62 0.213 <0.01 0.01
N flow, g/d
Ammonia 0.03 0.20 0.13 0.10 0.008 <0.01 0.01
Nonammonia 2.58 2.45 2.51 2.52 0.031 0.01 0.58
Bacterial 0.71 0.83 0.74 0.79 0.059 0.11 0.37
Dietary 1.92 1.58 1.75 1.75 0.070 0.01 0.97
CP degradation rate 0.13 0.23 0.18 0.18 0.030 0.03 0.95
EMPS?3 21.8 22.8 21.7 22.9 3.51 0.54 0.47

! Type of cereal in the diet (corn, CO vs barley, BA).
2 Yeast addition (no yeast, NY, vs 2 x 10’ CFU of yeast/g of diet, LY).
3 Efficiency of microbial protein synthesis (g N/kg OM truly digested).
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Table 4. Effect of type of cereal and yeast addition on copies of 16S rRNA gene
of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii (logarithm of target copies/mL

of ruminal fluid).

Cereal® Yeast? P-Value
Item CcoO BA NY LY SEM Cereal Yeast
M. elsdenii 11.32 13.31 12.56 12.08 0.282 <0.01 0.17
S. bovis 10.79 11.49 11.52 10.75 0.272 0.12 0.06

! Type of cereal in the diet (corn, CO vs barley, BA).
2 Yeast addition (no yeast, NY, vs 2 x 10’ CFU of yeast/g of diet, LY).
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Table 5. Effect of type of cereal and yeast addition on pH drop after feeding, calculated until the minute in which pH reaches

its minimum value.

Treatment® P-value
Item BA+NY BA+LY CO+NY CO+LY SEM Cereal Yeast Interaction
Time until minimum pH, min 76.5 116.2 119.5 120.7 10.02 0.04 0.06 0.07
Area under pH 6, h-pH/d 2 5.29 1.75 0.46 1.18 0.521 <0.01 0.02 <0.01
Slope of pH drop * -0.0469 -0.0358 -0.0179 -0.0176 0.0019 <0.01 0.03 0.03
3 MHCl, mL? 5.90 4.31 0.91 0.24 0.645 <0.01 0.09 0.48
5 M NaOH, mL 3 2.02 2.33 0.02 0.59 0.650 0.01 0.45 0.82

! Treatment was type of cereal in the diet (corn, CO or barley, BA), and yeast addition (no yeast, NY; or 2 x 10’ CFU of
yeast/g of diet, LY).
% Calculated with pH data of the first 60 min after feed was offered to fermenters.

3 Amount of acid or base needed to maintain the pH within the 5.5 and 6.6 limits, between meals.
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Figure 1. Effect of type of cereal and yeast addition on gas production (mL) in
vitro.
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Treatments were barley diet without yeast (BA+NY, —x—), barley diet with
yeast (BA+LY, —o0—), corn diet without yeast (CO+NY, :--:- x:++++) and corn diet
with yeast (CO+LY, :--:- (o LXRFE ).

* Values of the same diet are different due to a significant (P < 0.05) effect of
yeast addition.

t Values of the same diet are different due to a trend (P < 0.05) for a yeast
addition effect.
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ABSTRACT: The effects of a dietary challenge to induce digestive upsets and
supplementation with yeast culture on rumen microbial fermentation were
studied using 12 Holstein heifers (277 £ 28 kg BW) fitted with ruminal cannula,
in a crossover design with 2 periods of 5 wk. In each period, after 3 wk of
adaptation to a 100% forage diet, the dietary challenge consisted of increasing
the amount of grain at a rate of 2.5 kg/d (as-fed basis) over a period of 4 d, until
a 10:90 forage:concentrate diet was reached, and then it was maintained for 10
d. Between periods, animals were fed again the 100% forage diet without any
treatment for 1 wk as a wash-out period. Treatments started the first day of
each period, and they were a control diet (CL) or the same diet with addition of
yeast culture (YC, Diamond V XPCLS). Digestive upsets were determined by
visual observation of bloat or by a reduction in feed intake (as-fed basis) of 50%
or more compared with intake on the previous day. Feed intake was determined
daily at 24-h intervals during the adaptation period and daily at 2, 6, and 12 h
post-feeding during the dietary challenge. Ruminal liquid samples were collected
daily during the dietary challenge to determine ruminal pH at 0, 3, 6, and 12 h
post-feeding, and total and individual VFA, lactic acid, ammonia-N, and rumen
fluid viscosity at 0 and 6 h post-feeding. The 16s rRNA gene copies of
Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii were determined by quantitative
PCR. Foam height and strength of the rumen fluid were also determined the day
after the digestive upset to evaluate potential foam production. A total of 20
cases (83.3%) of digestive upsets were recorded in both periods during the
dietary challenge, all diagnosed due to a reduction in feed intake. Rumen
fermentation profile at 0 h on the digestive upset day was characterized by low
ruminal pH, which remained under 6.0 for 18 h, accompanied by high total VFA
concentration and, in some cases, by high lactate concentration. Addition of YC
during the dietary challenge did not affect the incidence (10 cases per treatment)
or time (7.00 £ 0.62 d) to digestive upset. However, YC reduced (P < 0.05) the
foam strength on the day after digestive upset, suggesting potential benefits of
reducing the risk of developing bloat. The proposed dietary challenge model was
successful in causing a digestive upset as indicated by reduced feed intake, but

the YC addition had no significant impact on rumen fermentation.

Keywords: Heifer, Rumen Fermentation, Digestive Upset, Yeast Culture
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INTRODUCTION

Digestive disorders in feedlot cattle cause from 3 to 7% of total morbidity,
and up to 25% of total mortality (Smith, 1998). The most critical moment is at
feedlot arrival, when arriving animals are changed from a high forage to a high
concentrate diet. If fermentable carbohydrate supply is increased abruptly,
starch- and lactic acid-fermenting bacteria (such as Streptococcus bovis) respond
by increasing growth rates and fermentative activities faster than lactic acid-
utilizing bacteria (as Megasphaera elsdenii. Nagaraja and Titgemeyer, 2006). As
a consequence, there is a non-physiological accumulation of VFA and lactate in
the rumen resulting in lower ruminal pH and acidosis, which can range from
acute (when there is lactic acid accumulation) to subacute (the presence of lactic
acid is not consistent) (as Megasphaera elsdenii. Nagaraja and Titgemeyer,
2006). In addition, the overgrowth of some bacteria (mainly S. bovis) causes an
excessive production of mucopolysaccharides, increasing the viscosity of the
ruminal fluid and the risk of developing frothy bloat (Cheng et al., 1998).
Previous research on digestive upsets in cattle shows that the response to a
dietary challenge and its recovery depend, among others, on within-animal
factors (Goad et al., 1998; Brown et al., 2006; Vasconcelos and Galyean, 2008).
However, response variables that could help predict individually the potential
development of acidosis or bloat have not been examined simultaneously in a
single study.

The use of yeast culture as a dietary supplement has been suggested as a
useful tool to stabilize ruminal fermentation (Williams et al., 1991). Yeast culture
products contain Saccharomyces cerevisiae fermentation metabolites (i.e., B
vitamins, AA, organic acids) that work as stimulatory nutrients to specific fiber-
digesting (Wiedmeier et al., 1987) and lactate-utilizing (Callaway and Martin,
1997) bacteria. Therefore, yeast culture addition in animals experiencing a
dietary challenge with non-structural carbohydrates could enhance the M.
elsdenii population preventing the negative effects of the overgrowth of starch-
consuming bacteria (mainly S. bovis). This effect may help reduce the severity or
expedite recovery from the digestive upset by avoiding the VFA and lactic acid
accumulation in the rumen or the increase of ruminal fluid viscosity.

The objective of this study was to describe the changes occurring in the

rumen during a digestive upset induced by rapidly changing from a high forage
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diet to a high concentrate diet, and to evaluate the effects of yeast culture

addition on rumen microbial fermentation during this dietary challenge in heifers.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Twelve Holstein heifers (initial BW of 277 £ 28 kg), each fitted with a 1 cm
i.d. plastic ruminal cannula (Divasa Farmavic SA, Vic, Spain), were individually
housed in tie-stalls at the Servei de Granges i Camps Experimentals of the
Universitat Autonoma de Barcelona, Spain. The ruminal fistulation was performed
under local anesthesia and with full aseptic precautions 1 wk before the
beginning of the experiment. The research protocol was approved by the Campus
Laboratory Animal Care Committee of the Universitat Autobonoma de Barcelona,
Spain.
Experimental design

The experiment was performed using a crossover design with 6 heifers per
treatment in each of the 2 periods. Each period consisted of 5 wk; the first 3 wk
were used for adaptation to a 100% forage diet (a mixture of 80% fescue hay
and 20% alfalfa pellets on as-fed basis) and treatments. After these 3 wk,
heifers were progressively changed to a high concentrate diet over 4 d to induce
a digestive upset by increasing grain at a rate of 2.5 kg/d (as-fed basis) and
decreasing forage in the same proportion, until forage to concentrate ratio
reached 10:90 (as-fed basis), and then the same diet was fed for 10 d. During
these 2 wk, concentrate and straw was offered once a day (0900 h) in separate
containers, and then removed from the feeders at 2100 h, causing a 12-h fast to
promote rapid consumption of concentrate the following morning. Between
periods, animals were fed again the 100% forage diet without any treatment
during 1 wk as a wash-out period. After the first period, animals were assigned
to the opposite treatment (crossover design) and the same protocol was
repeated. The concentrate consisted of (DM basis) ground barley grain (32.2%),
ground corn grain (27.9%), soybean meal (11.3%), soy hulls (8.1%), wheat
(7.5%), corn gluten feed (7.2%), sunflower (2.8%), calcium soaps of fatty acids
(1.1%), calcium carbonate (0.5%), sodium chloride (0.5%), dicalcium phosphate
(0.5%), and vitamin supplement (0.4%). The diet was formulated to meet or

exceed energy, CP, and mineral requirements of cattle (NRC, 1996). The
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proportion of non-structural carbohydrates in the concentrate (54.3% DM) was
intentionally high. Water was available for ad libitum consumption.

Treatments consisted of a control diet (CL) and the same diet containing
14 g/d of Saccharomyces cerevisiae based yeast culture (YC: Diamond V XPCs
Yeast Culture, Diamond V Mills Inc., Cedar Rapids, IA). Yeast culture treatment
was offered at 0900 h daily from the first day of each period by mixing with 100
g of the concentrate used in the experiment which was offered separately from
the daily ration to guarantee the consumption of the whole dose. Animals on the
CL treatment received the same 100 g of concentrate without the addition of
yeast culture.

Confirmation of digestive upset was determined by visual observation of
bloat (Paisley and Horn, 1998) or by a reduction in feed intake of 50% or more
compared with the intake of the previous day. Following the instructions of the
Animal Care Committee, when digestive upset was observed, the affected animal
was switched to a 100% forage diet with no yeast culture (wash-out period) on

the following day and recovery was monitored.

Sample Collection and Analyse

Dry matter intake was measured daily at 2, 6, and 12 h post-feeding
during transition and high concentrate diet feeding. Dry matter intake was not
measured during the wash-out period. Feed and orts were sampled daily and
composited weekly. Dry matter content of feed and orts were determined from
the composite samples by oven drying at 105°C for 24 h. Ruminal fluid was
collected daily at 0 and 6 h after feeding during the transition and the challenge
period, strained through 2 layers of cheesecloth, and 4 subsamples of the filtrate
were frozen at -20°C for analyses of VFA, lactate, ammonia-N, viscosity, and
quantitative real-time PCR (gPCR) to quantify the 16s rRNA gene copies of
Megasphaera elsdenii and Streptococcus bovis. To determine pH (model 507,
Crison Instruments SA, Barcelona, Spain), ruminal fluid samples were collected
at 0, 3, 6, and 12 h after feeding. Only the samples collected on 3, 2, and 1 d
before the digestive upset, the day of the digestive upset, and 1, 2, and 5 d after
the digestive upset were analyzed. Additional samples of rumen fluid were
collected the day after the digestive upset at 0 h to determine its foaming

properties.
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Lactate and VFA concentrations in ruminal fluid were analyzed using the
gas chromatographic method described by Richardson et al. (1989) and Jensen
et al. (1995), with the following modifications: to conserve the sample, 4 mL of
ruminal fluid were added to a 1 mL solution of 1% (wt/wt) of mercuric chloride,
2% (vol/vol) orthophosphoric acid, and 0.2% (wt/wt) 4-methylvaleric acid as an
internal standard in distilled water and frozen at -20°C. Samples were thawed
and centrifuged at 15,000 x g for 15 min and diluted 1:1 in distilled water before
performing VFA analysis. Ammonia-N concentration was analyzed by
spectrophotometry (Libra S21, Biochrom Analytical Instruments, Cambridge, UK)
as described by Chaney and Marbach (1962).

