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RESUMEN

Los nutridlogos y microbidlogos de los animales han desarrollado recientemente un gran
interés en el uso de aditivos alimentarios para modificar la fermentacion ruminal y reducir la
produccién de gases de efecto invernadero (GEI) en el rumen, con el uso de enzimas
exégenas y levadura (Saccharomyces cerevisiae). La presente tesis de investigacion, en
tres experimentos, tuvo como objetivo evaluar el impacto de Saccharomyces cerevisiae
y la enzima xilanasa sobre parametros productivos, el estado de salud y la digestibilidad
del alimento en becerros lactantes al destete, asi como las producciones de metano (CHa)

y diéxido de carbono (COz2).

Del primer experimento, sus resultados fueron publicados como un trabajo de
investigacion original en el Journal of Cleaner Production 148(2017): 616-623 y tuvo
como objetivo evaluar el potencial de suplementar las dietas de becerros con enzimas
exogenas (xilanasa, XYL) y levadura (Saccharomyces cerevisiae [SC]) en el control
sostenible de las producciones de metano (CHa4) y didéxido de carbono (CO2) en la
crianza de becerros. Tres niveles diferentes de dietas suplementadas de XYL (0, 3y 6
ul / g de materia seca (MS)), SC (0, 2y 4 mg/ g de MS) y mezcla de XYLy SC (0, 2 ul
de XYL) + 2 mg SC, 6 pl XYL + 4 mg SC / g de MS). La produccion de gas asintético
(GP) disminuyé consistentemente por cada uno de los aditivos con el valor mas bajo a
la dosis alta de la mezcla XYL + SC (P <0.05) en comparacion con el control y la baja
dosis de la mezcla XYL + SC. La produccién de metano se redujo mediante la inclusion
de aditivos (P <0.05) en comparacion con el tratamiento control, sin aditivo. Xylanasa +
SC en todas las dosis increment6 la produccion de CO; (P <0.05) mientras que la dosis
alta tuvo la reduccién mas significativa estadisticamente (P <0.05) en la produccion de
GP y CH4 en comparacion con los tratamientos: control, XYL y SC en diferentes dosis.
La interaccion entre el liquido ruminal y aditivo se observé para la tasa de GP (P =
0.027) y el retraso inicial antes de GP (P <0.001). La inclusion de las mezclas XYL, SC
y XYL + SC tuvo menos GP asintGtica mientras que la mezcla XYL + SC tuvo la menor
demora inicial (39%) antes de que comenzara GP. El XYL + SC tuvo la tasa mas baja
de produccién de CHa4 (9%) y la produccion mas alta de CO2 asintético (81%). Los
hallazgos de este estudio indican que la inclusion de aditivos XYL o SC puede mejorar

la fermentacion ruminal y reducir la produccion de gases de efecto invernadero. El
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estudio también establecié que la mezcla de XYL y SC es mas eficiente en la reduccion
de emisiones de gas y CHa4 para condiciones de produccién ambiental mas limpias en

la cria de becerros.

Los resultados del segundo experimento fueron publicados en Journal of
Cleaner Production 142(2017): 2384-2392, este estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto del aceite de ajo, la enzima xilanasa y la levadura en la produccién
de biogas in vitro de becerros lecheros alimentados con una dieta alta en
concentrados. Se usaron los contenidos de rumen de terneros Holstein de 60 dias
alimentados con una dieta concentrada como fuente de in6culo. El aceite de ajo se
incluyé a 30,120, 250 y 500 pl / g de materia seca (MS), mientras que la xilanasa se
incluyb a3y6pul/gde MSylalevaduraa2y4 mg/gde MS. El sustrato utilizado
fue el mismo que la dieta proporcionada a los terneros. El aceite de ajo disminuy6
linealmente (P <0.05) la digestibilidad in vitro de MS y no hubo diferencias entre los
niveles de xilanasa o levadura. El aceite de ajo disminuyé (P <0.05) la
degradabilidad de la MS mientras que la xilanasa y la levadura no tuvieron efecto.
La fase de latencia se incrementd linealmente (P <0.05) con un nivel creciente de
aceite de ajo. El aceite de ajo redujo cuadraticamente la produccién de CHay COa.
El tratamiento de control tuvo la mayor produccion de CHs4 y CO2 seguido de
xilanasa, levadura y aceite de ajo. El aumento en el nivel de xilanasa y levadura
aumentd la produccion de CO2 (P <0.05). Se puede concluir que el aceite de ajo
seguido de levadura y luego la xilanasa puede usarse para mitigar la produccién de
CHas y CO2 in vitro de becerros lecheros alimentados con una dieta alta en
concentrados. Sin embargo, se requiere mas investigacion para establecer la

eficacia de dichos aditivos en ensayos in vivo.

El tercer experimento de investigacion (se estan trabajando los datos
actualmente, para su publicacion), su objetivo fue evaluar la adicién de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y la enzima xilanasa sobre paradmetros productivos, estado
de salud y digestibilidad del alimento en becerros lactantes al destete donde se

utilizaron 40 becerros raza Holstein, sin problemas congénitos ni adquiridos, con un
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peso de 40.0 + 5.0 kg y sin signos clinicos evidentes, se distribuyeron en 4
tratamientos: 1).-Control (Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia);
2).-Xilanasa (Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia)+4 ml del
producto con xilanasa (Dyadic®Xilanase PLUS, Pais de origen: USA); 3).-Levadura
(Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia)+4 g de levadura
(BIOCELL, 2.0 x 10" cfu/g Min, Pais de origen México); 4).-Xilanasa con levadura
(Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia)+ 4 ml xilanasa + 4 g
levadura), bajo un disefio completamente aleatorizado con mediciones repetidas.

Los parametros productivos, se relacionan los valores promedios de los resultados
obtenidos de los pardmetros productivos que se evaluaron durante los 60 dias que
durd el experimento, dichos parametros presentaron variacion estadisticamente
significativa (P <0.05), en el peso el grupo que recibié enzimas y la mezcla de
levadura mas enzimas fueron estadisticamente iguales no asi para los grupo
levadura y control, siendo el control quien tuvo el mayor peso, para talla los grupos
que de forma estadistica son similares fueron: control, levadura y levadura mas
enzimas, de forma contraria a enzimas, el consumo de leche solo mostro diferencias
en el grupo control ya que estadisticamente los otros tres grupos son iguales, el
consumo del alimento iniciador no presento diferencias (P >0,05), grupo control,
enzimas y levadura mas enzimas, no asi para el grupo levadura que ademas fue el
grupo gue menor consumo de materia seca presentd, este mismo comportamiento
lo tuvieron la circunferencia y el consumo de agua, para condicion de la heces el
grupo control levadura y mezcla de levadura mas enzimas fueron estadisticamente
similares no asi el grupo enzimas que fue diferente, en la ganancia diaria de peso
el grupo control y enzimas mas levadura son similares y diferentes al grupo de
enzimas y levadura, presentando mayor ganancia diaria de peso el grupo de

becerros que recibi6 las enzimas.

Conclusion general: El metano y el CO2 de la fermentacién entérica en el sistema
digestivo de los rumiantes son dos de los principales contribuyentes de las
emisiones de gases de efecto invernadero en el mundo. La mitigacion de la pérdida

de estos gases a partir de la produccion de rumiantes no solo reducira la produccién



de gases de efecto invernadero a partir de los desechos agricolas, sino que también
reducird la pérdida de energia neta de alimentacion del animal. La levadura, la
xilanasa y el aceite de ajo, en diferentes niveles no afectaron las extensiones de
GP; sin embargo, el aceite de ajo aumento la tasa de digestion y la fase de latencia.
Ademas, el aceite de ajo disminuy6 la producciéon de CHs4 y CO2, seguido de
levadura y xilanasa. Se puede concluir que el aceite de ajo seguido de levadura y
luego la xilanasa puede usarse para mitigar la produccion de CHa y COz2 in vitro de
terneros lecheros alimentados con una dieta alta en concentrados. Sin embargo, se
requiere mas investigacion para establecer la eficacia de dichos aditivos en ensayos
in vivo.

En el experimento in vivo los aditivos (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima
xilanasa no afectaron los parametros de ingestién del alimento, el agua o leche en
becerros lactantes del dia 4 al dia 60. Sin embargo, la adicion de la xilanasa mejor6
la ganancia de peso de los becerros, pero no hubo diferencia con respecto al control

0 a la combinacién de levadura con xilanasa.
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ABSTRACT

Animal nutritionists and microbiologists have recently developed a great interest in
the use of food additives to modify ruminal fermentation and reduce the production
of greenhouse gases (GHG) in the rumen, with the use of exogenous enzymes of
xylanase (XYL) and yeast (Saccharomyces cerevisiae [SC]). This current research
thesis is of three experiments, aimed to evaluate the impact of SC and XYL on
productive parameters, health status and nutrient digestibility of diet in young
lactating calves at weaning, as well as the in vitro production of methane (CHa). )
and carbon dioxide (CO2).