One extraction of DNA was done from each gPCR sample by physical
disruption using a bead-beating method (Mini-Beater; Biospec Products,
Bartlesville, OK) following the protocol described by Whitford et al. (1998) with
the modifications proposed by Blanch et al. (2007). Briefly, rumen fluid (0.6 mL)
was mixed with an equal volume of pH 8.0 buffered phenol solution (USB 75829,
Cleveland, OH) in a 2-mL tube with 0.5 g of 0.1-mm glass beads (Biospec
Products, Inc., Ref. 11079101, Bartlesville, OK). After adding 40 L of 10% SDS
(sodium dodecyl sulfate, Sigma L4522, St. Louis, MO), tubes were shaken 3
times for 2 min on a Mini-Beater, and then spun at 11,600 x g for 5 min in a
microfuge. The aqueous phase was transferred to a new tube, extracted with
buffered phenol and precipitated with ethanol. Samples were suspended in 100
ML of TE 0.5X buffer (TRIS-EDTA buffer, Sigma T9285, St. Louis, MO) and were
treated with 2 yL RNAse (10 mg/mL) for 1 h at 37°C (RNAse A, Roche, Sant
Cugat del Vallés, Barcelona), re-extracted with phenol, precipitated with ethanol
and suspended in 50 to 200 pL of TE 0.5X. The DNA concentration was measured
by spectrophotometry (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE). The DNA obtained was stored at -20°C in
aliquots of 20 ng/uL (stock). For the gqPCR, specific primers and a probe for S.
bovis were previously designed (Blanch et al., 2007) from 16S ribosomal RNA
gene sequence available in the GeneBank database (AY442813) using the Primer
Express Software (Applied Biosystems, Warrington, UK). The primers and probe
sequences used were:

Forward primer S. bovis F: 5'-GATAGCTAATACCGCATAACAGCATT-3’

Reverse primer S. bovis R: 5'-AACGCAGGTCCATCTACTAGTGAA-3’

Probe S. bovis P: 5-TGCTCCTTTCAAGCAT-3".
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For M. elsdenii, previously published primers specific for a 129 bp fragment of
the 16S ribosomal RNA (Ouwerkerk et al., 2002) were chosen to accomplish
specific amplification, while a specific Tagman MGB probe (Melsprobe: 5'-
ACTGGTGTTCCTCCTAATA-3") was designed with Primer Express Software (Blanch
et al., 2007). All primers were purchased from Isogen Life Science, S.L.
(Barcelona, Spain) and Tagman MGB probes from Applied Biosystems. The gqPCR
were run in triplicate for standard curve points, or in duplicate for the single
extraction of each ruminal sample in a 20-uL reaction volume containing 1x
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), primers at a final
concentration of 900 nM each, 250 nM probe, and 100 ng of genomic DNA (5 pL
of ruminal fluid samples at 20 ng/uL). The gPCR was run in the ABI PRISM 7900
HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) using optical grade 96-well
plates with the following amplification parameters; 2 min at 50°C, 10 min at
9590C, and 40 cycles for 15 s at 959C and 1 min at 60°C. Reactions without DNA
were used as negative control each time. The obtained measurements were
converted from ng DNA/mL of sample to number of copies/mL of sample (Talbot
et al., 2008). For the statistical analysis of the gPCR results, data were
transformed by logarithm to obtain a normal distribution. The standard curve
points were serial dilutions (1/10) from log 9.03 to log 15.03 of target copies/mL
for S. bovis, and from log 7.85 to log 13.85 of target copies/mL for M. elsdenii.
Whenever these probes resulted in no detection, a zero value was considered.
For determinations of the ruminal fluid viscosity, samples were thawed at
ambient temperature, shaken and immediately analyzed with a low viscosity
adaptor UL/Y (DV-E, Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro, MA). Foam
height and strength of rumen fluid were examined according to the procedure of
Pressey et al. (1963) and Min et al. (2005). On the day after digestive upset, 50
mL of fresh rumen fluid of the affected heifer was collected before feeding.
Ruminal fluid was poured into a glass cylinder (37 mm diameter x 30 cm length)
and CO, gas was bubbled through a bottom inlet at 60 kPa for 30 s, resulting in
conversion of most of the fluid into foam. Foam height, measured as the height
of foam in the cylinder, was used as a measure of potential foam production. The
time for the foam column to collapse on itself to the original fluid volume was

used as an index of foam strength.
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Statistical Analyses

Data from the experiment were analyzed as a split-split plot using the
MIXED procedure of SAS (version 9.1, SAS Institute, Inc., Cary, NC) for repeated
measures when estimated R matrix is positive definite, considering heifer nested
within treatment as the subject, with the Unstructured covariance structure for
the hours and the Autoregressive covariance structure for days, according with
the Bayesian information criterion. The model included the effects of treatment,
day, hour, and all interactions, period and sequence as fixed factors, and the
effects of heifer, heifer within period, and heifer within day within period as
random factors.

The statistical analysis of the effect of YC on time to develop a digestive
upset, and results from the foam height and strength test, were also analyzed
using the MIXED procedure. The model contained the treatment effect as a fixed
factor, whereas heifer and heifer within period were considered as random
effects.

For all the statistical analyses, no effects were declared at P > 0.10, trends
at 0.05 < P < 0.10, and differences at P < 0.05, using a multiple comparison test
(Tukey, 1953).

RESULTS AND DISCUSSION

There were few interactions (P = 0.10) between time (hour or day effects)
and treatment effects. Therefore, main effects are discussed separately in 2
sections, unless otherwise indicated: 1) changes in ruminal fermentation during
the dietary challenge, and 2) effects of yeast culture on ruminal fermentation

during the dietary challenge.

Changes in Ruminal Fermentation During the Dietary Challenge

The dietary challenge model was successful in causing a total of 20 cases
(83.3%) of digestive upsets in both periods: 11 of 12 heifers the in first period,
and 9 of 12 heifers in the second period. Visual signs of bloat were not observed,
thus all cases were diagnosed due to a 50% reduction in feed intake (Table 1).
Reduction of feed intake is one of the main symptoms of digestive upset (Forbes
and Barrio, 1992; Owens et al., 1998). For the purpose of this study, the 50%

reduction in DMI was selected as an arbitrary but objective criterion. On average,
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it took 7.00 £ 0.62 d from the start of dietary challenge to develop the digestive
upset according to our criteria. Generally, it is well accepted that the reduction in
DMI after an abrupt inclusion of concentrate in the diet is due to an accumulation
of fermentation acids, causing an increase in osmolality and the development of
acidosis (Nocek, 1997; Owens et al., 1998; Krause and Oetzel, 2006). In our
experiment, there were 4 of 24 cases (16.7%) with no signs of digestive upset
after 14 d on the high concentrate diet. Some authors (Phy and Provenza, 1998;
Dohme et al., 2008) suggest that ruminants might learn from previous acidotic
experiences and consequently limit their subsequent intake of a high concentrate
diet. However, we found that 3 of the 4 heifers that had a digestive upset in the
first period became resistant in the second period, but 1 heifer that was resistant
in the first period developed a digestive upset in the second period.

There was a day x hour interaction (P < 0.01) in ruminal pH, where it
decreased (P < 0.05) each day after feeding, except on the day of the digestive
upset when pH increased (P < 0.01) after feeding due to the reduction of feed
intake previously mentioned (Table 1). The days before the digestive upset, the
post-feeding reduction in pH was most likely due to the rapid fermentation of the
high-concentrate diets together with the lower rumination and salivation
normally associated with these type of diets (Emery and Brown, 1961; Balch,
1971). The 12 h of fasting helped recover the pH back to above 6.0 at 0 h the
next day. However, on the digestive upset day pH at 0 h was lower (P < 0.05)
than the days around the upset at the same hour. Therefore, reduction in feed
intake on the upset day was likely the consequence of the failure of recovery of
ruminal pH, which was maintained under 6.0 for more than 18 h. Cerrato et al.
(2006) indicated that the negative effects of low pH on rumen fermentation was
a function of the total amount of time that pH was suboptimal, which may have
caused ruminal acidosis and reduced feed intake (Owens et al., 1998). The
recovery of pH after the digestive upset day is attributed to the change to a
100% forage diet.

There was a day x hour interaction (P < 0.01) for total VFA concentration,
because it was greater (P < 0.05) at 6 h post-feeding compared with 0 h on all
days, except on the day of the digestive upset, when it was opposite,
presumably due to the reduction in feed intake (Table 2). In addition, total VFA
at 0 h was greater (P < 0.05) the day of the digestive upset than 3 and 2 d

before it, which could explain the lack of pH recovery previously described. On
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the days after the digestive upset, total VFA concentration decreased as the diet
was switched to a 100% forage diet. The hour x day interaction was also
detected (P < 0.01) for the acetate to propionate ratio, which was lower (P <
0.05) 6 h post-feeding than at 0 h all days, except for 1 and 2 d after the
digestive upset, probably due to the change to a 100% forage diet. Lactate
concentration was greater (P < 0.01) at 0 and 6 h post-feeding the day of the
digestive upset than the days around it, probably due to the extended period of
rumen pH under 6.0 previously mentioned. However, not all heifers with
digestive upset had the lactate spike. Lactate concentration was higher than 1.5
mM in 25% of the cases at 0 h, and 10% of the cases at 6 h, so most cases the
digestive upset occurred even without lactate being present. These data agree
with others (Owens et al., 1998), and has led to the suggestion that the role of
lactic acid in the development of digestive upsets is overestimated, being the
total acid load, and not lactate alone, responsible for acidosis (Britton and Stock,
1987). There was a day x hour interaction (P < 0.01) for ammonia-N
concentration, because it was greater (P < 0.05) at 6 h post-feeding compared
with 0 h on days previous the digestive upset, but the opposite occurred after it.
In addition, ammonia-N concentration was greater (P < 0.01) the days previous
to the digestive upset than the days after it. These effects were likely explained
by the change of diet, because ammonia-N can be highly variable depending on
the intake and the form of N available in the diets (Seal et al., 1992).

Copies of the 16s gene of Streptococcus bovis increased (P < 0.05) on the
digestive upset day compared with 3 d before it (Table 3). This increase could be
related to the high lactate and total VFA concentration that occurred on the
digestive upset day. Copies of 16s gene of Megasphaera elsdenii also tended to
increase (P = 0.09) in the digestive upset day compared with 3 d before it, as
expected due to increased lactic acid supply. However, this increase did not
avoid the lactic acid accumulation and the development of the digestive upset,
suggesting that its role as lactic acid utilizer on the prevention of a digestive
disease may be overemphasized. For this reason, further research on microbial
population changes during a dietary challenge is necessary.

The overgrowth of some bacteria that release mucopolysaccharides
(slime), such as S. bovis, contributes to the increase in the viscosity of ruminal
fluid, favoring the development of bloat (Cheng et al., 1998). The ruminal fluid
viscosity was greater (P < 0.01) at 0 h than at 6 h post-feeding the days around

104



Capitulo IV

the digestive upset (Table 3), probably due to the differences in water intake,
which should be greater post feeding (6 h) than after 12 h of fasting (0 h).
Ruminal fluid viscosity was also greater (P < 0.05) at 0 and 6 h on the day of the
digestive upset compared with 3 and 2 d before. The increased viscosity of the
ruminal fluid matched with the increased the copies of 16s rRNA gene of S.
bovis, in agreement with Cheng et al. (1976). Because heifers were shifted to a
100% forage diet at the first symptom of upset, long-term effects of dietary
challenge on the development of bloat were not observed. Once the heifers
received a 100% forage diet after the digestive upset, the ruminal fluid viscosity

decreased at 0 and 6 h post-feeding.

Effects of Yeast Culture on Ruminal Fermentation During the Dietary
Challenge

The addition of YC did not affect the number of cases of digestive upsets
after the dietary challenge (10 cases were recorded per treatment). The time to
develop these digestive upsets after the change of diet was not affected (P =
0.20) by YC (CL = 7.80 d; YC = 6.20 d; SEM = 0.85).

Average DMI (kg/d) of heifers during the transition until the digestive
upset day was not affected (P = 0.32) by treatment (Table 1). Others have
shown that YC increased DMI during the transition from a pre-partum to a post-
partum diet (Dann et al., 2000; Erasmus et al., 2005).

From 3 d before until 5 d after the digestive upset, mean ruminal pH was
not affected (P = 0.99) by YC addition (Table 1). The effects of YC on ruminal pH
are highly variable depending on experimental conditions. Although some
researchers have shown that YC maintains a more stable pH (Wiedmeier et al.,
1987; Harrison et al., 1988; Callaway and Martin, 1997), others have reported
no effects (Sullivan and Martin, 1999; Erasmus, 2005).

There was a treatment x hour post-feeding interaction (P = 0.04) in total
VFA concentration, because it was lower at 0 h with YC, but the opposite was
found at 6 h post-feeding (Table 2), suggesting a greater diet fermentability with
YC. Therefore, the effects of YC on ruminal pH could be explained by the
differences in total VFA concentration post-feeding, assuming a direct
relationship between total VFA concentration and ruminal pH (Seymour et al.,
2005). However, the potential increase in diet fermentability with YC did not

affect the incidence or the time to cause the digestive upset. The effects of YC on
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total VFA concentration have been inconsistent (Yoon and Stern, 1996; Callaway
and Martin, 1997; Miller-Webster et al., 2002).

No effects of YC were found on other fermentative variables including
acetate and propionate proportions as well as ammonia-N concentration (Table
2). Reported effects of YC on ruminal fermentation patterns are not consistent.
For example, Harrison et al. (1988) found that YC reduced the
acetate:propionate ratio by stimulating the proportion of propionate at the
expense of acetate, whereas Robinson and Garrett (1999) reported the opposite.
There was no effect (P = 0.48) of YC on lactate concentration, in agreement with
Sullivan and Martin (1999) and Lynch and Martin (2002). Callaway and Martin
(1997) demonstrated that a sterilized filtrate of yeast culture stimulated growth
of lactate utilizing ruminal bacteria like M. elsdenii. Under the present
experimental conditions, YC tended to interact (P = 0.10) with the hour post-
feeding on copies of 16s rRNA gene of S. bovis (Table 3), because it was greater
at 0 h than at 6 h post-feeding on CL animals (0 h = 11.58, 6 h = 11.41
logarithm of target copies/mL ruminal liquid), but the opposite occurred with YC
(0Oh =11.89, 6 h = 11.94 logarithm of target copies/mL ruminal liquid). There is
no clear hypothesis to justify these changes. For this reason, further in vivo
microbiological studies would be needed to clarify the effects of YC on microbial
population structure.

Frothy bloat in cattle is caused by the entrapment of gas in ruminal fluid
(Mangan et al., 1959; Cheng et al., 1998). The ruminal fluid viscosity and the
foam height and strength were analyzed to determine the potential implication of
YC in the prevention of bloat. Addition of YC did not affect (P = 0.57) the ruminal
liquid viscosity (Table 3). However, YC reduced (P < 0.05) the foam strength of
the ruminal liquid (Table 4). Although symptoms of bloat were not observed in
this study, the reduced foam strength of rumen fluid suggests the potential effect
of YC on reducing the risk of bloat. Further research is warranted to investigate

the effect of YC on rumen fermentation under dietary challenging conditions.
CONCLUSIONS

Within the conditions of this study, the dietary challenge caused digestive
upsets in 83% of the heifers after an average of 7 d. All cases were diagnosed by

a reduction in feed intake. The determinant factor for this upset was a previous
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period of low ruminal pH, accompanied by an increase in total VFA concentration
and, in some cases, by an increase in lactate concentration. The addition of YC
did not affect the incidence or the time to cause the digestive upset. However,
YC reduced the foam strength, suggesting potential benefits in reducing the risk

of developing bloat.
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TABLES

Table 1. Cumulative DMI (kg) and ruminal liquid pH of animals experiencing a digestive upset (n = 20) on or around the day

it appeared (0 d)

Day Treatment P-value!
Item -3d  -2d -1d 0d 1d 2d 5d CL YC SEM H D HxD T  HxT
DMI
2 h 3.05% 2.96%* 2.47°% 0.52%Y -2 - - 1.97 2.55 0.30 <0.01 <0.01 <0.01 0.32 0.67
6 h 4.82°* 4,99 4,83 1,09 - - - 3.66 4.19
12h  7.00°* 7.38** 7.18%* 2.28%Y - - - 5.87 6.04
Ruminal pH
Oh  6.67* 6.54% 6.47°Y 5,952 7.01** 7.01®< 7.02°* 6.61 6.72 0.054 <0.01 <0.01 <0.01 0.99 0.12
3h 6.10°* 6.11°% 6.10°* 6.24%* 6.48"Y 6.68"* 6.45Y 6.34 6.28
6 h 5.93°“* 5.86“* 5.76%* 6.33*Y 6.40°“% 6.54°¢ 6.45°%  6.21 6.15
12h 5.62% 5.61% 5479 6.06" 6.30“* 6.28%* 6.20° 593 5.94

! Fixed effects were hour post-feeding (H), day (D), hour within day (HxD), treatment (T), hour within treatment (HxT), and

other non-significant (P > 0.10) effects, including period, sequence, day within treatment, and hour within day within

treatment.

2 Not determined.

a'b. ¢ d Means with different superscripts in the same column are different (P < 0.05).

%' Z Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05).



Table 2. Total VFA concentration (mM), acetate to propionate ratio, and lactate (mM) and ammonia-N (mg/100 mL)

concentrations of animals experiencing a digestive upset (n = 20) on or around the day it appeared (0 d)

Day Treatment P-value!

Item -3d -2d -1d od 1d 2d 5d CL YC SEM H D HxD T HXT

Total VFA
Oh 107.3°* 111.3** 117.6*" 125.0*" 76.3>* 75.9°% 89.6Y 102.1 98.0 4.67 <0.01 <0.01 <0.01 0.96 0.04
6h 127.4*" 130.8>" 131.3%" 94.3>% 91.,6% 87.6* 100.2*>* 106.5 110.9

Acetate:propionate
Oh 3.97°% 3.87*" 3.90°" 4.46>" 2.78 2.69° 3.97% 3.62 3.71 0.22 <0.01 <0.01 <0.01 0.81 0.56
6h 3.29° 323" 3200 3570w D83y 3,07 3.85" 3.30 3.32

Lactate
O0h 0.99% 1.01% 1.21% 10.32% 1.06* 0.89% 0.96% 2.01 2.61 1.43 0.15 <0.01 <0.01 0.48 0.50
6 h 1.07% 1.20% 1.19% 5.34°W 1.16% 1.10% 1.03% 1.12 2.28

Ammonia-N
Oh 8.45>Y 921 8.40°>Y 13.0°% 6.12"* 5.22% 7.76%% 8.67 7.84 1.11 0.76 <0.01 <0.01 0.54 0.80
6h 13.6*%" 13.3®% 10.7*"* 9.85°* 4,33 3.35¥ 4,85% 8.71 8.28

! Fixed effects were hour post-feeding (H), day (D), hour within day (HxD), treatment (T), hour within treatment (HxT), and
other non-significant (P > 0.10) effects, including period, sequence, day within treatment, and hour within day within
treatment.

a b ¢ Means with different superscripts in the same column are different (P < 0.05).

XYz Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05).
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Table 3. Copies of 16S rRNA gene of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii (logarithm of target copies/mL of

ruminal fluid; each sample was run in duplicate, n

experiencing a digestive upset on or around the day it appeared (0 d)

= 20) and ruminal fluid viscosity (centipoises, n = 20 ) of animals

1

Day Treatment P-value
Item -3d -2d -1d od 1d 2d 5d CL YC SEM H D HxD T HxT
S. bovis 11.5Y -2 - 11.9% - - - 11.5 11.9 0.29 0.38 0.05 0.99 0.22 0.10
M. elsdenii  3.07 - - 4,75 - - - 4,36 3.45 1.01 0.77 0.09 0.70 0.56 0.94
Viscosity
Oh 7.29%* 7.95%* 8,53 10.3*" 6.56>* 4,11 3.84>Y  7.17 6.71 0.56 <0.01 <0.01 0.09 0.57 0.44
6 h 3.90° 4,49°% 4.79°* 6.61°" 2.66°Y* 2.12°%* 1,992  3.82 3.76

! Fixed effects were hour post-feeding (H), day (D), hour within day (HxD), treatment (T), hour within treatment (HxT), and

other non-significant (P > 0.10) effects, including period, sequence, day within treatment and hour within day within

treatment.

2 Not determined.

a b Means with different superscripts in the same column are different (P < 0.05).

XYz Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05).
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Table 4. Foam height and strength of ruminal fluid from

experiencing a digestive upset

Treatment!
Item CL YC SEM P-value
Foam height, cm 17.8 16.6 1.9 0.54
Foam strength, min 32.3 12.1 5.9 0.02

animals

! Treatments were the ruminal fluid from heifers with yeast culture addition

(YC, n = 10) and from control animals (CL, n = 10), collected on the day

after digestive upset before feeding.
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ABSTRACT: Eighty continental crossbred beef heifers (414.9 £ 37.9 kg
BW), 16 of which were ruminally cannulated, were used in a 52-d
experiment with a generalized randomized block design, to assess if self-
selection of dietary ingredients modulates ruminal pH and improves rumen
function of feedlot finishing cattle. Treatments were: total mixed ration
(TMR) (85% barley-grain (BG), 10% corn silage (CS), 5% supplement); or
free-choice (i.e., self-selection) (FC) diets of barley-grain and corn silage
(BGCS); barley grain and wheat distillers’ grain (BGDG); or corn silage and
wheat distillers’ grain (CSDG). Heifers were housed in groups of 10 in 8
pens equipped with the GrowSafe System enabling feed intake and feeding
behaviour to be continuously monitored. Two cannulated heifers were
randomly assigned to each pen and equipped with indwelling pH probes for
continuous measurement of ruminal pH during 4 periods (1to4d, 7 to 14
d, 21 to 28 d, and 42 to 49 d). Rumen fluid samples were collected from
cannulated heifers 2 h post feed delivery on d 4 and 49, for determination
of VFA. Heifers fed TMR had shorter (P = 0.01), and smaller (P = 0.03)
meals than those fed FC diets. Cattle fed BGCS and BGDG increased (P <
0.01) intake of BG over time by up to 80 and 70%, respectively. Increased
consumption of BG arose from an increase (P < 0.01) eating rate over the
same (P > 0.10) feeding time, which was accompanied by an increase (P <
0.05) in eating rate but a decrease (P < 0.05) in feeding time of either CS
or DG. Even with increased BG consumption, ruminal pH and VFA profiles
were not different (P > 0.10) among FC diets or compared with TMR. Cattle
fed FC CSDG consumed DG at a level of 60 % of dietary DM over the trial,
resulting in higher (P < 0.05) mean ruminal pH and acetate to propionate
ratio, and lower (P < 0.05) area under the curve, than those given the
other FC diets or the TMR. Finishing feedlot cattle fed FC diets containing BG
self-regulate intake of diets that have a similar composition, intake level

and ruminal fermentation profile to those fed a TMR.

Keywords: Beef cattle, acidosis, feeding behavior, free choice diets
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INTRODUCTION

Feedlot cattle are often fed total mixed rations (TMR) comprised of a
high proportion of grain and minimal forage in order to maximize growth
performance and profitability. Feedlot diets usually contain a base level of
physically effective fiber to reduce the risk of subclinical ruminal acidosis
and enhance rumen function. While pH in clinical ruminal acidosis is below
5.0, subclinical acidosis is characterized by prolonged bouts of ruminal pH
between 5.0 and 5.5 (Nagaraja and Lechtenberg, 2007), arising mainly
from the rapid production of VFA as a result of microbial fermentation of
feed (Owens et al., 1998). The amount of fiber required to reduce
subclinical acidosis depends on diet fermentability, as well as feeding
behaviour, and rate of ruminal absorption of VFA in the host (Bevans et al.,
2005). Previous studies with sodium bicarbonate reported that ruminants
given free access to dietary ingredients select a diet that attenuates
subclinical ruminal acidosis, although ruminal pH was not measured in those
studies (Cooper et al., 1996; James and Kyriazakis, 2002; Phy and
Provenza, 1998 a, b). Research that measured ruminal pH in relation to
selection of dietary ingredients has not substantiated this claim (Keunen et
al., 2003; Paton et al., 2006).

Distillers’ grains (DG) are widely used in the diets of feedlot cattle
(Klopfenstein et al., 2008). In western Canada, DG are available from either
corn or wheat, with wheat DG having a higher protein, but lower fat content
than corn DG (Ojowi et al., 1997; McKinnon et al., 1998; Shand et al.,
1998). Although research on corn DG has been done in the United States
(Vander Pol et al., 2005; Corrigan et al., 2009), there is little information on
the risk of acidosis for finishing cattle fed diets containing wheat DG. A
recent study showed that when wheat DG was used as a partial forage
substitute, dairy cows spent less time chewing and had a higher risk of
acidosis (Penner et al., 2009).

The study was conducted to determine if, when offered a choice of
ingredients, feedlot cattle select a diet that modulates ruminal pH. The
study focused on barley-grain, corn silage and wheat DG, which are

common ingredients used in the diets of feedlot cattle in Western Canada.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Animals. All animals were cared for in accordance to the Canadian
Council of Animal Care guidelines (1997). Eighty continental crossbred beef
heifers, with an initial BW of 414.9 £ 37.9 kg, were used in a 52-d
experiment at the Agriculture and Agri-Food Canada Research Centre in
Lethbridge (AB, Canada). The experiment was conducted as a generalized
randomized block design with 4 dietary treatments and 20 replications
(heifers). One month prior to starting the study, cattle were ear tagged,
fitted with a radio frequency transponder (Allflex USA Inc., Dallas Ft. Worth,
TX, USA) in the left ear, and given a growth promotant implant (Component
E-H, Elanco Animal Health, Guelph, ON, Canada). In addition, 16 out of the
80 heifers were ruminally cannulated (Model 9C, Bar Diamond, Parma, ID,
USA) under local anesthesia using full aseptic precautions.

Dietary treatments. Treatments included (Table 1): 1) a TMR
comprised mainly of barley- grain and corn silage as a control (TMR); 2) a
free-choice (i.e., self-selection) diet (BGCS) providing cattle with separate
access to dry-rolled barley-grain (BG) and corn silage (CS), 3) a free-choice
diet (BGDG) of BG and pelleted wheat distillers’ grain (DG) offered
separately; or 4) a free-choice diet (CSDG) of CS and DG offered
separately. The control TMR was typical of rations used in Western Canadian
feedlots prior to the availability of DG. To ensure adequate vitamin and
mineral consumption (NRC, 2000), a pelleted supplement was added to the
TMR and all dietary components (i.e., BG, CS and DG), at a rate of 5% (DM
basis). Melengesterol acetate (Pfizer, Kirkland, QC, Canada) was added to
the supplement to suppress estrus. Furthermore, to ensure N intake was
not a limiting factor, CS was blended with a small amount of wheat DG to
increase its CP content to 12.9% (DM basis, Table 1).

All feeds were delivered at 0900 once daily, and were provided ad
libitum assuring a 5-10% weight back. For free-choice diets, the location of
each dietary ingredient within the pen was switched every 7 d throughout
the experiment to eliminate the confounding effect of feed type and bunk
location. Prior to starting the experiment all heifers were adapted to the
TMR diet, with free-choice diets being available from d 1 to 52 of the study.
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Housing. Animals were assigned, in groups of 10, to one of 8 pens
ensuring uniformity in BW among pens. Pens measured 21 m x 27 m, with
15 m? of concrete in front of the feed bunk, and 12.6 m? of pen space
available for each heifer. Cattle were provided with a continuous supply of
fresh water and a bedded (whole barley straw) area away from the feed
bunk. The amount of bedding added to the pens was recorded. In addition,
visual observations were made (using video camera) over the first 21 d of
the experiment, to verify whether the heifers consumed the bedding.

Each pen contained 2 feeding tubs equipped with an electronic
monitoring system (GrowSafe Systems, Airdrie, AB, Canada) for automatic
recording of feed intake and feeding behavior. Each tub measured 0.91 m x
0.53 m x 0.38 m, and allowed only 1 heifer to eat at a time. Tubs were
mounted on 2 load cells, and had an antenna encased in the rim that
recorded electromagnetic signals from ear transponders (Allflex Canada, St-
Hyacinthe, Canada) with a range of approximately 0.5 m. A reader panel
recorded individual transponder numbers, feed weight and the time of day,
every 2 s over the experiment. The system was monitored daily to ensure it
was functioning correctly. Each treatment was offered in 2 out of the 8
pens. The 16 cannulated heifers were assigned equally to the 8 pens (2
cannulated heifers per pen). All heifers were adapted to their feeding

system for a minimum of 7 d prior to commencing the experiment.