In the first experiment, the results were published as an research paper in the
Journal of Cleaner Production 148 (2017): 616-623 and aimed to evaluate the
potential of supplementing calf diets with XYL and yeast SC in the sustainable
control of the production of CH4 and COz2 in calves. Three different levels of XYL
supplemented diets (0, 3 and 6 ul / g of dry matter (DM)), SC (0, 2 and 4 mg / g of
DM) and mixture of XYL and SC (0, 2 pl of XYL) +2 mg SC, 6 pl XYL+4 mgSC/g
of DM). The asymptotic gas production (GP) consistently decreased with each one
of the feed additives and the lowest value was at the high dose of the XYL + SC
mixture (P <0.05) versus control, as well as the low dose of XYL + mixture SC. The
CHa production was reduced by the inclusion of additives (P <0.05) versus control.
The addition of XYL + SC in all doses increased CO:2 production (P <0.05) while the
high dose had the most significant reduction (P <0.05) in GP and CH4 production
compared to other treatments of control, XYL and SC at different doses. The
interaction between ruminal fluid and additive was observed for the GP rate (P =
0.027) and the initial delay before GP (P <0.001). The inclusion of the XYL, SC and
XYL + SC mixtures had less asymptotic GPs while the XYL + SC mixture had the
lowest initial delay (39%) before GP began. The XYL + SC had the lowest rate of
CH4 production (9%) and the highest production of asymptotic CO2 (81%). The
findings of this study indicate that the inclusion of XYL or SC additives can improve
ruminal fermentation and reduce the production of greenhouse gases. The study
also established that the mixture of XYL and SC is more efficient in reducing gas
emissions and CHa for cleaner environmental production conditions in calf rearing.

The results of the second experiment were published in Journal of Cleaner
Production 142 (2017): 2384-2392, this study aimed to evaluate the effect of garlic
oil, xylanase enzyme and yeast in the production of in vitro biogas from dairy calves
fed a diet of high concentrates. The rumen content as source of inoculum was
collected at 60-day from Holstein calves. Garlic oil was included at 30,120, 250 and
500 ul / g dry matter (DM), while xylanase was included at 3 and 6 yl / g DM and
yeast at 2 and 4 mg / g DM. The substrate used was the same as the diet provided

VII



to the calves. Garlic oil linearly decreased (P <0.05) the in vitro DM digestibility, and
there was no difference between the levels of xylanase or yeast. Garlic oil decreased
(P <0.05) DM degradability while xylanase and yeast had no effect. The delay phase
was linearly increased (P <0.05) with an increasing level of garlic oil. Garlic oll
reduced the production of CH4 and CO2 quadratically. The control treatment had the
highest CH4 and CO:2 production followed by xylanase, yeast and garlic oil. The
increase in the level of xylanase and yeast increased the production of CO2 (P
<0.05). It can be concluded that the garlic oil followed by yeast and then the xylanase
can be used to mitigate the production of CH4 and COz in vitro of dairy calves fed a
diet high in concentrates. However, more research is required to establish the
efficacy of said additives in in vivo assays.

The third research experiment (under publication), aimed to evaluate the addition of
yeast SC and the xylanase enzyme on productive parameters, health status and
digestibility of the feed in lactating calves at weaning where 40 Holstein breed calves
were used, without congenital or acquired problems, with a weight of 40.0 = 5.0 kg
and without evident clinical signs, they were distributed in 4 treatments: 1) .- Control
(Commercial ration + whole milk (4kg twice daily) / day); 2) .- Xylanase (Commercial
ration + whole milk (4kg twice daily/ day) +4 ml of the product with xylanase
(Dyadic®Xilanase PLUS, Country of origin: USA); 3) Yeast (Commercial ration +
whole milk (4kg in two times / day) +4g of yeast (BIOCELL, 2.0 x 102° cfu / g Min,
Country of origin Mexico); 4) .- Xylanase with yeast (Commercial Food + whole milk
(4kg in twice / day) + 4 ml xylanase + 4 g yeast), under a di completely randomized
with repeated measurements.

The productive parameters, relate the average values of the results obtained from
the productive parameters that were evaluated during the 60 days that lasted the
experiment, these parameters showed statistically significant variation (P <0.05), in
calves weight of the group that received enzymes and mixture of yeast plus enzymes
which were statistically differences among treatments. The control being the one that
had the most weight gain, and it was statistically similar with yeast and yeast plus
enzymes groups. In contrary with the enzymes group, milk consumption only showed
differences in control group since statistically the other three groups are equal, the
starter food consumption did not present differences (P> 0.05), control group,
enzymes and yeast plus enzymes, no Thus, for the yeast group, which was also the
group with the lowest consumption of dry matter, this same behavior was observed
by the circumference and water consumption, for stool condition the yeast control
group and yeast mixture plus enzymes were statistically similar not so the group
enzymes that was different, in the daily weight gain the control group and enzymes
plus yeast are similar and different from the group of enzymes and yeast, the group
of calves that received the enzymes presented the greatest daily weight gain.
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Overall conclusion: CH4 and CO:2 from enteric fermentation in the digestive system
of ruminants are the two main contributors of greenhouse gas emissions. Mitigating
the loss of these gases from the production of ruminants will not only reduce the
production of greenhouse gases from agricultural waste, but will also reduce the net
energy loss of animal feed. Yeast, xylanase and garlic oil, at different levels did not
affect GP extensions. However, garlic oil increased the digestion rate and the latency
phase. In addition, garlic oil decreased the production of CH4 and COg, followed by
yeast and xylanase. It can be concluded that the garlic oil followed by yeast and then
the xylanase can be used to mitigate the production of CH4 and CO: in vitro from
dairy calves fed a diet high in concentrates. However, more research is required to
establish the efficacy of said additives in in vivo assays.

In the in vivo experiment the additives (Saccharomyces cerevisiae) and the xylanase
enzyme did not affect the ingestion parameters of food, water or milk in lactating
calves from day 4 to day 60. However, the addition of xylanase improved the gain of
calves weight, but there was no difference with respect to the control or combination
of yeast with xylanase.
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[. INTRODUCCION

El estudio del ecosistema ruminal implica analizar el funcionamiento de una
compleja variedad de bacterias anaerobias obligadas, hongos y protozoarios
(Forsberg y Cheng, 1992).

Debido a la alimentacion de los rumiantes el trabajo de las enzimas ruminales debe
dirigirse estrictamente a la digestion de compuestos fibrosos que una vez
fermentados se transforman en productos como &cidos grasos volatiles que
posteriormente serdn absorbidos e implementados como fuente de energia
(Chesson y Forsberg, 1997).

Asi pues, la composicion de la pared celular de las plantas esta formada por una
diversidad de polisacaridos de los que destacan la celulosa, hemicelulosa y la
lignina (Jung et al., 1991).

La lignina es particularmente una barrera que dificulta que exista una adecuada
hidrolisis de la celulosa y la hemicelulosa (Cheng et al., 1999). Por lo que el ingreso

de las enzimas degradantes a la planta se ve limitado.

AuUn bajo esta limitacion, la alimentacion de los rumiantes continGa basandose en
una gran cantidad de unidades de produccién particularmente en pequefa escala
en subproductos del sector agricola con un elevado contenido lignocelulésico, el

cual es de baja calidad nutricional por la dificultad que guarda para ser digerido.

Por lo tanto si la dieta se basa en residuos agricolas, la degradabilidad de los
polisacéaridos traspolado al beneficio nutricional debe ser redituable (Hamer, 2003;
Angenent et al., 2004, Das y Singh, 2004, Haight, 2005).



Tras afos de investigacion se ha logrado adaptar a las dietas animales enzimas
exogenas que eficienticen la degradacion y por ende aumenten los valores nutritivos
de los forrajes, ganancia de peso (El-Adawy et al., 2008; Rodriguez et al., 2008),
incremento en la produccion de leche en bovinos (Lewis et al., 1996; Tricarico et al.,
2005; Stella et al., 2007) asi como en pequefios rumiantes (Stella et al., 2007, Murad
et al., 2009).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA DIGESTIVA DEL RUMIANTE

La particularidad de estos animales se basa en que son capaces de alimentarse de
pradera, ensilado y forraje debido a que pueden digerir los componentes de estos
forrajes como celulosa y hemicelulosa, condicién que los demés animales con un

estdmago simple no pueden realizar (Relling y Mattioli, 2003).

Segun Weimer (1998), se debe apresurar el trabajo de la microbiota ruminal para la

digestién de la fibra.

Cualquier alimento y agua que el animal consume es fermentado dando lugar a las
células microbianas, acidos grasos volatiles y gases como dioxido de carbono y
metano (McDonald et al., 1995).

El animal y el rumen trabajan en conjunto ya que el primero suministra el alimento
y el medio adecuado como anaerobiosis y pH para el desarrollo de bacterias que le
daran a él la energia para su desarrollo y ciclo productivo (Hamada, 1976, citado
por Angeles, 2000).