Data Collection

Feed analysis and intake. Samples of TMR, BG, DG, and CS were
collected weekly for determination of DM. Values were used to calculate
weekly composition of the diets offered on a DM basis. A subsample of each
was stored and composited at 3-wk intervals for chemical analyses. Feed
offered was recorded daily for each pen over the length of the experiment,
while orts were removed, weighed and sampled weekly for DM
determination. Therefore, DMI was determined weekly for each diet and pen
as DM offered minus DM refused in order to ensure that the automatic
monitoring system was functioning correctly. The feed and ort DM was
determined by oven drying at 55°C for 48 h. All the analyses were
performed on each sample in duplicate, and when the coefficient of

variation was higher than 5 %, the analysis was repeated. The NDF and
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ADF contents were determined by methods described by Van Soest et al.
(1991), with amylase and sodium sulfite used in the NDF procedure. The
concentration of CP (N x 6.25) in feed was quantified by flash combustion
with gas chromatography and thermal conductivity detection (Carlo Erba
Instruments, Milan, Italy).

Feeding behaviour. The electronic feed bunk monitoring system
(GrowSafe Systems, Airdrie, AB, Canada) allowed the collection and storage
of animal behavior data for the 80 heifers, 24 h/d from d 1 to 49 of the
experiment. The distinct feeding events were pooled into meals as described
by Gonzéalez et al. (2009). To pool feeding visits into meals, the meal
criterion was calculated for each individual animal using the method of
Yeates et al. (2001), defined as the longest non-feeding interval accepted
(in minutes) as part of a meal. The meal criterion allowed the determination
of meal frequency, as the number of times per day that a non-feeding
interval length exceeded the meal criterion, the meal size (kg DM/meal),
which was the average feed consumed per meal, and the meal duration and
meal time, calculated as the sum of the length of all visits within a meal
(min/meal) or within a day (min/d), respectively, including time out of the
feeder within a meal. Frequency of visits was calculated as the number of
feeding visits per day (No./d) and per meal (No./meal). Daily feeding time
(min/d) was calculated as the time spent at the feeders within a day,
without including the time in which heifers were absent from the feeders
within a meal. Feeding rate was determined as daily DMI divided by daily
feeding time (g DM/min). Additionally, total DMI and proportion of each
component in the total DMI were calculated daily, as well as its day to day
variability over the experiment, calculated as the standard deviation. All
these calculations were determined for each animal using specially designed
software developed in SAS (v. 9.1.3, SAS Int., NC).

Weight gain. Heifers were weighed 2 h prior to feed delivery at the
beginning and at the end of the study. The ADG of each heifer was
determined by dividing weight gain by the number of days on feed. Feed
efficiency was calculated individually as gain to feed ratio (kg of weight gain
divided by kg of DMI over the experiment).

Ruminal pH. Ruminal pH was continuously measured for 4 periods
during the experiment (1to 4 d, 7to 14 d, 21 to 28 d, and 42 to 49 d)

122



Capitulo V

using the wireless indwelling LRC pH system (Penner et al., 2006). The
system consisted of a pH probe (model PHCN-37, Omega Engineering,
Stamford, CT, USA) enclosed in a protective shield that allowed the ruminal
liquid to percolate freely, but prevented the electrode from contacting the
ruminal epithelium. Weights were attached to each probe to ensure that
they remained in the ventral sac of the rumen. The indwelling electrode
measured and recorded the ruminal pH every 60 s over the measurement
period. Each electrode was standardized using pH 4.0 and 7.0 standards at
the beginning and at the end of each session. The pH data were first
summarized by day and then averaged across each measurement period as
mean pH, maximum and minimum pH, and area under the curve and
proportion of time in which pH was below 5.8, 5.5 and 5.2 as an index of
severity of ruminal acidosis. The area under the curve was calculated by
multiplying the absolute value of deviations in pH by the time in min spent
below the established threshold for each measure, and was then divided by
60 and expressed as pH unit x h.

VFA measurements. Ruminal content samples were taken from
cannulated animals on days 7 and 42 before feed delivery, and on days 4
and 49 of the experiment at 2 h after feed delivery. A composite sample of
ruminal contents (250 mL per site) was obtained from the reticulum, the
dorsal and ventral sacs, and the feed mat for each animal and was strained
through polyester monofilament fabric (Pecap 7-335/47 mesh opening-335
Mm, Tetko Inc., Scarborough, ON, Canada). For each heifer, 5 mL of filtrate
was preserved for subsequent determination of VFA and lactate by adding 1
mL of 25% (wt/vol) metaphosphoric acid. Samples were stored at -20 °C in
sealed plastic vials until analysis. Ruminal VFA were quantified using gas
chromatography with crotonic acid as an internal standard (model 5890,
Hewlett Packard, Little Falls, DE, USA) and a capillary column (30 m x 0.32
mm i.d., 1 um phase thickness, bonded polyethylene glycol, Phenomenex
Inc., Torrance, CA, USA) using flame ionization detection. Lactic acid
concentration was determined by gas chromatography after derivatization
with boron trifluoride-methanol as described by Supelco (1998).

Blood variables. Blood samples were taken from the cannulated heifers
via jugular veinapuncture immediately prior to feed delivery on d 0, 7, 42

and 49 of the study. Blood was collected in 10 mL vacuum tubes containing
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Na-heparin (Vacutainer No. 6480, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA), and samples were analyzed within 2 h. Blood pH, partial pressure of
CO, (pCO,), bicarbonate content, total content of CO, (equivalent to the
content of bicarbonate plus carbonic acid) and the serum anion gap (the
sum of free cations, Na* + K*, minus the sum of free anions, CI" + HCO5", in
serum) were determined immediately using an electrolyte and blood gas
analyzer (Vetstat, Idexx Laboratories, Westbrook, ME, USA). Packed cell
volume (PCV) was determined using blood collected into a 7 mL vacuum
tube containing EDTA (Vacutainer No. 6450, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA). The blood was transferred to a micro-hematocrit capillary
tube, the end was sealed, and the tube was centrifuged for 6 min with a
hematocrit centrifuge and read with a microcapillary reader (model MH,

International Equipment Co., Boston, MA, USA).

Statistical Analyses

Data were analyzed using the MIXED procedure of SAS (version 9.1,
SAS Institute, Inc., Cary, NC) for repeated measures over time, considering
heifer as the subject with the Univariate or the first-order Antedependence
covariance structure, according to the lowest Bayesian information criterion.
In addition, a set of 4 pens was used as the blocking factor. In the analysis
of the feed intake, feeding behavior, feed cost of gain, pH profile, and blood
and rumen fermentation variables, the model included treatment, time and
their interactions as fixed effects, while the effect of the pen was considered
as a random factor. The meal criterion, standard deviation of DMI, ADG and
gain to feed ratio were calculated individually over the duration of the
experiment, so the model included the treatment as a fixed effect and pen,
and pen within treatment as random effects. For all the statistical analyses,
significance was declared at P < 0.05 and trends at 0.05 < P < 0.10, using

the Bonferroni multiple comparison test to separate means.

RESULTS

Treatment differences were of more interest than time differences

within a treatment. Therefore daily means within each treatment are not
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presented, but treatment x time interaction is just discussed where

applicable.

Feed Intake and Behaviour

A treatment x time interaction (P < 0.01) was observed for DMI, with
all heifers increasing their DMI from wk 1 to wk 7, with the exception of
those fed the BGDG in which DMI did not change during the experiment
(Table 2). Heifers fed CSDG had greater DMI than those fed TMR (P = 0.04)
or BGCS (P < 0.01) and heifers fed BGDG had greater DMI (P = 0.01) than
those fed BGCS. In addition, the day to day DMI variability over the
experiment trended to be greater (P = 0.06) in heifers fed CSDG than those
fed the TMR treatment (CSDG = 2.53 vs. TMR = 1.98 kg DM/d; SEM =
0.094). A treatment x time interaction (P < 0.01) was observed for heifers
fed free-choice diets (Figure 1), where cattle fed CSDG maintained the
same consumption pattern over the experiment, but those offered the BGCS
or BGDG treatments increased BG (P < 0.05) as a proportion of DMI over
time, and decreased (P < 0.05) the proportion of DMI of either CS or DG,
respectively.

The meal criterion was lower (P < 0.01) in heifers fed TMR than those
fed CSBG (TMR = 1007.1 vs. CSBG = 1793.0 s; SEM = 161.3). The meal
size increased (P < 0.01) over the experiment for all treatments, but it was
lower (P = 0.03) in heifers fed TMR than those fed BGDG or CSDG (Table
2). Daily feeding time showed a treatment x time interaction (P < 0.01),
where heifers fed BGCS and BGDG decreased the time they spent feeding
over the experiment, while heifers fed TMR and CSDG maintained the same
feeding time over the course of the experiment. The feeding rate also
showed a treatment x time interaction (P = 0.01), where all heifers
increased their feeding rate over the experiment with the exception of those
fed CSDG. The frequency of visits per day, like the frequency of visits per
meal, showed a treatment x time interaction (P < 0.01). Heifers fed TMR
and BGDG did not alter (P > 0.10) the number of feeder visits over the
experiment, while heifers fed BGCS and CSDG visited the feed bunk more
frequently over the course of the study.

The analyses of feeding behavior on each dietary component

separately showed the same trends and effects with the data sorted by
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meal or by day; therefore, discussion regarding feeding behavior will be
presented by day.

Regarding the feeding behavior of heifers offered CS as a dietary
component, a treatment x time interaction (P < 0.01) was observed for all
but a few calculated feeding behavior variables (Table 3). The proportion of
CS consumed in the final diet was constant over the experiment when it
was offered with DG, but decreased (P < 0.01) when it was offered with BG
(wk 1 =24.4vs. wk 7 = 16.9 % of total DMI; SEM = 1.99). The daily DMI
of CS increased over the experiment when it was offered with DG, but
remained constant when it was offered with BG. The daily feeding time
remained constant over the experiment when CS was offered with DG, but
decreased over the experiment with BG (wk 1 = 39.2 vs. wk 7 = 24.1
min/d; SEM = 5.30). The feeding rate showed a trend (P = 0.08) for a
treatment x time interaction. Feeding rate was lower over the course of the
experiment when CS was offered with DG, than when CS was offered with
BG. The frequency of daily visits to the CS feeder had a greater increase
over the study when CS was offered with DG (wk 1 = 14.7 vs. wk 7 = 20.3
visits/d; SEM = 1.04) than when it was offered with BG (wk 1 = 10.5 vs. wk
7 = 13.4 visits/d; SEM = 1.04).

When animals were offered free-choice treatments, the proportion of
BG ingested showed a treatment x time interaction (P = 0.01), where BG
intake increased over the experiment when it was offered with CS or DG
(Figure 1). However, the variability of the proportion of BG consumed over
the experiment was lower (P = 0.02) when it was offered with CS than with
DG (BGCS = 5.74 vs. BGDG = 8.33 kg BG/total DMI; SEM = 0.771).The
daily DMI of BG (P = 0.01) was greater when BG was offered with CS than
with DG, and increased (P < 0.01) over the experiment with CS or DG
(Table 3).

The feeding behavior of heifers offered free-choice diets containing DG
showed a treatment x time interaction (P < 0.01) for all the calculated
parameters (Table 3). The proportion of DG chosen was constant over the
experiment when it was offered with CS, but decreased with BG (wk 1 =
43.1 vs. wk 7 = 32.8 % of total DMI; SEM = 1.97. Figure 1). In addition,
the variability of the proportion of DG ingested over the experiment was
greater (P < 0.01) when it was offered with BG than with CS (BGDG = 8.33
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vs. CSDG = 4.88 kg DG/total DMI; SEM = 0.598). The daily DMI increased
when it was offered with CS, but decreased when it was offered with BG.
The daily feeding time decreased when DG was offered with BG (wk 1 =
41.2 vs. wk 7 = 23.2 min/d; SEM = 2.15), but remained constant with CS.
The frequency of visits per day to the DG feeder increased when DG was
offered with CS (wk 1 = 14.3 vs. wk 7 = 18.6 visits/d; SEM = 0.74), but
remained constant with BG.

Rumen Fermentation Profile

Heifers fed CSDG exhibited a higher mean ruminal pH (P = 0.01) than
those fed the other diets, and a higher minimum pH (P = 0.01) than those
fed TMR or BGCS (Table 4). Heifers fed CSDG had lower (P < 0.05) duration
of ruminal pH under 5.8 and 5.5 than those fed the other diets. Similarly,
cattle fed CSDG had a lower (P = 0.05) area under curve at pH 5.8 than
those fed the TMR or BGDG.

All the effects on VFA profile were found from sampling after feeding
(Table 5). Heifers fed TMR had a greater total VFA concentration than those
fed the other diets. In addition, total VFA concentration was lower (P =
0.01) on d 4 than on d 49 of the experiment (107.3 vs 130.3 mM; SEM =
7.14). Animals fed CSDG had greater (P = 0.01) proportions of acetate and
butyrate and a lower (P < 0.01) proportion of propionate than those fed the
other diets. In addition, propionate was lower (P = 0.03) on d 4 than on d
49 of the experiment (37.2 vs 39.5 mol/100 mol; SEM = 1.12). There was a
trend for a treatment x time interaction (P = 0.08), where only heifers fed
CSDG had a greater acetate to propionate ratio on d 4 compared with d 44.
The branched-chain VFA showed a trend (P = 0.05) for a treatment x time
interaction, where it only decreased in heifers fed CSDG from d 4 to d 49,
but remained unchanged over the experiment for other diets. On average
across all diets, the lactate concentration decreased (P < 0.01) from 0.19 to
0.02 mM (SEM = 0.053) between d 4 and 49 of the experiment.

Blood Variables

There were no differences (P > 0.10) among treatments in any of the
blood variables measured (Table 6). The pCO, increased (P = 0.02) from
38.7 to 44.3 kPa (SEM = 1.44) between d 0 and 49. Blood concentration of
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Na® (P = 0.01) and CI" (P = 0.06) were lower on d 7 as compared to the
other days.

Performance and Feed Cost

The ADG was not different among feeding treatments (Table 7).
However, heifers fed the CSDG treatment trended (P = 0.07) to have a
lower gain to feed ratio than those fed other treatments.

DISCUSSION

Feed Choice and Intake

Cattle fed the free-choice treatments showed different preferences for
each dietary component depending on the diet offered and, in some cases,
changed their diet composition over the course of the experiment. These
results suggest that ruminants allowed to choose among ingredients were
able to select diets according to their needs, in agreement with previous
studies (Forbes and Provenza, 2000; Atwood et al., 2001; Askar et al.,
2006).

How ruminants regulate diet selection and food intake has been widely
studied and reviewed (Gallouin and Le Magnen, 1987; Forbes, 1995; Illius
et al., 2002), with work showing that multiple factors are involved in the
control of voluntary intake (Forbes, 2003). These include post-ingestive
feedback mechanisms (Yearsley et al., 2006), learning and feeding
motivation (Day et al., 1998), energy balance and nutrient requirements
(Stubbs and Tolkamp, 2006), fitness of the animal (Illius et al., 2002), and
oxygen efficiency (Ketelaars and Tolkamp, 1996). In our study, when cattle
were able to freely choose BG as a dietary component in combination with
either CS or DG, they gradually increased the proportion of BG in their diet
over the 52 d feeding period (Figure 1). This increase is interpreted as a
natural and voluntary adaptation process to a high-concentrate diet, also
reported in previous studies (Catanese et al., 2009), and linked to the
animal’s requirement for more energy for fat deposition with advancing
maturity (NRC, 2000), as well as adaptation to the consumption of high-
grain diets (Tajima et al., 2000; Sun et al., 2010).
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Previous studies (Britton and Stock, 1987) have associated an erratic
feed intake from day to day, reflected in increased variability of DMI, with
metabolic digestive disorders such as subclinical acidosis. In our
experiment, providing heifers a diet either as TMR or free-choice did not
alter DMI variability, except for the CSDG treatment. However, the greater
DMI variability with CSDG was not associated with ruminal acidosis, as
heifers fed this treatment had the greatest ruminal pH values, but it was
likely the result of an adaptation process to a diet with unusual high
proportions of DG.

Cattle offered BG and CS initially consumed a diet consisting about
70% BG, but gradually increased the proportion of BG in the diet to 80% of
total DMI, a level similar to the formulated TMR which contained about 85%
BG. Previous research has also shown the ability of cattle to consume high
proportions of grain given a free-choice diet (Sahin et al., 2003; Askar et
al., 2006; Gonzalez et al., 2009). However, other studies reported grain
consumption below 60% of total DMI in animals offered free-choice diets
(Catanese et al., 2009; Commun et al., 2009). These differences are most
likely due to differences in animal and forage characteristics among
experiments, such as the age of the animals or the physically effective fiber
content of the forage.

When a choice of BG and DG was offered, without any forage, the
proportion of BG ingested also increased over the experiment to 70%, but it
did not reach the level of BG present either in the TMR or the CSBG diets.
This difference in the BG proportion consumed between the BGCS and
BGDG treatments may reflect the lower NDF content of DG (27.8 %) as
compared to CS (42.2 %), and its smaller particle size. When used as a
replacement for forage, wheat based distillers’ grain does not stimulate the
same degree of rumination and chewing (Penner et al., 2009), reducing the
saliva production and, consequently, the capacity to neutralize the rapid
acid production that arises from the fermentation of grain. Accordingly, the
variability of the BG proportion in the diet was greater when it was offered
with DG than with CS, indicating an erratic feed intake likely associated with
a more acidotic rumen environment (Britton and Stock, 1987). Despite the
lower intake of BG when it was offered with DG than with CS, heifers fed
the BGDG treatment had a greater total DMI as they consumed 3.59 kg DM
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of DG, compared with the 1.65 kg DM of CS consumed by the heifers
offered BGCS. The larger particle size of CS compared with DG may in part
account for the higher intake of DG compared with CS, due to its lower
filling effect (Allen, 1996) and the faster passage rate from the
reticulorumen (Jung and Allen, 1995). Other factors, such as fermentative
products acting as a negative feedback to control feed intake are discussed
later.

Distillers’ grain was used as the main energy source of the diet for
cattle offered CS and DG, comprising up to 63% of total DMI (Table 2).
Even though DG and BG have approximately the same energy value, the
proportion of DG consumed was lower than the proportion of BG consumed
when they were offered with CS, suggesting that factors such as the fiber
content or high N content as opposed to rumen fill may have limited DG
consumption. In addition, the variability of the DG proportion in the diet
was greater when it was offered with BG than with CS, likely associated
with a more acidotic rumen environment (Britton and Stock, 1987), as it
has been explained before. There are no previous studies in which finishing
feedlot cattle were fed a diet with this proportion of wheat DG. Schingoethe
et al. (2009) suggested that sulphur content in distillers’ grains with
solubles feeds may be higher than expected, so diets with a high proportion
of these ingredients could reach easier sulphur toxicity levels. In our case,
no signs of sulphur toxicity were found during the experiment. The lower
energy content of CS compared with the rest of the dietary components
resulted in heifers fed CSDG increasing their DMI to meet energy
requirements. Mertens (1994) showed that DMI was positively correlated

with NDF concentration when energy limits intake.

Feeding Behavior

As the energy requirements of heifers increased for fattening, there
was a progressive increase in daily DMI and meal size. In addition, the
feeding rate also increased over the experiment, likely due to an increased
BW and bite size throughout the experiment. Gonzalez et al. (2008) also
reported an increase of both concentrate and straw eating rate as the age
of heifers increased. As a result, the duration of eating remained constant

or was reduced over the experiment.
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Heifers fed TMR had lower meal criterion and frequency of visits than
those offered diets free-choice. These differences were likely related to feed
distribution, since heifers fed TMR had 2 feeder tubs within each pen in
which the same diet was offered, whereas heifers fed free-choice diets were
forced to visit 2 feeder tubs to complete their meals. Consequently, heifers
fed the TMR treatment had lower meal length and meal time than those fed
a similar diet free-choice, due to the increased time required to switch
between feeders. This is supported by the lack of effect on daily feeding
time, which does not include the time in which heifers were absent from the
feeders. Others have also reported longer meals in heifers fed free-choice
diets compared with mixed rations (Boga et al., 2009). Heifers fed the free-
choice treatments also had greater meal size than those fed TMR. Atwood et
al. (2001) also reported this effect indicating that greater meal size resulted
from the animals being able to choose from a variety of foods with different
flavours and nutrient content. However, this effect could also be explained
by the fact that heifers fed the TMR may not have been able to eat larger
meals because of physical or physiological restrictions related to the high-
grain content of the diet. It is also possible that TMR fed heifers had shorter
meals indicating that they achieved satiation sooner than those heifers that
had to consume their diet from 2 feeders where satiety may have been
delayed as a result of the need to switch between dietary components.

The previously described differences in dietary ingredient preference,
depending on the offered treatment, can be explained by changes in the
feeding behavior. As the eating rate increased over the experiment for all
offered dietary ingredients, observed changes in the diet composition were
directly related to changes in the DMI, feeding time or frequency of visits to
the feed bunk. Therefore, heifers fed the BGCS treatment increased the BG
proportion progressively over the experiment by maintaining a constant
feeding time with increased DMI, while consumption of CS decreased over
the experiment through a reduction in feeding time at a constant DMI.
Similarly, heifers fed BGDG increased consumption of BG over the
experiment with a constant feeding time, with an increase in DMI, while the
DG proportion decreased as a result of a reduction in both feeding time and
DMI. This increase in the proportion of BG ingested when it was offered

either with CS or with DG was accompanied by an increase in the frequency
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of visits to the feed bunk throughout the experiment. The increase in the
frequency of visits without affecting the feeding time suggests that heifers
ate more BG through more frequent visits to the feed bunk as opposed to
increasing the duration of each meal. This could be interpreted as a
mechanism used by heifers to eat more BG without negatively affecting the
rumen environment, by distributing the daily intake more evenly over time

allowing for intermittent periods of rumination and salivation.

Ruminal Fermentation Profile and Blood Parameters

Ruminal pH, fermentation profile and blood parameters were measured
to assess the relationship between diet selection and ruminal and metabolic
acidosis. The TMR, BGCS and BGDG treatments did not differ in
fermentation, blood or pH profiles. On one hand, this finding suggests that
providing heifers a BG and CS diet either as TMR or free-choice did not alter
rumen fermentation or blood parameters, even though it did alter feeding
behaviour and the relative proportion of BG and CS consumed. In addition,
free-choice provision of BG and DG, without forage, also resulted in no
noticeable increase in subclinical or clinical acidosis. However, these results
must be interpreted with caution as pH parameters were only measured in 4
heifers on each diet. Individuals are known to differ widely in their response
to diets that increase the risk of subclinical acidosis, with many of the
factors responsible for this variation remaining unclear (Bevans et al., 2005;
Penner et al., 2009).

Although cattle offered BGCS and BGDG free-choice increased the
proportional intake of BG over the experiment, ruminal pH remained
relatively constant with no measurable treatment by time interaction. This
suggests that cattle were able to increase BG intake without negatively
affecting ruminal pH. This might have been achieved by increased frequency
of visits, but metabolic and physiologic adaptations may also be feasible.
Cattle fed CSDG had the highest ruminal fluid pH despite the fact that
concentrations of VFA were similar in heifers fed BGCS and BGDG diets
either before and after feeding. This may reflect the higher amount of
physically effective fiber in CS, which stimulates rumination and salivation.
Furthermore, the CSDG would have also contained the lowest level of

fermentable carbohydrate among diets as well as promoted the highest
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level of CP intake, a factor that may have also modulated pH through
increased NHs in the rumen (Sauvant et al., 1999).

Cattle fed the TMR treatment had a greater total VFA concentration
after feeding than cattle fed free-choice diets. These differences may have
resulted from the greater proportion of BG consumed by heifers fed the
TMR. However, considering that ruminal liquid samples were obtained 2 h
after feed was offered, this greater VFA concentration could also be a
consequence of differences in feeding behaviour; i.e., a shorter meal
duration for heifers fed TMR, or an increase in the frequency of visits of
heifers fed free-choice diets. However, as there were no differences in
ruminal pH or blood parameters among diets, our work suggests that the
heifers were capable of self-selecting diets with respect to preventing
increased risk of subclinical or clinical acidosis.

As expected, cattle consuming CSDG, which had the highest NDF
content, had the highest and lowest molar proportions of acetate and
propionate, respectively, compared with diets that contained higher levels
of fermentable carbohydrate. In addition, heifers fed CSDG had the greatest
DMI, suggesting that in the rest of treatments the higher propionate levels
could be acting as a negative feedback mechanism to control feed intake, as
has been previously described (Farningham and Whyte, 1993; Oba and
Allen, 2003).

Animal Performance and Feed Cost

In the context of this relatively short feeding period, the cattle fed any
of the free-choice treatments maintained the same ADG and gain to feed
ratio as those fed TMR (Table 7), with the only exception of a trend for a
lower gain to feed ratio in heifers fed the CSDG diet. Others have shown
similar results in beef cattle fed a free-choice diet vs. a TMR (Atwood et al.,
2001; Sahin et al., 2003; Askar et al., 2006). The lack of difference in ADG
among treatments leads to the conclusion that offering grain and forage
components separately enabled the heifers to select their own diet without
affecting negatively the performance relative to provision of a TMR.
Furthermore, neither growth rate nor ruminal fluid pH was affected when
the source of forage (CS) was eliminated from the diet, as in BGDG

treatment. This is an important finding because of the growing availability
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of DG and the potential to reduce the forage component of finishing feedlot
diets (Klopfenstein et al., 2008; Wierenga et al., 2010).

CONCLUSIONS

Cattle fed either TMR or free-choice diets had similar ruminal
fermentation and growth performance, with the exception of the CSDG diet
for which ruminal pH levels were consistently higher, and gain to feed ratio
trended to be lower. In addition, when BG was the concentrate component
in free-choice diets, heifers were able to gradually increase the intake of BG
through more frequent visits to the feeder containing BG, and reducing the
time spent eating the alternative dietary ingredient (ie. CS or DG). Finishing
feedlot cattle fed BG and CS separately selected a diet similar to the
composition of a conventional TMR with no signs of acidosis. When cattle
were given free-choice access to wheat dry distillers’ grain as an alternative
to CS, they consumed levels up to 65% of their total daily DMI. Our results
suggest that cattle can effectively self-select diets without increasing the
risk of subclinical acidosis and still maintaining similar levels of growth and

feed efficiency compared with TMR.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Dietary components and their chemical composition.

Dietary components®
Item TMR BG DG CS

Ingredient composition, % diet DM

Tempered barley-grain 85.0 95.0 -2 -

Wheat dry distillers’ grain - - 95.0 12.0
Corn silage 10.0 - - 83.0
Supplement 5.0 5.0 50 5.0

Chemical composition®

DM, % 81.2 86.2 93.1 46.0
CP, % DM 14.1 15.6 40.7 12.9
NDF, %DM 20.3 17.5 27.8 42.2
ADF, % DM 6.9 4.4 16.8 26.6
NEm, Mcal/kg 1.97 2.03 2.03 1.56
NEg, Mcal/kg 1.33 1.38 1.38 0.97

1 TMR: Total mixed ration; BG: dry-rolled barley grain component of the
free choice diets BGCS and BGDG; DG: wheat dry distillers’ grain
component of the free choice diets BGDG and DGCS; CS: corn silage
component of the free choice diets BGCS and DGCS.

2 Ingredient not included in the diet.

3 ADF: Acid detergent fiber; NDF: neutral detergent fiber; NEm: net energy

for maintance; NEg: net energy for growth.
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Table 2. Feed intake and feeding behavior of heifers consuming TMR, BGCS, BGDG and CSDG treatments, determined

individually (n = 20) over the experiment.

Treatment! P-value?