2.2. ECOSISTEMA RUMINAL

2.3. DESARROLLO PRENATAL DE LOS BOVINOS

El desarrollo fetal del estomago del bovino es relativamente rapido, pudiendo
distinguirse los distintos comportamientos a los 56 dias (Church, 1974). Los
diverticulos gastricos se desarrollan a partir de una dilatacion fusiforme del intestino
primitivo (Church, 1974. En los embriones bovinos se presentan a los 28 dias un
estdbmago primitivo similar al de otros embriones mamiferos (9.5 mm), mientras que
a los 36 dias ya se manifiestan algunas diferencias en el tejido epitelial y a los 56

dias se distinguen bolsas definitivas (50 mm), (Warner, 1958). Una vez



diferenciados los departamentos gastricos hasta el punto de hacerse evidente los
cuatro, se observa que se encuentran alineados uno tras otro, ocupando una
posicion caudal con respecto al higado y al diafragma; después se dispone en forma
de herradura, desplazandose el esbozo del rumen y el reticulo hacia la izquierda y
arriba, el omaso hacia la derecha y abajo, y el abomaso mas hacia la izquierda
(Warner, 1958). El rumen se halla entonces entre el diafragma y el rindn primitivo,
aumentando de tamafio y desarrollando sus sacos ciegos; girando en direccion
caudal para alcanzar su posicion definitiva; el abomaso cambia a la vez de posicion
hacia el lado derecho, debido a un desplazamiento del higado; los movimientos
descritos permiten a los diverticulos gastricos adoptar su forma tipica de herradura.
El tamafio relativo de los distintos departamentos gastricos varia mucho en el curso
del desarrollo prenatal; al principio presentan los cuatro las mismas dimensiones,
luego predomina el tamafio del rumen cuando este verifica su giro, observandose
mas adelante un incremento notable del abomaso hasta el punto de superar el
volumen del rumen al nacimiento (Warner, 1958). Conjuntamente con el desarrollo
externo, se produce el desarrollo de la mucosa de los compartimentos gastricos,
observandose primero el esbozo de las hojas del omaso, después los pliegues del
abomaso, a continuacién las crestas del reticulo y finalmente las vellosidades del
rumen (Wardrop, 1961). La superficie epitelial se desarrolla mas lentamente, siendo
la superficie interna del rumen lisa durante la etapa fetal, sin papilas visibles
(Wardrop, 1961). El desarrollo fetal es relativamente uniforme en cada espacio, ya
que el ambiente intrauterino es bastante constante, no disponiéndose de datos
suficientes para demostrar cualquier tipo de influencia por parte de la raza, el

tamafo, el plano nutricional, entre otros (Church, 1974).

2.4 DESARROLLO POSTNATAL DE LOS BOVINOS

El desarrollo postnatal del estbmago de los rumiantes guarda relacién con el tamafio
y/o la edad y con la dieta. Una dieta liquida retrasa el desarrollo del rumen-reticulo,

tanto en el grosor y peso de los tejidos como en el desarrollo papilar. El desarrollo



normal determina un crecimiento rapido del rumen-reticulo después que el animal
comienza a ingerir alimentos solidos. El consumo de alimentos toscos e inertes
estimula el crecimiento; esto se aprecia por el aumento de grosor de los tejidos,
aunque la presencia de productos o alimentos capaces de fermentarse originando
los acidos grasos volatiles (AGV) parece un factor necesario para la maduracion de
las papilas. El tamafio adulto relativo del estbmago de los bovinos se alcanza a los
5 0 6 meses (Church, 1974). Durante el nacimiento y en las tres primeras semanas
de vida, el ternero no utiliza los tres primeros compartimentos gastricos (rumen,
reticulo y omaso); su desarrollo demora algun tiempo y esta en dependencia de que
el animal ingiera un concentrado seco adecuado; entre tanto es necesario
suministrarle leche o un sucedaneo lacteo liquido apropiado. Durante la primera
fase de vida el alimento liquido se dirige directamente al cuarto compartimiento
gastrico (abomaso), aqui se coagula y la digestion prosigue, como en los
monogastricos. Es imponderable la necesidad en la dieta del becerro recién nacido
de un concentrado adecuado y especialmente durante las tres primeras semanas
de nacido, porque el aparato enzimético del becerro no esta bien adaptado a digerir
a no ser una cantidad bastante pequefia de ingredientes alimenticios (Church,
1974).

2.5 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO RUMINAL:
La edad:

A pesar del desarrollo lento con una dieta de leche, el estbmago tiene un crecimiento
innato potencial, pues un gran nimero de investigadores han demostrado un
absoluto incremento en el volumen y el peso del tejido sobre tales tratamientos
(Warner, 1956).

La dieta:

El aumento en peso y volumen de los pre estbmagos esta en dependencia del
régimen alimenticio. El desarrollo maximo de la pared y la mucosa ruminal se
obtienen con los alimentos sélidos y secos que puedan dar lugar a la formaciéon de
AGV. El peso del contenido del rumen en relacion con el contenido total del tracto

digestivo da la progresion siguiente: (Craplet, 1970). 1 mes 40 %, 2 meses 65 %, 3-
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4 meses 75 %. Experimentos de Peron y Ruiz (1992), concluyen que la dieta es el
factor fundamental o determinante en la morfologia de la pared ruminal. Las dietas
basadas en miel tienen un desarrollo mas pobre que las dietas de concentrados, y
el peso y el volumen de la ingestién son factores determinantes del volumen del

rumen y no la composicion del mismo.
Reticulo:

Esta viscera esta poco desarrollada en el ternero lactante y esta situada en la
subregion xifoidea; su cara izquierda mira hacia el bazo, la derecha hacia el omaso,
la craneal al higado y al diafragma; mientras que la caudal y la dorsal miran hacia
el rumen; y por ultimo, la cara ventral del abomaso, sobre el cual se apoya
separandola de la pared abdominal (Seren, 1967). El reticulo representa la porcién
craneo-ventral del estbmago y se localiza centralmente detras del diafragma. Las
paredes ventrales derechas del 6rgano quedan normalmente libres, por la izquierda
se pone en contacto con las porciones ventrales de los espacios intercostales sexto
y séptimo y una pequefia parte con el sexto espacio intercostal derecho (Seren,
1967) . La pared reticular es muy espesa y gruesa (Laplace, 1968). El reticulo
presenta la membrana mucosa formando pliegues cuya altura es algo mayor de 1
cm en los bovinos, estos pliegues incluyen espacios o celdas de 4, 5 o 6 lados, cuya
disposicion peculiar da el nombre vulgar en inglés de “honey comb”, que significa
panal de miel. Estas celdas estan subdivididas en pliegues mas pequefios y los
fondos estan incrustados de papilas cérneas agudas; las celdas se hacen mas
pequefias hasta desaparecer gradualmente cerca del surco esofagico del borde del
pliegue rumino-reticular. A 3 0 4 cm de este ultimo, la membrana mucosa ofrece la

disposicion papilar del rumen (Sisson, 1974).
Omaso:

El omaso ocupa una posicion profunda dentro de la cavidad abdominal; ninguna de
sus caras esta en contacto con la pared del abdomen, del lado derecho que es el
mas cercano, se encuentra separado por el diafragma; el borde posterior por el
higado, muy voluminoso en los bovinos. Tiene una forma ovoide, con un gran eje

vertical e incursado que le da un aspecto arrifionado, presentando para su estudio



dos caras, dos bordes y dos extremidades (Sisson, 1979). El omaso se distingue
muy claramente de las otras divisiones gastricas del rumiante y se sitla
enteramente en la pared derecha del plano medio, a nivel de las costillas, desde la
séptima hasta la décima (Sisson, 1979). La estructura interna del omaso es
particularmente interesante, ya que el epitelio presenta un cierto namero de
repliegues en forma de ldminas que ocupan casi totalmente la cavidad y se insertan
paralelamente al eje del érgano. Las laminas mas largas parten de la region de la
curvatura mayor; sus bordes son convergentes y miran hacia la curvatura menor. El
epitelio que tapiza la cara interna de la curvatura menor se presenta ligeramente
plegado en sentido longitudinal; entre estas mucosas y el borde libre de las ldminas
se encuentra un espacio libre: el canal nasal, que une los dos orificios del 6rgano.
Segun Blaxter et al. (1952), el omaso se encuentra aumentando de tamafio hasta
las 36 0 38 semanas de edad. Warner et al. (1956), demostraron que los alimentos
secos estimulan el desarrollo omasal, mientras que en los terneros alimentados con
leche, el omaso crecidé en proporcion al peso corporal y en los alimentados con
granos secos produjo un omaso proporcionalmente de 2 a 5 veces mayor que el
peso corporal. El volumen del omaso aumenta hasta 60 veces entre los 10 y los 15
dias de edad. El peso del omaso aumenta desde 4.7 g al nacimiento hasta 28.7 g a
las 16 semanas y su capacidad se incrementa desde 34 mm al nacimiento hasta
98.7 mm a las 16 semanas Blaxter et al. (1952). El crecimiento del omaso se
produce solamente cuando es estimulado por un consumo periddico de alimentos

sélidos (Hammada, Maeda y Kamecha, 1976).
Abomaso:

Es un saco alargado que se halla en su mayor parte sobre el suelo del abdomen,;
su extremidad anterior se halla en la regién xifoidea en relacion con el reticulo; su
extremidad posterior se relaciona con el intestino delgado. Su cara parcial se
relaciona con el suelo del abdomen y su cara visceral con el reticulo y el omaso
(Sisson, 1974). (Hammada, Maeda y Kamecha, 1976) sefialan que el abomaso
puede verse varias horas después del nacimiento, situado inmediatamente detras
del diafragma y con su eje longitudinal en direccion dorso ventral. A las cuatro

semanas, el omaso es pequefio aun y se localiza entre el suelo del abdomen vy el
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saco ventral del rumen, prolongandose caudalmente hasta alcanzar la proyeccion
de la tercera vértebra lumbar, aproximadamente a las ocho semanas de edad
(Tamate et al., 1962). En fetos a término y en animales jovenes, el abomaso es
mayor que el rumen, ya que en las primeras edades, el alimento del animal es lacteo
y la leche solamente necesita la actividad del estbmago glandular o abomaso. En
las tres primeras semanas de vida, el rumen todavia inactivo, no alcanza ni la mitad
del contenido abomasal; pero pasado este tiempo cambia la alimentacion del
animal, haciéndose vegetal y como estos alimentos necesitan de las tres porciones
de los estdbmagos anteriores y en especial del rumen, se cambia la relacion de
tamafio a favor de este. Asi vemos que a las cuatro semanas la relacion rumen-
abomaso es de 0.5:2.1; a las 8 semanas es de 1:1 y después de los tres meses el
rumen alcanza el doble del tamafio del abomaso y finalmente el rumen del animal

adulto tiene 9 veces mas la capacidad que tiene el abomaso.

Blaxter et al. (1952), sefialan que el tamafio relativo abomasal adulto no se alcanza
hasta las dos semanas de edad. Warner et al. (1952), plantean que el tamafio del
abomaso es similar en los terneros alimentaos con leche y en los alimentados con
productos secos. Segun Craplet (1970), corresponde al abomaso el 64% del
volumen relativo de los diverticulos gastricos al nacimiento, volumen que va
disminuyendo a medida que avanza en edad y se produce el destete de los
animales; agregando que el papel fundamental para el cambio de relacién

volumétrica es ejercido por el régimen alimenticio.
Cardias:

El cardias se presenta como una abertura semejante a un embudo, se haya
inclinado centralmente y a la derecha, y esta contorneado dorsal y lateralmente por
los labios de la gotera esofagica (Seren, 1967). La union gastro-esofagica o cardias
esta situada en la region dorsal al limite del rumen y del reticulo y orientado hacia
abajo y a la derecha, se prolonga por una doble pared muscular, constituyendo la
gotera esofagica. Segun investigaciones recientes, existen esfinteres funcionales
en el eséfago; dichas estructuras constituyen el esfinter esofagico craneal a la

entrada del eséfago y el esfinter caudal, constituido por fibras musculares cardiales



y por el esfinter diafragmatico. Ambos esfinteres se hallan en interdependencia,
resultando que una contraccién craneal vaya acompafiada de una relajacion caudal
y viceversa. Esta conexion funcional es particularmente importante en la eructacion,
pues de esta manera, solo puede evacuarse cada vez que el volumen de gas quede

comprendido entre los dos (Kolb, 1976).
Gotera esofagica:

Se presenta como un surco delimitado por dos pliegues o labios, y tienen una
seccion semicircular. Representa la prolongacion del eso6fago hasta el omaso. En
relacion con su curso podemos distinguir la gotera reticular y la omasal (Seren,
1967). La gotera reticular estd orientada de arriba hacia abajo y de izquierda a
derechay sigue al comienzo, la direccion de la pequefia curvatura del reticulo; cerca
de la pared craneal, sus labios se unen formando un rodete muscular denominado
esfinter reticulo-omasal. La longitud es de aproximadamente 15 a 20 cm.
Atravesando el orificio reticulo-omasal, la gotera continta a lo largo del puente del
omaso, con tracto terminal, que recibe el nombre de gotera omasal que presenta un
surco inclinado hacia atras y hacia abajo. Su longitud es de 6 a 7 cm y su ancho de

3a4cm.
Orificio reticulo omasal (ORO):

Este orificio se encuentra situado en la pequefa curvatura del reticulo y se presenta
como un conducto, orientado de la parte delantera hacia atras, de la izquierda a la
derecha y ligeramente de arriba hacia abajo; tiene una longitud de 2-3 cm (Seren,
1967). Se presenta bajo el aspecto de un conducto corto y estrecho, es un
verdadero esfinter y la mucosa que lo tapiza forma repliegues longitudinales,
presentando en algunos lugares largas papilas conicas (Seren, 1967) . Se encuentra
en comunicaciéon con el omaso mediante el orificio reticulo-omasal que es estrecho,

en forma de hendidura y esta situado centralmente (Stewart., 1974).



Orificio omaso-abomasal:

Este orificio se encuentra situado entre la extremidad caudal del puente del omaso
y el lado dorsal derecho de la parte craneal del abomaso. La abertura de forma
redondeada tiene un diametro variable entre 8 y 15 cm y se halla bordeado por una
linea blanca dentada. En el interior del orificio se encuentran numerosos pliegues
de mucosa, dispuestos a guisa de valvulas (Seren, 1967). El orificio omaso-
abomasal es mas largo que el reticulo omasal, esta rodeado de repliegues mucosos,
dos de ellos estan particularmente desarrollados, constituyendo una valvula
(Brugere, 1969). Este orificio es oval y tiene una longitud aproximada de 10 cm.
Limita por delante por un grueso pilar omasal muscular, cuyas fibras se extienden
por los lados del abdomen; una pequefia zona glandular cardial circunda el orificio

del lado abomasal (Sisson, 1974).
Piloro:

Se encuentra situado entre la porcién pilorica del abomaso y el duodeno; presenta
las caracteristicas anatomo-funcionales de un esfinter, centralmente y sobre sus
costados esta circunscrito por un pliegue anular de la mucosa (Seren, 1967). La
unién gastro duodenal o piloro esta marcada por un espesamiento parietal y un
pliegue anular de la mucosa (Laplace, 1968). Segun Sisson (1974), la tunica
muscular del abomaso consta de la capa longitudinal y la capa circular; esta Ultima

forma el esfinter pil6rico, bien desarrollado, pero pequefio y redondeado.
Irrigacion sanguinea:

En los bovinos, las arterias gastricas proceden de la arteria celiaca, que tiene una
longitud aproximada de 10 a 12 cm, y la misma da origen a cinco ramificaciones

principales llamadas:

* Arteria Hepatica

* Arteria rumial-derecha
* Arteria rumial izquierda

» Arteria omaso-abomasal
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* Arteria esplénica

La sangre del estbmago se vierte a la vena porta que va directamente al higado. La
vena gastrica recibe sangre de la vena ruminal derecha y de la vena ruminal

izquierda, de la vena reticular, omasal, y abomasal (Laplace, 1968).
Inervacion:

Los estbmagos de los rumiantes (bovinos) reciben una inervacion extrinseca y otra
intrinseca. La primera esta constituida por el nervio parasimpatico o vago y el nervio
ortosimpatico. El vago es el de mayor importancia para los fenémenos motores. La
rama derecha e izquierda del vago cervical se divide y da lugar a la rama dorsal y
ventral del nervio vago toracico. Como consecuencia de este doble origen, la
seccion de una rama en el cuello provoca trastornos leves y transitorios de la
movilidad. La rama dorsal del vago abdominal inerva las porciones medial y caudal
del rumen, reticulo, omaso y abomaso; mientras que la rama ventral del vago

abdominal inerva las porciones craneales (Laplace, 1968).