Item TMR BGCS BGDG CSDG SEM Trt  Time Tr; *

DMI, kg DM/d 8.97°¢  8.33¢ 9.37%® 9,71° 0.254  <0.01 <0.01 <0.01
Meal characteristics

Size, kg DM/meal 1.13°  1.24% 1,372 1.37° 0.065 0.03 <0.01 0.31

Meal duration, min/meal 15.3° 24.8® 20.6™ 27.8° 1.65 <0.01 <0.01 0.07

Meal time, min/d 119.0° 164.6® 137.9° 194.6° 9.54 0.01 <0.01 <0.01

Frequency, No./d 8.53°  7.15>  7.34> 7.52° 0.332 0.02 <0.01 0.07

Feeding time, min/d 83.3°  74.2° 73.1P 124.,5° 4.19 <0.01 <0.01 <0.01

Feeding rate, g DM/min 112.9° 119.7% 134.0° 81.1° 4.43 <0.01 <0.01 0.01

Frequency of visits, No./d 18.5° 33.5° 30.6° 36.7° 1.46 0.01 <0.01 <0.01

! Treatments were a total mixed ration (TMR) and three free choice diets consisting of components offered separately; barley
grain and corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers” grain and corn
silage (CSDG).

2 Fixed effects were treatment (Trt), Time (T), and treatment within time (TrtxT).

a b ¢ Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05).
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Table 3. Feeding behavior of heifers consuming CS, BG and DG when offered separately in the free-choice dietary treatments (n = 20).

term Treatment? P-value®
BGCS BGDG CSDG SEM Trt Time TrtxT
Cs
% of DMI, kg CS/total DMI 20.4 -3 36.6 1.99 0.02 0.046 <0.01
DMI, kg/d 1.65 - 3.52 0.16 0.01 0.04 <0.01
Feeding time, min/d 30.6 - 67.5 5.30 0.03 0.047 <0.01
Feeding rate, g DM/min 62.7 - 54.8 2.40 0.02 <o0.01 0.08
Frequency of visits, No./d 13.5 - 19.9 1.04 0.03 <0.01 <0.01
BG
% of DMI, kg BG/total DMI 79.6 62.0 - 1.99 0.03 <0.01 0.01
DMI, kg/d 6.70 5.79 - 0.18 0.01 <0.01 0.11
Feeding time, min/d 43.7 41.9 - 1.82 0.48 <0.01 <0.01
Feeding rate, g DM/min 163.7 147.2 - 6.08 0.06 <0.01 <o0.01
Frequency of visits, No./d 20.1 17.4 - 0.97 0.30 <0.01 <0.01
DG
% of DMI, kg DG/total DMI - 38.1 63.4 1.97 0.01 <0.01 <o0.01
DMI, kg/d - 3.59 6.19 0.34 0.046  0.47 <0.01
Feeding time, min/d - 31.2 57.0 2.15 <0.01 <0.01 <0.01
Feeding rate, g DM/min - 122.3 114.7 4.82 0.28 <0.01 <0.01
Frequency of visits, No./d - 13.2 16.8 0.74 <0.01 <0.01 <0.01

! Treatments were free choice diets consisting of components offered separately; barley grain and corn silage (BGCS), barley grain and
wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers’ grain and corn silage (CSDG).
2 Fixed effects were treatment (Trt), Time (T), and treatment within time (TrtxT).

3 Ingredient not included in the diet.



Table 4. Daily ruminal fluid pH profile determined in 16 feedlot cattle (n = 4) consuming TMR, BGCS, BGDG and CSDG

treatments, over 4 measurement periods (from d 1 to 4, 7 to 14, 21 to 28, and 42 to 49).

Treatment? P-value?
Item TMR BGCS BGDG CSDG SEM Trt Time TxT

Daily pH

Mean 5.66° 5.86° 5.72° 6.25° 0.110 0.01 0.83 0.62

Maximum 6.63 6.83 6.54 6.90 0.147 0.28 0.39 0.22

Minimum 4,96° 5.00° 5.18%® 5.44° 0.092 0.01 0.51 0.75
Time, % of the day

<5.8 0.62° 0.48° 0.58 0.16° 0.084 <0.01 0.89 0.73

<5.5 0.44° 0.33* 0.42° 0.06° 0.091 0.03 0.78 0.70

<5.2 0.22 0.18 0.23 0.01 0.073 0.22 0.65 0.58
Area, h-pH/d

<5.8 7.17° 5.56%® 7.05% 0.96° 1.711 0.05 0.81 0.58

<5.5 3.30 2.65 3.36 0.21 1.428 0.15 0.78 0.52

<5.2 0.91 0.83 0.95 0.01 0.702 0.36 0.94 0.41

! Treatments were a total mixed ration (TMR) and three free choice diets consisting of components offered separately; barley
grain and corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers’ grain and corn
silage (CSDG).

% Fixed effects were treatment (Trt), Time, and treatment within time (TxT).

&b Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05).



vl

Table 5. Ruminal fermentation profile determined in 16 feedlot cattle (n = 4) consuming TMR, BGCS, BGDG and CSDG treatments, ond 7
and 42 before feeding, and d 4 and 49 after feeding.

Treatment! P-value?
Item TMR BGCS BGDG  CSDG SEM Trt Time TrtxT
Before feeding
Total VFA concentration, mM 119.6 110.9 105.2 88.3 14.15 0.53 0.03 0.50
VFA proportion, mol/100mol
Acetate 42.2 46.6 47.5 55.7 4.14 0.15 0.90 0.89
Propionate 42.8 41.5 37.5 28.5 4.30 0.11 0.79 0.91
Butyrate 9.16 6.78 9.16 10.2 0.806 0.06 0.68 0.66
Branched-chain VFA3 1.71 2.32 2.32 2.42 0.465 0.54 0.29 0.53
Acetate to propionate ratio 1.00 1.16 1.46 2.15 0.452 0.10 0.95 0.90
Lactate concentration, mM 0.06 0.06 0.15 0.07 0.320 0.20 0.06 0.25
After feeding
Total VFA concentration, mM 147.8° 113.1° 115.5°  99.0° 7.14 <0.01 0.01 0.94
VFA proportion, mol/100mol
Acetate 44.6° 46.6° 46.5° 54,22 1.21 0.01 0.25 0.44
Propionate 44.9° 41.6° 40.1° 26.8° 1.12 <0.01 0.03 0.46
Butyrate 6.35° 6.90° 7.97° 12.78 0.89 <0.01 0.63 0.68
Branched-chain VFA3 1.49 1.96 1.99 2.67 0.308 0.06 0.84 0.05
Acetate to propionate ratio 0.99° 1.12° 1.18° 2.05° 0.068 <0.01 0.03 0.08
Lactate concentration, mM 0.08 0.12 0.12 0.10 0.053 0.87 <0.01 0.82

! Treatments were a total mixed ration (TMR) and three free choice diets consisting of components offered separately; barley grain and
corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers’ grain and corn silage (CSDG).

2 Fixed effects were treatment (Trt), Time (T), and treatment within time (TrtxT).

3 Includes isobutyrate and isovalerate.

&b Means with different superscripts in the same row are different (P < 0.05)..



Table 6. Blood variables determined in 16 feedlot cattle (n = 4) consuming TMR, BGCS, BGDG and CSDG treatments, on d 0,

7, 42 and 49 of the experiment, prior to feed delivery.

ltem Treatment? P-value?
TMR BGCS BGDG CSDG SEM Trt Time Trt x T
pH 7.46 7.45 7.44 7.46 0.009 0.39 0.11 0.31
pCO,, kPa 40.8 42.8 43.0 40.4 1.44 0.48 0.03 0.46
Total CO,, mM 27.9 28.5 27.9 27.5 1.082 0.93 0.12 0.81
Anion Gap 17.3 17.5 17.5 17.1 1.304 0.98 0.38 0.65
Na*, mM 142.0 144.1 142.6 143.3 1.068 0.56 0.01 0.15
K*, mM 4.07 3.99 4.07 3.94 0.154 0.78 0.15 0.98
ClI', mM 102.1 103.5 102.3 103.8 1.647 0.55 0.06 0.51
HCO3", mM 26.7 27.2 26.6 26.3 1.045 0.93 0.14 0.82

PCV, mL/100 mL of blood 429 41.2 44.1 43.7 1.857 0.75 0.92 0.52

! Treatments were a total mixed ration (TMR) and three free choice diets consisting of components offered separately; barley
grain and corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers’ grain and corn
silage (CSDG).

% Fixed effects were treatment (Trt), Time (T), and treatment within time (TrtxT).
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Table 7. Performance variables of heifers consuming TMR, BGCS, BGDG and CSDG treatments, determined individually (n =

20) over the experiment.

Treatment! P-value
Item -
TMR BGCS BGDG CSDG SEM Treatment
ADG, kg BW/d 1.86 1.82 1.78 1.67 0.082 0.45
Gain to feed ratio, kg BW/kg DMI  0.22 0.23 0.20 0.18 0.009 0.07

! Treatments were a total mixed ration (TMR) and three free choice diets consisting of components offered separately; barley
grain and corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and wheat dry distillers’ grain and corn
silage (CSDG).



Free choice diets for beef cattle

Figure 1. Dietary component preference (as % of total DMI) of each free-

choice treatment, obtained individually each week over the experiment (n =

20).
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Treatments consisted of components offered separately; barley grain and
corn silage (BGCS), barley grain and wheat dry distillers’ grain (BGDG), and
wheat dry distillers’ grain and corn silage (CSDG). The treatment x time
interaction was significant for CS (P < 0.01), BG (P = 0.01), and DG (P <

0.01) dietary components. Different letter (* ®) in the same dietary

component and treatment are different (P < 0.05).
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Capitulo VI

1. INTRODUCCION

A lo largo de la presente tesis doctoral, se ha abordado el problema
de los trastornos digestivos en terneros de engorde desde diferentes puntos
de vista, abarcando de forma mas o menos especifica, desde el uso de
diferentes aditivos modificadores de la fermentacion ruminal, hasta el
manejo de la alimentacidn en las explotaciones. Esta aproximacion
multidisciplinar ha permitido estar en contacto con una bibliografia de
tematica muy diversa, y ha impulsado el desarrollo y aprendizaje de una
gran variedad de técnicas, desde PCR cuantitativa, hasta el analisis de la

conducta de alimentacion de un rumiante.

Por otro lado, el enfoque del tema desde diferentes perspectivas ha
propiciado que el desarrollo de la presente tesis no fuera de forma “lineal”,
es decir, dénde los diferentes experimentos fueran profundizando
paulatinamente sobre una cuestion en concreto. Aunque todos los
experimentos aqui expuestos mantienen un objetivo comin, como es el
estudio de la prevencién de los trastornos digestivos en terneros de engorde
alimentados sin antibiéticos, cada uno lo aborda desde un punto de vista
distinto y que no esta directamente vinculado al resto. Por este motivo, en
este capitulo no se han analizado los resultados obtenidos en su conjunto,
ya que el andlisis individual no aportaria mas de lo que ya lo hace cada

discusién por separado.

El presente capitulo, por tanto, lo que pretende es describir el
desarrollo cronolégico de la tesis, justificando las decisiones tomadas
durante su desarrollo, para acabar apuntando algunas consideraciones

generales y perspectivas de futuro.

2. DESARROLLO CRONOLOGICO

El origen de esta tesis tuvo lugar en el afio 2006, coincidiendo con la
entrada en vigor de la directiva de la Union Europea (1831/2003/CEE) que
prohibia el uso de antibiéticos iondéforos en la alimentacion animal. El

anuncio de esta prohibicién habia dado pie a que, desde algunos afnos
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antes, se invirtieran esfuerzos y recursos en la investigacion y desarrollo de
alternativas a dichos antibidticos (Jouany y Morgavi, 2007). Concretamente
en nuestro departamento, ya se habian establecido convenios con
diferentes empresas para estudiar, principalmente, el uso de extractos de
plantas y aceites esenciales como modificadores de la fermentacién ruminal.
Fruto de esos convenios se llevaron a cabo diferentes experimentos que
resultaron en la publicacién de hasta 15 articulos cientificos (Tabla 1, Anexo
2) y 4 tesis doctorales (Busquet, 2005; Cardozo, 2005; Castillejos, 2005;
Blanch, 2009). Paralelamente, otra de las lineas de investigacién que se
desarrollaba en el departamento era el estudio de los efectos de la dieta y el
manejo sobre el pH, la fermentacion ruminal y el comportamiento de
alimentacién de terneros de engorde (Tabla 2, Anexo 2). Asi pues, la
presente tesis doctoral se enmarca en este contexto, donde confluye el
interés por los aditivos modificadores de la fermentacion ruminal, asi como
por los efectos de la dieta, el manejo y el comportamiento de alimentacién

sobre el pH ruminal.

Los dos primeros trabajos experimentales incluidos en esta tesis
fueron el resultado de convenios puntuales con empresas, que tenian el
objetivo de evaluar los efectos de sus productos (a base de levaduras)
sobre la fermentacidon ruminal bajo determinadas circunstancias. De esta
manera, el primer estudio (Capitulo III) se inicié gracias a un convenio
entre la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB) y Lallemand SAS
(Blagnac, France). El objetivo era evaluar los efectos de uno de sus
productos a base de levaduras sobre la fermentaciéon ruminal, asi como las
diferencias existentes cuando el almidén de la dieta provenia de maiz o
cebada. La hipdtesis era que ante dietas ricas en concentrado, y
especialmente con almidones de rapida fermentacién, la adicién de
levaduras vivas seria capaz de estabilizar la fermentacion ruminal evitando
grandes caidas del pH, y en consecuencia, la posible apariciéon de acidosis.
Es por esto que para realizar el experimento se utilizd el sistema de
fermentadores de doble flujo continuo (Hoover y col., 1976), ya que
permitia tener unas condiciones de fermentacion homogéneas entre
tratamientos, a la vez que hacer un control exhaustivo del pH del liquido

ruminal y obtener datos de las digestibilidades de los nutrientes. Ademas,
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este sistema permite obtener resultados de una forma mas rapida y

econdmica respecto a los estudios in vivo.

Este experimento fue el primer trabajo que se realizaba en el
departamento con un producto a base de levaduras, cambiando ligeramente
el registro respecto a estudios previos que se centraban mas en el uso de
aceites esenciales y extractos de plantas. En el disefio experimental se
incluyeron dos técnicas analiticas que se habian puesto a punto
recientemente en el laboratorio, como son la cuantificacion del nimero de
copias del gen 16S rRNA de Streptococcus bovis y Megasphaera elsdenii
(técnica elaborada y descrita ampliamente por Blanch y col., 2010), vy la
determinacion de las actividades enzimaticas proteolitica, amilolitica y
fibrolitica (técnica desarrollada por Arcos, 2006). Los resultados obtenidos
de esta ultima técnica, sin embargo, no fueron incluidos en la versién final
del articulo. Ademas, con motivo de este experimento también se puso a
punto la técnica de determinacién de la produccién de gas y metano, con su

correspondiente Procedimiento Normalizado de Trabajo (Anexo 3).

El segundo experimento (capitulo IV), también se realizé gracias a un
convenio entre la UAB y la empresa Diamond V Mills Inc. (Cedar Rapids,
EEUU). Igual que en el primer trabajo, el producto a estudiar también era a
base de levaduras, y también se querian evaluar sus efectos sobre la
fermentacion ruminal y su posible implicacion en la prevencién de
trastornos digestivos, a la vez que describir los cambios ocurridos en el
rumen durante un cambio brusco de la dieta. La hipétesis era que la adicidn
del producto ayudaria a reducir la aparicion y/o la gravedad del trastorno
digestivo, o bien facilitaria su recuperacion. Por este motivo el experimento
se realizé in vivo, en las instalaciones del “Servei de Granges i Camps

Experimentals” de la Universidad Auténoma de Barcelona.

Para la elaboracion del disefio experimental se adaptd un protocolo
empleado en un estudio anterior en el departamento (Blanch y col., 2009),
en el cual también se perseguia provocar un trastorno digestivo en terneros
de engorde mediante un cambio brusco de la dieta. Dicho trastorno podria

tratarse de acidosis, por lo que se analizaron los cambios en el pH ruminal,
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o bien timpanismo, por lo que en este trabajo también se estudiaron los
efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del liquido ruminal y su
posible implicacién en la formacién de espuma. Con este fin, ademas de
analizar la viscosidad del liquido ruminal, se desarrollé y se puso a punto
una técnica nueva para el laboratorio, como era la determinacion del poder

espumante del liquido ruminal (Anexo 3), adaptada de Min y col. (2005).

Tras haber trabajado en diferentes ocasiones con levaduras y otros
tipos de aditivos modificadores de la fermentacion ruminal (Moya y col.,
2007), el contacto con otros experimentos del departamento (Faleiro y col.,
2007; Gonzalez y col., 2008), propicia el interés por otros factores
relacionados con la aparicion de trastornos digestivos, como el
comportamiento animal y el manejo nutricional de la explotacion. De esta
manera, para el tercer y ultimo trabajo experimental de la tesis (capitulo
V), surge la oportunidad de realizar una estancia en el Lethbridge Research
Centre, del Agriculture and Agri-Food Canada, donde se toma parte de un
proyecto que estudia la relacion entre el tipo de dieta ingerida, cdmo es
ofrecida, la conducta de alimentacién de los terneros de engorde, y la
aparicion de acidosis. Si bien no participamos directamente en la
elaboracion del disefio experimental, este experimento nos permitié conocer
nuevos métodos de trabajo y técnicas de estudio relacionadas con el
analisis de la conducta de alimentacidn, aplicables a futuros experimentos

en nuestro departamento.

3. REFLEXIONES GENERALES

En este apartado se ha querido comentar algunas de las percepciones

y reflexiones que han surgido a lo largo de esta tesis.
3.1. No existe una Unica alternativa a los antibidticos

La aproximacion al problema desde diferentes puntos de vista
permite tener una vision global de la situacidn, de la cual se desprende que
no existe una Unica alternativa a los antibiéticos promotores del crecimiento

que, por si sola, reduzca la incidencia de patologias digestivas y a la vez
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mantenga el ritmo y los costes productivos previos a su prohibicién. La
mejor solucidn pasa por combinar diferentes estrategias relacionadas con el
manejo de la alimentacion (Schwartzkopf-Genswein y col., 2003; DeVries y
Von Keyserlingk, 2009), la nutricion (Cooper y col., 1996; Mertens, 1997;
Turgeon y col., 2010), y las condiciones especificas de los animales (Phy y
Provenza, 1998; Kyriazakis y col., 1999; Dohme y col., 2008), con el
objetivo final de optimizar la productividad sin comprometer el estado de

salud.

Las medidas tomadas por el sector en los primeros 5 afios tras la
prohibicion del uso de antibidticos han ido encaminadas en este sentido,
basandose en mantener un correcto manejo de los programas de
alimentacién de la granja, un replanteamiento de la formulaciéon de las
dietas para garantizar una buena salud ruminal, y el uso complementario de
aditivos, como pueden ser tampones (bicarbonato), alcalinizantes (6xido de
magnesio) y/o algun otro que garantice ser efectivo y rentable bajo las

circunstancias concretas de la explotacion.

3.2. Historial cientifico de los aditivos

Como hemos dicho anteriormente, una vez implementadas medidas
correctoras sobre la nutricidn y el manejo de la explotacién, es posible
obtener un beneficio mediante el uso de aditivos. En el sector de la
nutricion de rumiantes, existe una amplia gama de aditivos que buscan
influir en la fermentacién ruminal para mejorar le eficiencia productiva del
animal, o bien reducir la incidencia de alguna enfermedad, pero que se
diferencian en su mecanismo de accién, o en la naturaleza de su principio
activo, como aceites esenciales (Calsamiglia y col., 2007), levaduras
(Chaucheyras-Durand y col., 2008) o saponinas (Cheeke, 2000), entre
otros. Bajo unas condiciones determinadas, sin embargo, no es facil
discernir entre usar uno u otro en funcion de sus efectos, ya que cada uno
de ellos ha sido estudiado bajo diferentes condiciones, en lo referente a la

dosis, la dieta, o tipo de sistema productivo.
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Ademas, tras la prohibicion del uso de antibidticos en la nutricidon
animal también aumento la comercializacién de aditivos que, mas que por el
conocimiento exacto de sus aptitudes, aparecian por la necesidad de cubrir
un vacio en el mercado. Los convenios con empresas privadas son una
buena férmula para financiar investigacién, a la vez que permite ofrecer un
servicio al sector industrial. Sin embargo, no existen muchos aditivos que
cuenten con un amplio y riguroso historial cientifico que garantice su
eficacia, por lo que antes de decantarse por uno u otro, es recomendable
asegurarse de que dicho producto ha demostrado ser eficiente y que su uso

va a ser rentable.

3.3. Definicién de trastorno digestivo

Cuando en el transcurso de la tesis hemos hablado de “trastornos
digestivos” (o “digestive upset” en los articulos), nos referiamos casi
exclusivamente a acidosis y timpanismo. Las condiciones especificas bajo
las que hemos trabajado, con dietas ricas en concentrado (capitulo III),
cambios bruscos en la racién (capitulo IV), o dietas sin aporte de fibra
forrajera (capitulo V), puede propiciar la aparicidon de acidosis, tanto aguda
como subclinica (Nagaraja y Titgemeyer, 2007), timpanismo, o incluso
ambos simultdneamente (Cheng y col., 1998). Es por esto que diagnosticar
de qué se trata en cada caso individual era complicado, y preferimos

englobar ambos trastornos en un solo concepto.

Ademads, siguen apareciendo nuevos estudios sobre la etiologia y
patogenia de estas enfermedades, los cuales permiten detectar nuevos
signos especificos que facilitan el diagndstico de, por ejemplo, la acidosis
ruminal subclinica (Gozho y col., 2005; Khafipour y col., 2009a). Por todo
esto, hemos preferido no aventurarnos a diagnosticar exactamente el tipo

de trastorno, y nos hemos limitado a describir lo que nos encontrdbamos.

4. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En el Ultimo afio han seguido apareciendo nuevos avances a nivel del

diagnéstico (Gatto y col., 2010; Kaur y col., 2010) y etiologia (Fernando y
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col., 2010; Khafipour y col., 2009b y 2010) de los trastornos digestivos en
rumiantes, con especial énfasis en la acidosis ruminal subclinica (Oba y
Wertz-Lutz, 2010). También se ha profundizado mas en el conocimiento
sobre la nutricion (Zebeli y col., 2010) y el comportamiento animal (Greter
y col., 2010) relacionados con dichos trastornos, lo cual implica que en un
futuro proximo, probablemente podamos contar con nuevas herramientas y
mecanismos de accidén con los que poder reducir la incidencia de este tipo

de enfermedades.

Los avances tecnoldgicos a nivel genético, molecular y microbioldgico,
también han permitido analizar y desarrollar nuevos tratamientos y aditivos
gue combaten la aparicidon de trastornos digestivos (Henning y col., 2010;
Hutton y col., 2010). En el futuro, serd importante que los proyectos de
investigacion sobre productos existentes actualmente en el mercado, o bien
tratamientos de nueva creacién, se adapten a los Uultimos avances
relacionados con los trastornos digestivos, de cara a identificar exactamente
sus mecanismos de accion, y determinar bajo que condiciones son

efectivos.
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Conclusiones Capitulo VII

Los resultados obtenidos en esta tesis fueron los siguientes:

1. La adicién de levaduras vivas redujo la concentracion de nitrégeno
amoniacal en dietas ricas en almidones tanto de rapida como de lenta
fermentacion.

2. La adicién de levaduras vivas parecio estabilizar el pH ruminal ante
dietas ricas en almidones rapidamente fermentables, evitando
descensos bruscos del pH después de su ingestion.

3. Un cambio brusco de una racion forrajera a otra rica en concentrado,
a razén de 2,5 kg de concentrado al dia, y con 12 horas de ayuno
diario, causé trastornos digestivos en un 83% de los animales, tras
una media de 7 dias.

4. La adicién de un cultivo de levaduras no previno la apariciéon de
trastornos digestivos ante dicho protocolo de induccién, aunque si
parecio reducir la capacidad espumante del liquido ruminal.

5. Cuando terneros de engorde fueron alimentados con una dieta a libre
eleccion que incluia cebada, estos fueron capaces de aumentar
gradualmente su inclusion en la dieta mediante cambios en la
conducta de alimentacion, sin mostrar signos de trastorno digestivo.

6. Terneros de engorde alimentados con cebada y ensilado de maiz a
libre disposicién, seleccionaron una dieta de composicidon similar al
TMR convencional, sin mostrar grandes diferencias en el pH o el perfil

de fermentacion ruminal.

Estos resultados permiten concluir que la adicidon de levaduras, bajo las
circunstancias de nuestros estudios, muestra efectos moderados a la hora
de prevenir la aparicion de trastornos digestivos. Estrategias a nivel de
manejo de la alimentacidon, sin embargo, pueden resultar tanto o mas

determinantes en el control del pH ruminal.
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ANEXO 1 — Resumen de los resultados descritos en los estudios con levaduras

Tabla 1. Efectos de las levaduras vivas sobre parametros productivos, digestibilidad de los alimentos y poblaciones microbianas del

rumen. Resultados expresados como % de variacion respecto su control.

Leche? Digestibilidad® Poblacién ruminal*
Autor, afio Animal* PV IMS Prod G P L MS FND PB CL HCL Total Celulo Proteo Protz
Arcos Garcia y col., 2002 (0] 18,4 2,6 -17,7 43,6
Cabrera y col., 2000 0,8 2,1
Desnoyers y col., 2009
Doreau y Jouany, 1998 -4,2 1,5 1,5 21,2
Erasmus y col., 1992 6,4 6,4 0 0,9 -0,1 0,2 2,8 -5,5
Giger-Reverdin y col., 1996 -3,8 -6,7 -14,1 6,7 -0,8 3,2
Guedes y col., 2008 23,9
Kamalamma y col., 1996 -0,6 0 -0,2 0 0 0 -4,1
Kawas y col., 2007 3,6 -8,6 -2,7 -6,2

Kung y col., 1997 -104 O 1,5 6,4 3,1

Lascano y Heinrichs, 2009 -1,31

Lascano y col., 2009 0 0,16 1,79 5,53

Marden y col., 2008 8,48 40,5

Miranda y col., 1996 6,4 51,4
Mpofu y Ndlovu, 1994 5,9 17,1

Pinos Rodriguez y col., 2008 1,18 8,19

Plata y col., 1994 1 24,3 34,5
Putnam y col., 1997 3,8 0,9 0 0

Quigley y col., 1992 1,9 3,9

Roa y col., 1997
Soder y Holden, 1999

8,2 -9,6 -1,2
2,1 4,1 3,7 2,6 -1,6

<K <K<K <K<K A<K<K<KAdA44d4d4d< 44<0< << < <0 -

Thrune y col., 2009 -1,2
Williams y col., 1991 13,3 17,6 -5,5 4,1 0
Wohlt y col., 1991 -2,3 9,2 4,6 -1,3  -3,4 0,6 0,4 2,2 8,7 -0,2
Yoon y Stern, 1996 -6,4 2,8 1,9
MEDIA -0,4 2,8 3,5 -1,5 1,2 -0,3 2,2 6,0 1,8 8,7 -0,2 -5,5 37,7

! 0=0veja, T=Ternera, C=Cordero, V=Vaca lechera. PV=Peso vivo. IMS=Ingesta de materia seca. 2 Prod=Kg de leche al dia, G=% de grasa en la leche,
P=% de proteina en la leche, L=% de lactosa. > MS=Materia seca, FND=Fibra neutro detergente, PB=Proteina bruta, CL=Celulosa, HCL=Hemicelulosa.

4 Celulo=Bacterias celuloliticas y Protz=Protozoos.
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Tabla 2. Efectos de las levaduras vivas sobre el pH, los acidos grasos y la concentracién de N amoniacal en el rumen.

Resultados expresados como % de variacion respecto su control.

Acidos grasos volatiles?