La pérdida de becerros en granjas lecheras obedece, en muchos casos, a la mala
administracion y alimentacion, causa de infecciones y depresion del sistema
inmunologico en los mismos. Estas pérdidas han incrementado el uso de
antibiéticos para proteger los animales y tratar las diarreas. El uso extensivo y
prolongado de antibidticos puede dafiar el balance de la flora intestinal e
incrementar la susceptibilidad de los terneros ante algunos microorganismos
patdbgenos, que ganan en resistencia a estos antibidticos (Fuller 1989); también
puede incrementar el riesgo de diarrea y de mala absorcién en los intestinos
(Higginbotham y Bath 1993). El uso profilactico de antibiéticos como promotores del
crecimiento ha sido cuestionado por la resistencia de las bacterias a estos y por
razones de seguridad alimentaria. La resistencia de las cepas de bacterias a
antibidticos puede provocar enfermedades en los humanos transmitidas por los
animales mediante determinados productos. Estas traen consecuencias adversas
para la salud humana. Las legislaciones gubernamentales y la opinién publica
negativa acerca del uso de antibiéticos como promotores del crecimiento, han

obligado a los productores a buscar fuentes alternativas para los antibiéticos como
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por ejemplo el alimento aditivo. En los Gltimos afios, el desarrollo en la biotecnologia
permite el uso de algunos cultivos microbianos como alimentos aditivos. Los
probioticos contienen, generalmente, levadura, bacterias acido-lacticas, Aspergilus
oryzae y A. niger, Bacillus subtilis, algunos estreptococos y enterococos y/o su
mezcla (Beauchemin et al., 2000). Los estudios sobre probidticos mostraron que
alimentar terneros con sustitutos de leche, suplementados con Lactobacillus
acidophilus, evita la pérdida de peso durante sus dos primeras semanas de vida
(Cruywagen et al., 1996). También se observo una disminucién en la incidencia de
diarrea (Abe et al., 1995 y Abu Tarboush et al., 1996) y en el nimero de bacterias
del grupo coli en becerros antes del destete cuando se les suministré el probidtico
Lactobacillus acidophilus (Sokolova et al., 1991 y Lema et al., 2001). Sin embargo,
Cruywagent et al. (1996), no informaron diferencias entre el probiético (Lactobacillus
acidophilus) y los grupos de control, con respecto al consumo de alimentos solidos
(pienso de inicio), a la incidencia de diarrea y a la relacion alimento ganancia. La
literatura, considerando los efectos de probidticos en el comportamiento del becerro,
ha mostrado que los efectos positivos de los probiéticos pueden variar segun el
cultivo del probidtico y algunas condiciones como el manejo del becerro, los

alimentos, el régimen de alimentacion, entre otras (Fuller 1990 y Denev 1996).

2.6 FUNDAMENTOS DEL RUMEN

Se puede definir segun Relling y Mattioli (2003), que el rumen y el animal son dos
organismos independientes en donde en primer lugar se deben encontrar los
ingredientes Optimos para la dieta que alimentara al rumen para que posteriormente

se nutra el animal.
Siendo asi, la primer caracteristica fundamental es el pH mismo que tiene una

variacion entre 5.5 hasta 7 (Krause y Oetzel, 2006 citado por Araujo y Vergara,

2007), considerando el tipo de dieta proporcionada, de él depende que exista una
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mayor sobrevivencia de la microbiota y por lo tanto una mejor digestion, energia y

ganancia de peso en los animales.

La consecuente caracteristica relevante que posee el rumen es la temperatura que
oscila entre los 38 a 42 °C, puesto que es uno de los pilares que permiten que se
generen las bacterias ruminales, recordemos que la glucolisis es el medio por el
cual dicha microbiota obtiene la energia que necesita por su condicion anaerdbica
(Relling y Mattioli, 2003).

2.7 PROCESO FERMENTATIVO

Los rumiantes tienen la increible capacidad de darle trasformacién a la celulosay la
hemicelulosa que Ladisch et al. (1990), aseguran forman un aproximado del 70 %

de la biomasa vegetal.

El tipo y nimero me microorganismos presentes en el rumen estan directamente

asociados con los ingredientes de la dieta (Febel y Fekete, 1996).

La finalidad de que los microorganismos lleven a cabo la fermentacion es producir
Acidos Grasos Volatiles, acético, butirico, propionico y lactico; mismos que seran la
fuente nutricional para la actividad metabdlica del rumiante, lo que significa que el
rendimiento de produccion del animal esté directamente relacionado a la actividad
y calidad de la microbiota ruminal; ademas de la formacién de otros compuestos
como gases en su mayoria metano y diéxido de carbono (Roderick y White, 1990).
La composicién de los gases segun (Calsamiglia y Ferret, 2002); es de 65% de COz2,
27% de CH4, 7% de N2, 0.6% de O2, 0.2% de H2 y 0.01% de H2S que se expulsan

mediante el eructo.
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2.8 IMPACTO DEL pH EN LA DIGESTIBILIDAD

Los cambios repentinos en el nivel de pH alteran la cantidad y funcionamiento
normal del rumen, haciendo que la digestion de la fibra se desplome volviendo al
animal susceptible a pérdida del apetito y a una disminuciéon de la motilidad ruminal
que lo predispone a consecuentes trastornos metabdlicos; siendo los animales mas
afectados los que estan bajo un régimen alimenticio a base de concentrados en su
mayoria. Se menciona que lo ideal es que el rumen se mantenga en un punto de
equilibrio entre 6.2 y 7 (Ash, 1959 citado por Krausen et al., 2002).

La clave de una buena produccion de Acidos Grasos Volatiles es el cuidado del pH,
ya que mientras mayor sea la cantidad de bacterias fibroliticas estos estaran
siempre disponibles para el desarrollo del rumiante (Dirkensen, 1969 citado por
Calsamiglia, 1997).

2.9 MICROBIOTA RUMINAL

El proceso de alimentacion no seria posible sin la existencia de esos organismos
microscopicos que gracias a la labor de investigacion ya ha sido posible su
cuantificacion, de forma que autores como McDonald et al. (1995), nos dice que de
bacterias hay entre 10°-10'° por ml y mas de 60 especies, afiadiendo que la
poblacion de hongos puede variar entre un 8 a un 10 % del total de la poblacion del
rumen y que ademas el ciclo de vida de estos organismos es en dos tiempos,
primero en una zoospora con la capacidad de moverse, seguido de la fase en que
ya es un esporangio con la facilidad de adherirse con sus rizoides a las particulas
del alimento mientras que los protozooarios segun McDonald et al. (1995) se

pueden encontrar de 10° a 108 células/gramo de liquido ruminal.
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2.10 PROBIOTICOS EN LA NUTRICION ANIMAL

(Parker, 1974) fue el primero que utilizé la palabra probidtico dentro del contexto
para explicar que eran microorganismos capaces de hacer crecer otros, pero
(Fuller,1989) hace una modificacién en el término sefialando que es un suplemento
alimentante, que mejora el equilibrio intestinal, ademés de proponer que el modo de
accion puede ser a nivel de competir por receptores en el tracto gastrointestinal y
de los nutrientes, promotor de sustancias antibacteriana y estimulador de la

inmunidad,

Son parte de los aditivos utilizados en la produccion animal como una alternativa a
la utilizaciébn de otros, como los antibiéticos, que ocasionan peligro para los
consumidores de los productos y subproductos, los probiéticos se definen como
organismos vivos que van a tener un efecto positivo en el tracto gastrointestinal del
organismo que los recibe sin perjudicar su funcionamiento normal (Van der Aa Kiihle
et al., 2005).

2.11 LEVADURAS Y ENZIMAS COMO ADITIVOS EN LA ALIMENTACION DE
RUMIANTES

Tiempo atras se inicioé con lo que actualmente se ha convertido en una interesante
manera de trabajar con la situacion alimentaria de los rumiantes, misma que ya no
solo es con la formulacién de dietas a base de forrajes y sus derivados, si no con la
introduccién de aditivos como son las enzimas o las levaduras que en los ultimos
afios han pasado por procesos de evaluacion para determinar si son
econémicamente rentables para aplicarlas y con ello incrementar
considerablemente la productividad de los animales mediante una mejora en la

actividad digestiva (Yang et al., 2001).

Como lo afirmaron en su momento Marrero et al. (2010), las levaduras y las enzimas
fibroliticas han ido ganando terreno por los resultados satisfactorios que han

mostrado ya que en el experimento que realizaron donde confirmaron que al
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incorporar una cepa de S. cerevisiae aumentaron las poblaciones de bacterias

ruminales factibles para la produccion de acidos grasos volatiles.

2.12 LEVADURAS

Este tipo de probidticos se clasifican como organismos eucariotes y a diferencia de
las bacterias cuya medida oscila entre (0.5 x 5 ym), son resistentes a antibiéticos,

ademas de tener un mayor tamano alrededor de 5 x 10 um (Auclair, 2001).

Las levaduras tienen una amplia capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal
mediante mecanismos de entre los que destacan el farmacocinético dado por ser
resistentes a la acidez géstrica y protedlisis y el farmacodindmico con el
antagonismo directo que sugiere que previene que el intestino se inflame con la

presencia de agentes patégenos (Mansour, 2003).

Se puede considerar que las mas utilizadas son las de Saccharomyces, observando
repuestas mas favorables en ganado lechero aumentando la capacidad de

degradacion de la fibra y la produccion (Newbold, 2003).

Sus efectos benéficos radican en la regulacion del pH, aportan vitaminas a las

bacterias ruminales haciéndolas mas viables.

Cuando la dieta esta constituida por una proporcién elevada de concentrado es
cuando mas se recomienda el uso de levaduras, por ejemplo al comienzo de la

lactacion (Van Vuuren, 2003).