Autor, afio Animal' pH Total Ace Pro A:P Bu Ramif. Lactato NHj;

Arcos Garcia y col., 2002 (0] -1,5 10,6 1,1 -8,1 11,1 8,9 1,5

Cabrera y col., 2000 T

Desnoyers y col., 2009 C -0,3

Doreau y Jouany, 1998 \ 1,2 1,4 1,4 -0,8 -3,6 16

Erasmus y col., 1992 \Y 0,2 -4,3 6,7 -11 6,2 -6,7 -14 -10

Giger-Reverdin y col., 1996 \

Guedes y col., 2008 \Y 58 16,6 9 36 -21,1 11,6 -20 23,8

Kamalamma y col., 1996 V

Kawas y col., 2007 ] 6,3 2 18,1 -9,7 30 -41,7

Kung y col., 1997 \Y 0,8 0,6 -1,8 0,4 0 0 24,5

Lascano y Heinrichs, 2009 T -0,3 86 1,39 094 0,31 -10,1 5,9 -40,5

Lascano y col., 2009 T

Marden y col., 2008 Y 3,4 16,5 11,1 43,3 -3,77 -67,3

Miranda y col., 1996 T 1,4 0,2 0,6 -1,3 -0,8 -8,4

Mpofu y Ndlovu, 1994 T -4,9

Pinos Rodriguez y col., 2008 T -3,6 38,2 0,18 21,4 53,8

Plata y col., 1994 T 19 84 -3,8 7,3 3,7

Putnam y col., 1997 \ 0 -5,9 56 -10,5 -3,7 -20,9 0 1,6

Quigley y col., 1992 Vv 0 3,1 8,1 -269 28,2 28,6 -21,6 11,6

Roa y col., 1997 T 7,3 18,7 22,3 27 -7,9 31

Soder y Holden, 1999 \Y

Thrune y col., 2009 \Y 33 -12 -0,74 -0,55 0,53 7,2 -3,5 5,9

Williams y col., 1991 V -15,2 -59,7

Wohlt y col., 1991 Y

Yoon y Stern, 1996 \Y 0,3 -3,6 0,6 -1,5 2,5 -1,6 3,6 16,3
MEDIA i,5 7,8 3,6 5,2 0,8 -0,5 1,0 -30,4 8,7

! 0=0veja, T=Ternera, C=Cordero, V=Vaca lechera. pH=pH ruminal. 2 Total=Acidos grasos volatiles totales, Ace=Acético,

Pro=Propidnico, A:P=Ratio acético/propidnico, Bu=Butirico, Ramif.=Ramificados. NH3= Concentracion de N amoniacal.
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Tabla 3. Efectos del cultivo de levaduras sobre pardmetros productivos, digestibilidad de los alimentos y poblaciones

microbianas del rumen. Resultados expresados como % de variacion respecto su control.

Leche? Digestibilidad® Poblacién ruminal*
Autor, afio Animal! PV IMS Prod G P L MS FND PB CL HCL Total Celulo Proteo Protz
Arakaki y col., 2000 Z 0
Arambel y Kent, 1990 \Y 44 -0,5 -3,7 1,2 -1,0 -2,0 -11,8 -0,4
Cole y col., 1992 T+C -4,3 4,3
Dann y col., 2000 \ 4 14,7 2,62 3,9 3,8 1,2
Enjalbert y col., 1999 \ 2,5 3,3
Erasmus y col., 2005 \Y, 1,9 -23 4,4 5,1 3,6 5,8
Erdman y Sharma, 1989 \ -0,5 -3,1 -2,7 1,2 1,7
Haddad y Goussous, 2005 C 8,1 6,2 7 7,7 11
Harris y col., 1992 Y, -2,2 41 4,7 -15 -2,9 1,5 -8,5 1,1
Harrison y col., 1988 \Y, -7,8 -17,6 -11 2 13,5
Hristov y col., 2010 \Y -0,62 0,73 -0,2 -6,03 -0,34 0 14,1
Leismeister y col., 2004 T 85 99
Longuski y col., 2009 \ 0,73 -0,9 -0,6 0 -0,6
Magalhaes y col., 2008 T 0,39 -1,8
Olson y col., 1994 T 2 10,2 5,4 2,7 3,4
Robinson, 1997 \Y 08 -1,6 1,6 5,8 1,9 5,3
Robinson y Garrett, 1999 \'% 34 74 9,7 3,1 51 10
Schingoethe y col., 2004 \ -2,1 43 14 2,1 0,7 -0,6
Wang y col., 2001 \Y 1,1 56 9,4 4,5 -1,0
Wiedmeier y col., 1987 \Y, 2,7 3,4 5,5 30 59,2
Yoon y Stern, 1996 \ -6,4 9 28,9 54,5 0
MEDIA 2,1 2,1 24 1,7 1,1 2,4 2,2 -4,0 4,6 -2,7 16,0 33,9 54,5 4,7

1 Z= Zebl, V=Vaca lechera, T=Ternera, C=Cordero. PV=Peso vivo. IMS=Ingesta de materia seca. > Prod=Kg de leche al dia, G=% de
grasa en la leche, P=% de proteina en la leche, L=% de lactosa. > MS=Materia seca, FND=Fibra neutro detergente, PB=Proteina bruta,

CL=Celulosa, HCL=Hemicelulosa. * Celulo=Bacterias celuloliticas y Protz=Protozoos.
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Tabla 4. Efectos del cultivo de levaduras sobre el pH, los acidos grasos y la concentracion de N amoniacal en el rumen.

Resultados expresados como % de variacion respecto su control.

Acidos grasos volatiles?

Autor, afio Animal® pH Total Ace Pro A:P Bu Ramif. Lactato NH3

Arakaki y col., 2000 z

Arambel y Kent, 1990 \

Cole y col., 1992 T+C

Dann y col., 2000 \%

Enjalbert y col., 1999 \ 3,2 3,2 1,3 6 -0,7 -11,2 3,8 -19,9

Erasmus y col., 2005 \Y, -1,7 3,2 18,6 -10,6 7,2 0 -16,8

Erdman y Sharma, 1989 Vv

Haddad y Goussous, 2005 C

Harris y col., 1992 \

Harrison y col., 1988 \Y 43 71 -92 95 -175 -1,4 46,0 -30,4

Hristov y col., 2010 v -1,2 03 -1,2 61 -1,94 -51 0,6 -16,7

Leismeister y col., 2004 T

Longuski y col., 2009 \Y, 0 1,36 1,07 -2,3 2,7 8,6 4,85 -2,8 13,5

Magalhaes y col., 2008 T

Olson y col., 1994 T 0o -51 13 -4,7 -6,2 -27,9

Robinson, 1997 Vv

Robinson y Garrett, 1999 \Y 0,8 0 1,23 -9,8 12,1 13,3 8,3 17,8

Schingoethe y col., 2004 \

Wang y col., 2001 \

Wiedmeier y col., 1987 \ 0 2,8 -0,7 -14 2,42 4,8 4,9 2,8

Yoon y Stern, 1996 \Y, 03 -366 06 -1,5 2,5 1,6 3,6 16,3
MEDIA -0,3 0,8 -0,3 2,3 -1,4 1,3 9,0 -2,8 -6,8

1 Z= Zebl, V=Vaca lechera, T=Ternera, C=Cordero. pH=pH ruminal. ? Total=Acidos grasos volatiles totales, Ace=Acético,

Pro=Propidnico, A:P=Ratio acético/propidnico, Bu=Butirico, Ramif.=Ramificados. NH3= Concentracion de N amoniacal.
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ANEXO 2 — Marco en el que se origina la presente tesis doctoral

Tabla 1. Resumen cronoldgico de los experimentos realizados en el departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos dentro de la linia

de investigacion de aditivos modificadores de la fermentacion ruminal.

Ao Autores Titulo del estudio Publicacién
Effects of a specific blend of essential oil compounds on dry matter and crude protein degradability in heifers . .
2004 Molero y col. fed diets with different forage to concentrate ratios. Anim. Feed Sci. Technol.
Cardozo y col. Effects of natural plant extracts on ruminal protein degradation and fermentation profiles in continuous culture J. Anim. Sai.
S Effects of a specific blend of essential oil compounds and the type of diet on rumen microbial fermentation and . .
Castillejos y col. nutrient flow from a continuous culture system Anim. Feed Sci. Technol.
Busquet y col. Effects of cinnamaldehyde and garlic oil on rumen microbial fermentation in a dual flow continuous culture J. Dairy Sci.
2005 Screening for the effects of natural plant extracts at different pH on in vitro rumen microbial fermentation of a . .
Cardozo y col. high-concentrate diet for beef cattle J. Anim. Sdi.
Screening for effects of plant extracts and active compounds of plants on dairy cattle rumen microbial . .
Busquet y col. fermentation in a continuous culture system Anim. Feed Sci. Technol.
Busquet y col. Effect of garlic oil and four of its compounds on rumen microbial fermentation J. Dairy Sci.
Busquet y col. Plant extracts affect in vitro rumen microbial fermentation J. Dairy Sci.
2006 | Castillejos y col. Effect of essential oil active compounds on rumen microbial fermentation and nutrient flow in in vitro systems J. Dairy Sci.
Cardozo v col Effects of alfalfa extract, anise, capsicum, and a mixture of cinnamaldehyde and eugenol on ruminal 3. Anim. Sci
y ' fermentation and protein degradation in beef heifers fed a high-concentrate diet ) ' '
2007 Castillejos y col. Effects of dose and adaptation time of a specific blend of essential oil compounds on rumen fermentation Anim. Feed Sci. Technol.
Calsamiglia y col. | Essential oils as modifiers of rumen microbial fermentation J. Dairy Sci.
- Anise and capsicum as alternatives to monensin to modify rumen fermentation in beef heifers fed a high . .
Fandifo y col. concentrate diet Anim. Feed Sci. Technol.
2008 S In vitro evaluation of effects of ten essential oils at three doses on ruminal fermentation of high concentrate . .
Castillejos y col. feedlot-type diets Anim. Feed Sci. Technol.
Effects of saponins, quercetin, eugenol, and cinnamaldehyde on fatty acid biohydrogenation of forage . .
Lourengo y col. polyunsaturated fatty acids in dual-flow continuous culture fermenters J. Anim. Sci.
Physiological changes in rumen fermentation during acidosis induction and its control using a multivalent . .
2009 | Blanch y col. polyclonal antibody preparation in heifers J. Anim. Sci.
2010 | Blanch y col. Effects of acarbose on ruminal fermentation, blood metabolites and microbial profile involved in ruminal 3. Dairy Res.

acidosis in lactating cows fed a high-carbohydrate ration
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Tabla 2. Resumen cronoldgico de los experimentos realizados en el departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos dentro de la linia

de investigacién del pH ruminal.

Afo Autores Titulo del estudio Publicacion
- Effects of pH and pH fluctuations on microbial fermentation and nutrient flow from a dual-flow continuous . .
2002 | Calsamiglia y col. culture system. J. Dairy Sci.
Cerrato y col. Effects of time at suboptimal pH on rumen fermentation in a dual-flow continuous culture system J. Dairy Sci.
2007 Cerrato y col. Effects of patterns of suboptimal pH on rumen fermentation in a dual-flow continuous culture system J. Dairy Sci.
Effects of feeding frequency on intake, ruminal fermentation, and feeding behavior in heifers fed high- . .
Robles y col. concentrate diets J. Anim. Sci.
Calsamiglia y col. Changes in rumen microbial fermentation are due to a combined effect of type of diet and pH J. Anim. Saci.
Effect of the magnitude of the decrease of rumen pH on rumen fermentation in a dual-flow continuous culture . .
Cerrato y col. system J. Anim. Sci.
2008 Gonzélez v col Increasing sodium bicarbonate level in high-concentrate diets for heifers. 1. Effects on intake, water Animal
Y ' consumption and ruminal fermentation
, Effect of the number of concentrate feeding places per pen on performance, behavior, and welfare indicators . .
Gonzalez y col. of Friesian calves during the first month after arrival at the feedlot J. Anim. Sci.
. Intake, water consumption, ruminal fermentation, and stress response of beef heifers fed after different . .
2009 | Gonzalez y col. lengths of delays in the daily feed delivery time J. Anim. Sci.
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	ABSTRACT: The effects of a dietary challenge to induce digestive upsets and supplementation with yeast culture on rumen microbial fermentation were studied using 12 Holstein heifers (277 ± 28 kg BW) fitted with ruminal cannula, in a crossover design with 2 periods of 5 wk. In each period, after 3 wk of adaptation to a 100% forage diet, the dietary challenge consisted of increasing the amount of grain at a rate of 2.5 kg/d (as-fed basis) over a period of 4 d, until a 10:90 forage:concentrate diet was reached, and then it was maintained for 10 d. Between periods, animals were fed again the 100% forage diet without any treatment for 1 wk as a wash-out period. Treatments started the first day of each period, and they were a control diet (CL) or the same diet with addition of yeast culture (YC, Diamond V XPCLS). Digestive upsets were determined by visual observation of bloat or by a reduction in feed intake (as-fed basis) of 50% or more compared with intake on the previous day. Feed intake was determined daily at 24-h intervals during the adaptation period and daily at 2, 6, and 12 h post-feeding during the dietary challenge. Ruminal liquid samples were collected daily during the dietary challenge to determine ruminal pH at 0, 3, 6, and 12 h post-feeding, and total and individual VFA, lactic acid, ammonia-N, and rumen fluid viscosity at 0 and 6 h post-feeding. The 16s rRNA gene copies of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii were determined by quantitative PCR. Foam height and strength of the rumen fluid were also determined the day after the digestive upset to evaluate potential foam production. A total of 20 cases (83.3%) of digestive upsets were recorded in both periods during the dietary challenge, all diagnosed due to a reduction in feed intake. Rumen fermentation profile at 0 h on the digestive upset day was characterized by low ruminal pH, which remained under 6.0 for 18 h, accompanied by high total VFA concentration and, in some cases, by high lactate concentration. Addition of YC during the dietary challenge did not affect the incidence (10 cases per treatment) or time (7.00 ± 0.62 d) to digestive upset. However, YC reduced (P < 0.05) the foam strength on the day after digestive upset, suggesting potential benefits of reducing the risk of developing bloat. The proposed dietary challenge model was successful in causing a digestive upset as indicated by reduced feed intake, but the YC addition had no significant impact on rumen fermentation.
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