2.13 ENZIMAS

En los afios 60 se comenzo con las labores de investigacion acerca de estos aditivos
(Burroughs et al., 1960).
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Son proteinas biocatalizadoras que se enfocan en la degradacion de los
componentes de la pared celular (celulasas, xilanasas, glucanasas, pectinasas), o
del interior (amilasas, proteasas).

La actividad sinérgica o individual de enzimas de Trichoderma spp. y Phanerochaete
spp, ha sido revisada (Forsberg et al., 1993) . Mientras que Forsberg et al. (1993),
comentan que las enzimas forman un complejo llamado celulosoma, el cual se ha
estudiado de una manera mas profunda con la bacteria Clostridium thermocellum
(Forsberg et al., 1993).

Se han realizado experimentaciones en cuanto a cual es la mejor forma de
aplicacion ya sea en forraje fresco o seco; asi, de acuerdo al estudio de (Feng et
al., 1992), en donde las enzimas aumentaron considerablemente la accion digestiva

sobre la materia secay la fibra.

2. 14 COMPORTAMIENTO DE LA DIGESTION CON LA ADICION DE ENZIMAS

El tipo de enzimas que se utiliza repercute en la adecuada hidrdlisis del sustrato
lignocelulésico ya que pueden presentarse fallas o limitantes que impiden a la
enzima dirigirse al sustrato o bien puede ocurrir que no exista una sinergia entre las
diversas enzimas; también puede ser un contratiempo la distribucion de la lignina
(Brown et al., 2010).

Krueger y Adesogan (2008), afirman que para corroborar que los productos
enzimaticos estan funcionando, es necesario evaluar el aumento en la digestién de
la materia seca, el incremento en la sintesis de proteina microbiana y en el

desarrollo de la microbiota ruminal.
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2.15 EFECTOS DE LA XILANASA

Enzima producida por el hongo Trichoderma longibrachiatum (T. reesei, T. viride)
(Beauchemin et al., 2003).

La Xilanasa actiia en un pH de entre 6 y 7 y no se ve afectada por la temperatura
ya que para su peletizacion se emplea calor de hasta 85 °C.

Es de las mas empleadas en las dietas de rumiantes sobre todo en ganado lechero,
ya que por excelencia participan en le degradacion de la pared celular de las
plantas.

Nsereko et al. (2002), trabajaron con Trichoderma longibrachiatum y obtuvieron una
respuesta cuadratica en cuanto al numero de bacterias ruminales en vacas

lecheras.
El efecto directo que la enzima ejerce depende de la humedad del alimento,

especificidad del sustrato y el tiempo para que exista una adecuada interaccion del

sustrato con la enzima (Beauchemin et al., 1995).

18



Cuadro 1. Componentes de la pared celular y enzimas que los hidrolizan

Componente Composicion Enzima catabdlica
) Celulasa (§ 1,4
Celulosa Polimero de glucosa (B 1,4)
glucanasas)
Almidén Polimero de glucosa (a 1,4) Amilasa
. ] o o Pectinasa
Pectina Polimero de acido galacturénico

(poligalacturonasa)

Heteropolimero de xilosa y otros

Xilano azucares (B 1,4 y grupos laterales o 1,2  Xilanasa
oal,3)
Sacarosa Disacarido glucosa-fructuosa Invertasa

Adaptado de Madigan et al. (2004)

Las enzimas fibroliticas exd6genas (EFE) son aditivos modificadores del
metabolismo ruminal que pueden mejorar la digestibilidad de los componentes
fibrosos de la dieta, y de esta manera incrementar la energia digestible para
rumiantes (Beauchemin y Holtshausen, 2010). Las EFE generalmente son
obtenidas de organismos celuloliticos (Cuadro 2), los mas comunes son los cultivos
de hongos (Aspergillus oryzae y Saccharomyces cerevisiae) y de algunos tipos de
bacterias que tienen la capacidad de producir cantidad suficiente de enzimas
celulasas y hemicelulasas (Gado y Salem, 2013), capaces de degradar la pared
celular vegetal.
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Cuadro 2. Organismos celuloliticos utilizados en dietas para rumiantes

Actividad enzimatica

Organismo celulolitico

Celulasa

B-glucanasa

Hemicelulasa

Xilanasa

Aspergillus niger

Trichoderma longibrachiatum (T. reesei, T. viride)
Humicola insolens

Aspergillus niger

Aspergillus aculeatus

Bacillus lentus

Bacillus subtilis

Humicola insolens

Penicillum funiculosum

Trichoderma longibrachiatum (T. reesei, T. viride)
Aspergillus niger

Trichoderma longibrachiatum (T. reesei, T. viride)
Bacillus lentus

Bacillus subtillis

Humicola insolens

Aspergillus aculeatus

Aspergillus niger

Bacillus lentus

Bacillus subtilis

Trichoderma longibrachiatum (T. reesei, T. viride)
Penicillum funiculosum

Humicola insolens

Adaptado de Beauchemin et al. (2003)
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ll. JUSTIFICACION

En la industria lechera es una necesidad constante que los animales tengan una
tasa de crecimiento adecuada que les permita llegar a la edad productiva con la
mejor condicion corporal y con un Optimo estado de salud, es por ello que el pilar
para conseguir este resultado es la dieta proporcionada, que ademas de los
ingredientes tradicionales como maiz, pasta de soya, canola, salvado y ensilados,
tengan en su composicion aditivos que no repercutan en la salud animal ni humana;
pero que si tengan la capacidad de mejorar el trabajo digestivo del rumiante para un
mayor aprovechamiento nutricional y por ende elevar la produccion haciendo
redituables las unidades productivas, ademas si se tienen becerros con buen
aprovechamiento nutricional y con menor incidencia de enfermedades, en un
periodo critico como lo es lactancia-destete se garantizaran animales con un futuro

mas productivo.

En el presente trabajo se utilizaron levadura y xilanasa, mismas que ya han sido
aplicadas en multiples investigaciones por lo que se desea conocer el efecto que
tiene en cuanto a digestibilidad, ganancia de peso, pH y en la presencia de bacterias

como E. coli y Salmonella spp.
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IV. HIPOTESIS

Con la introduccidn de estos aditivos se mejorara la eficiencia digestiva de los
becerros en comparacion del grupo control al que solo se le ofrecera la dieta base.
Asi mismo se obtendra un peso mas elevado que el resto de los animales y una

menor cantidad de unidades formadoras de colonias de E. coli y Salmonella.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento productivo, el estado de salud general y la digestibilidad

de la fibra por medio de la adicién de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y la

enzima (xilanasa) a la dieta de becerros lecheros.

5.2 Objetivos especificos

Determinar los parametros productivos de los terneros lecheros alimentados
con dietas conteniendo levadura (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima
xilanasa como aditivos

Determinar la digestibilidad del alimento en los terneros lecheros alimentados
con dietas conteniendo levadura (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima
xilanasa como aditivos

Determinar los parametros de salud de los terneros lecheros alimentados con
dietas conteniendo levadura (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima

xilanasa como aditivos
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 UBICACION DEL SITIO EXPERIMENTAL
La investigacion se realiz6 en un establo que esta ubicado en las siguientes
coordenadas (N: 19°34°25”, W: 99°46’35.3”) y una altura sobre el nivel del mar

(msnm) de 2526 m. En el Estado de México.

6.2 CRITERIOS DE SELECCION DEL ESTABLO Y MATERIAL BIOLOGICO
Se aplicé una encuesta al encargado del establo, para conocer las caracteristicas
generales y el manejo de los becerros desde el nacimiento al destete, la sanidad e

higiene y el tipo de alimentacion de estos.

6.2.1 Establo

Los criterios para seleccionar el establo fueron:

1) Que se ubique en un municipio cercano, Ixtlahuaca.

2) Que sea un hato lechero.

3) Que el propietario otorgue su permiso y que se comprometa a no vender ni
desechar a los animales incluidos en el estudio.

4) Que el establo cuente con inventarios actuales.

6.2.2 Becerros

Se seleccionaron 40 becerros raza Holstein, sin problemas congénitos ni adquiridos,
con un peso de 40.0 = 5.0 kg y sin signos clinicos evidentes, se distribuyeron en 4
tratamientos (control, xilanasa (Dyadic®Xilanase PLUS, Pais de origen: USA),
levadura (BIOCELL®, 2.0 x 10" cfu/g Min, Pais de origen México), y xilanasa con
levadura), bajo un disefio completamente aleatorizado con mediciones repetidas.

Se identificaron y colocaron de forma individual en jaulas adecuadas (las cuales son
de forma rectangular y tienen una medida de 1.20 x 0.8 m) para la toma de datos y

se contemplaron el confort del animal, cada jaula cont6é con su comedero y bebedero
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en la cual permanecieron durante toda la etapa de validacion (60 dias) antes del

destete.

6.3 TRATAMIENTOS

1) Control: Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia)

2) Xilanasa: Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos veces/dia)+4 ml del
producto con xilanasa.

3) Levadura (Biocel®-F53): Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos
veces/dia)+4 g de levadura.

4) Xilanasa+tlevadura: Alimento Comercial + leche entera (4kg en dos
veces/dia)+4 ml xilanasa+ 4 g levadura.

6.4 Manejo de alimentacion y aplicaciéon de los tratamientos

Se administraron cuatro litros diarios de leche entera por dia (considerando
tolerancia del animal a la leche con lo cual varia), dividido en dos tomas de dos litros
cada una, en la mafana y por la tarde a los animales del grupo control y a los
tratamientos, cuatro litros diarios de leche mas xilanasa (4ml/animal/dia), 4g
levadura (Biocel®-F53)/animal/dia o la combinacion de las enzimas con la levadura
a los animales de los grupos tratados, dichas enzimas y levadura se incluyeron
dentro del recipiente (dosificadas previamente) junto a la leche y con la ayuda de un
agitador se mezclaran perfectamente hasta que se diluyeron y se aseguré que
fueran consumidos por los becerros, esto fue de manera diaria hasta completar el

dia 60 el cual fue el ultimo.
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6.4.1 Agua
Se suministraron a los becerros en cubetas de 2 litros por la mafiana y si se termind
en la tarde se le suministraron 2 litros mas, para asi el dia siguiente determinar el

consumo (agua ofrecida-agua rechazada).

6.4.2 Alimento sdélido
Se ofrecié un concentrado comercial con un 18% de PC minimo. Este alimento fue

ofrecido a libre acceso desde el nacimiento.

ANALISIS DEL CONCENTRADO INICIADOR BABY FARM PREMIUM (Becerros
Ultra Malta Cleyton)

Humedad, max. 12.0 % Grasa, min 3.0%
Proteina, min 18.0 % Cenizas, max. 7.0%
Fibra, max. 10.0 % E.L.N, min 50.0 %

6.4.2.3. Ingredientes del alimento iniciador:

Los ingredientes utilizados fueron suero de leche y / o lactosa, sorgo, maiz, cebada
y/o avena, salvado de trigo, gluten de maiz, pasta de cartamo, pasta de girasol,
pasta de canola, pasta de linaza, pasta de soya, melaza, levaduras y promotores de
crecimiento, carbonato de calcio, fosfato de calcio, cloruro de sodio, manganeso,
fierro, cobre, zinc, yodo, selenio, cobalto, vitaminas A, E Ds, tiamina, riboflavina,

niacina, cianocobalamina y antioxidante.

6.5 Parametros de medida:

La ingestion del alimento (ofrecido —rechazado) e ingestion de agua, leche se
registro a diario durante los 60 dias del experimento.

Se midieron los siguientes parametros en el dia segun correspondid, sea al inicio 0
al final de cada periodo después del parto:

- Peso vivo corporal y medidas fisicas corporales, al inicio de cada periodo dias
1 (P1), 15 (P2), 30 (P3), 45 (P4) y 60 (P5).
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- Digestibilidad del alimento (se colecté una muestra de heces 50-100 g de
cada animal en 5 dias consecutivos al inicio de cada periodo, tomando en cuenta
que fueron 5 periodos P1, P2, P3, P4y P5, asi que las muestras se tomaron en los
dias 1-5, 15-20, 30-35, 45-50 y 60-65.

- Bioquimica sanguinea: una muestra de cada animal (10 ml), Microbiologia
fecal: Una muestra de heces de cada animal (50 gr), Parasitologia fecal: Una
muestra de cada animal (50 gr), al final de cada periodo en los dias 5, 20, 35,50y
65.

6.6 Parametros productivos

6.6.1 Peso Inicial y Peso Final (Pl'y PF)

Los becerros(as) seleccionados fueron pesados al momento de su ingreso a la sala
de crianza en una béascula romana (Dia 1 del periodo 1); posteriormente cada dos
semanas (Dia 1 de cada periodo) se llevé a cabo un registro de campo de cada uno
de los animales para asi obtener el peso final alcanzado a los 60 dias (Dia 1 del

periodo 5) de duracion del estudio (destetado de los animales).

6.6.2 Altura Inicial y Altura Final (Tl'y TF)

Se midio la altura a la cruz al siguiente dia del nacimiento con un flexbmetro (Dia 1
de cada Periodo). Esta practica se llevd a cabo posteriormente cada dos semanas
manteniendo un registro de campo de cada uno de los becerros, para asi obtener

la altura final a los 60 dias de duracion del estudio (destetado de los animales).

6.6.3 Consumo de Alimento (CA)
Para los la obtencion de los valores del CA a partir del dia siete de edad de los
becerros, se peso el alimento ofrecido y se le resto el alimento sobrante diariamente.

El consumo de alimento se registro a diario durante los 60 dias del experimento.

6.6.4 Ganancia Diaria de Peso (GDP)
La Ganancia Diaria de Peso (GDP) es el incremento de peso diario (g/dia) de los

becerros. Este se determin6 cada 15 dias (Dia 1 de cada periodo, se realiz6 el
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pesado de los becerros), restando al peso final el peso inicial y dividiéndolo entre
los dias de evaluacioén (15 dias). Mientras que la GDP ajustada al final del estudio,
se determind mediante la resta del peso al destete, el peso al nacimiento dividido

entre los 60 dias que duré el experimento.

6.6.5 Iindice de Conversion (IC)
El IC es la proporcion que resulta de dividir los kg de alimento consumido entre los

kg de peso incrementado.

6.6.7 Mortalidad (%)
Se reportd en porcentaje: (# de animales muertos/ # de animales en tratamiento) x
100.

6.6.8 Enfermos
En el caso de existir diarreas o enfermedad respiratoria, se aplicé el tratamiento que

se usa de manera rutinaria en el rancho, de acuerdo al tipo de patologia presente.

6.6.9 Calificacion del estado de salud

Estos parametros tuvieron medicién diaria los 60 dias que dur6 el experimento.

6.6.9.1 Temperatura rectal

Se midié semanalmente, empleado un termémetro, bajo la siguiente escala:
. 0=37.7a38.2°C

. 1=38.3a38.7°C

. 2=38.8a39.3°C

. 3=>39.4°C

6.6.9.2 Tos
Es una medida subjetiva que tomé el operario o quien atendié a los becerros,

diariamente empleado la siguiente escala:
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. 0= No hay tos

. 1= Solo tos cuando se induce (reflejo tusigeno)
. 2= Tos inducida, espontanea u ocasional

. 3= Tos repetida u espontanea

6.6.9.3 Secrecion nasal

Secrecion nasal, se midi6é diariamente con la siguiente escala:

. 0= Secrecion normal serosa

. 1= Pequefa cantidad moco cristalino unilateral
. 2= Secrecion bilateral de moco

. 3= Excesiva secrecion de moco purulento
6.6.9.4 Calificacion de ojos

Se midié diariamente el estado y generacién lagrimeo — secreciones, sintomas de

infeccion con la siguiente escala.

. 0= Normal

. 1= Pequefa cantidad de secrecién ocular

. 2= Moderada cantidad de secrecién en ambos o0jos
. 3= Fuerte secrecion ocular

6.6.9.5 Calificacion de heces

Se evalu6 de forma diaria la cual se reporté de acuerdo a la siguiente escala durante
todo el periodo experimental:

. 0= Heces normales

1= Moldeadas o pastosa
. 2= Semiliquidas
. 3= Liquidas
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6.6.9.6 Calificacion de condicion corporal general

Se evalu6 a cada becerra al inicio, a los 30 dias y al final del periodo de estudio en
los siguientes aspectos, iniciando con una calificacion de 10 y descontando un punto
por cada padecimiento presente en el animal.

1) Secrecion nasal unilateral o bilateral

2) Artritis o poliartritis

3) Orejas caidas (una o dos)

4) Pelo hirsuto o descolorido

5) Secrecion ocular con escurrimiento

6) Distencion abdominal

7) Corvejones remetidos

8) Perfil acarnerado

9) No alcanzo el doble de su peso.

10) Reflejo tusigeno espontaneo o provocado

6.6.9.7 Extraccion de contenido ruminal
Al final del experimento (dia 65) se sondearon 4 becerros por cada grupo
experimental, para extraer 50 ml de contenido ruminal, para determinar:

- pH

- Acidos Grasos Volatiles (AGV'S) Totales e Individuales

- Concentraciéon de Nitrogeno Amoniacal (NH3-N)

- Bacterias y protozoarios.

6.6.9.8 Obtencion de muestras de sangre

A cada becerro se les extrajo 5 mL de sangre por la técnica de venopuncién de la
yugular, con una aguja de precision de 21 G x 1.5” y un tubo vacutainer de tapa roja
sin anticoagulante (marca BD Diagnostic Systems hechos en Buenos Aires,
Argentina), cada tubo se identificé con los siguientes datos: ID del animal,
tratamiento, la muestra se tomd por la mafiana antes de ofrecer la leche y el
concentrado a los becerros, en el dia 5 de cada periodo experimental. Las muestras

de sangre obtenidas se dejaron reposar por cinco minutos a temperatura ambiente,
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posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm durante diez minutos en una centrifuga
clinica (marca Solbat, modelo J-12 hecha en México). Del sobrenadante (suero)
obtenido, se tom6 una muestra y se colocé en el refractdmetro modelo ATC 311

para medicion de las Proteinas Totales (PT).

Analisis de laboratorio

En muestras de la dieta y heces fue determinada la materia seca (MS), materia
organica (MO), nitrégeno (N) y cenizas (AOAC, 2003), fibra detergente neutro (FDN)
y acida; (FDA) se determinaron con el analizador de fiboras ANKOM?2°9220 de acuerdo

al método descrito por Van Soest et al., (1991).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando un disefio
completamente al azar con mediciones repetidas, bajo el siguiente modelo

estadistico:

Fp=ptntey o103 4

j=1,23,...,n

Donde:

= Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento

=
I

Media general
i = Efecto del tratamiento i.

) ) 2
i = Error aleatorio, donde &ij _ N(O’U )

31



VIl. RESULTADOS
AVANCE DE RESULTADOS Y DISCUSION (TRABAJO in vivo)

Figura 1. Consumo de agua ml/dia de becerros Holstein lactantes tratados en
enzima, levadura o la combinacion de ambas.
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En la primera figura se puede ver como se comport6 el consumo de agua en los 4
grupos de becerros, aunque los picos mas altos de la grafica se pueden observar
en los grupos control y el de enzimas no hubo diferencias estadisticas entre los 4
grupos.

32



Figura 2. Consumo de alimento gr/dia de becerros Holstein lactantes tratados en
enzima, levadura o la combinacion de ambas.
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Esta grafica muestra la ingesta de alimento durante los 60 dias que durd el
experimento, en la cual hubo diferencia estadistica para el grupo que recibio
levadura, no asi para los grupos control, enzimas y levadura mas enzimas que
estadisticamente son iguales pero diferentes al grupo que recibio levadura, que fue
el grupo que mas bajo consumo de materia seca tuvo.
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Cuadro 3. Parametros productivos por variables en becerros Holstein lactantes
tratados en enzima, levadura o la combinacion de ambas.

VARIABLE CONTROL ENZIMAS LEVADURA LEV +ENZ SEM
PESO 55.342 49.95bb 49.59p 50.54bb 0.998
TALLA 97.202a 81.142 84.322a 81.832a 5.062
LECHE 3.622 3.75% 3.632a 3.75% 0.097
INICIADOR 594.00% 486.80% 470.502 483.38% 47.859
CIRCUNFERENCIA 94.07% 94.98% 90.282 110.43% 8.232
TEMPERATURA 37.662 38.4642 38.02aa 57.16% 7.789
AGUA 1253.90% 1168.10% 971.202 1044.60%2 113.150
HECES 4.86% 1.632 10.8622 6.632 3.087
GANANCIA DE PESO 210.47 255.072a 180.51°b 217.34b2 19.233

Medias dentro de la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
(P <0,05).

En el Cuadro 4 se relacionan los valores promedios de los resultados obtenidos de
los parametros productivos que se evaluaron durante los 60 dias que durd el
experimento, dichos parametros presentaron variacion estadisticamente
significativa (P <0.05), en el peso el grupo que recibi6 enzimas y la mezcla de
levadura mas enzimas fueron estadisticamente iguales no asi para los grupo
levadura y control, siendo el control quien tuvo el mayor peso, para talla los grupos
que de forma estadistica son similares fueron: control, levadura y levadura mas
enzimas, de forma contraria a enzimas, el consumo de leche solo mostro diferencias
en el grupo control ya que estadisticamente los otros tres grupos son iguales, el
consumo del alimento iniciador no present6 diferencias (P >0,05), grupo control,
enzimas y levadura mas enzimas, no asi para el grupo levadura que ademas fue el
grupo que menor consumo de materia seca presento, este mismo comportamiento
lo tuvieron la circunferencia y el consumo de agua, para condicion de la heces el
grupo control levadura y mezcla de levadura mas enzimas fueron estadisticamente
similares no asi el grupo enzimas que fue diferente, en la ganancia diaria de peso
el grupo control y enzimas mas levadura son similares y diferentes al grupo de
enzimas y levadura, presentando mayor ganancia diaria de peso el grupo de

becerros que recibi6 las enzimas.

34



Journal of Cleaner Production 148 (2017) 616623

Journal of Cleaner Production

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jclepro

Contents lists available at ScienceDirect

Effectiveness of xylanase and Saccharomyces cerevisiae as feed
additives on gas emissions from agricultural calf farms

@ CrossMark

Agustin Herndndez ?, Ahmed E. Kholif °, Mona M.M.Y. Elghandour ¢, Luis M. Camacho ¢,
Moisés M. Cipriano ¢, Abdelfattah ZM. Salem * *, Humberto Cruz ?, Eziuche A. Ugbogu ¢

#Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma del Estado de México, Mexico
Y Dairy Science Department, National Research Centre, 33 Bohouth St., Dokki, Giza, Egypt
€ Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Guerrero, Km. 3.5 Carretera Cd. Altamirano-Iguala, CP 40660, Cd.

Altamirano, Guerrero, Mexico

d Department of Biochemistry, Abia State University, PM.B 2000, Uturu, Abia State, Nigeria

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 19 September 2016
Received in revised form

12 January 2017

Accepted 12 January 2017
Available online 17 January 2017

Keywords:

Carbon dioxide
Methane

S. cerevisiae
Sustainable control
Xylanase

The aim of the present study was to evaluate the potential of supplementing calves’ diets with exogenous
enzymes (xylanase; XYL) and yeast (Saccharomyces cerevisiae [SC|) on the sustainable control of methane
(CH4) and carbon dioxide (CO2) productions in agricultural calves farming. Three different levels of
supplemented diets of XYL (0, 3 and 6 mg/g of dry matter (DM)), SC (0, 2 and 4 mg/g of DM) and mixture
of XYL and SC (0, 2 pL XYL + 2 mg SC, 6 pL XYL + 4 mg SC/g of DM) were tested. Asymptotic gas pro-
duction (GP) consistently decreased by each of the additives with the lowest value at the high dose of
XYL + SC mixture (P < 0.05) compared with the control and the low dose of XYL + SC mixture. Methane
production was reduced by additives inclusion (P < 0.05) when compared with the control treatment
with no additive. Xylanase + SC at all doses increased CO; production (P < 0.05) whereas the high dose
had the most statistically significant (P < 0.05) reduction in GP and CH,4 production compared with
control, XYL and SC additives at different doses. Interaction between additive and rumen liquor was
observed for rate of GP (P = 0.027) and initial delay before GP (P < 0.001). Inclusion of XYL, SC, and
XYL + SC mixture had less asymptotic GP while XYL + SC mixture had the lowest initial delay (39%)
before GP began. The XYL + SC had the lowest rate of CH4 production (9%) and highest asymptotic CO»
production (81%). The findings of this study indicate that inclusion of XYL or SC additives can improve
rumen fermentation and reduce greenhouse gases production. The study also established that the
mixture of XYL and SC is more efficient in reducing gas and CH,4 emissions for cleaner environmental
production conditions in calf farming.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

demand to 465 and 1.043 million t for meat and milk products.
Besides, the FAO estimates the growth of global population to reach

Worldwide, agricultural farming systems, such as livestock
production, face the increasing challenge of maintaining future
global demand for meat and dairy products because of an expected
increase in population (Wiedemann et al, 2017). The Food and
Agriculture Organization (FAO, 2006) expects that an increase in
purchasing power for food from animal sources raises the yearly

9.6 billion by the y 2050 (FAO, 2016), with a doubled purchasing
power for meat and dairy products. To meet this rise in demand,
agricultural systems need to devise a means to adapt to the prob-
ability of dangerous climate change and become more resilient,
productive and sustainable (FAO, 2016). This will not only reduce
greenhouse gas (GHG) emissions but also ensure the wellbeing of

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; b, the asymptotic gas, methane, or carbon dioxide production; ¢, the fractional rate of fermentation; CFU, colony-forming unit;
CH,4, methane; COy, carbon dioxide; DM, dry matter; DMD, dry matter disappearance; EE, ether extract; GHG, greenhouse gas; GP, gas production; Lag, the discrete lag time
prior to any gas, CO; or CH, formation; NDF, neutral detergent fiber; SC, Saccharomyces cerevisiae; XYL, xylanase.
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the ecosystem and rural populations.

Today, agricultural waste products are one of the largest con-
tributors of anthropogenic sources of three major GHGs: methane
(CHa), carbon dioxide (CO2), and nitrous oxide, with livestock
production accounting for approximately two-thirds of the direct
emissions (Slade et al., 2016), largely from digestion by livestock.
Methane is the major GHG emitted from enteric fermentation
through the typical digestive process of ruminants (Hristov et al,,
2015). Methane accounts for approximately 12 to 17% GHG emis-
sion (Beauchemin et al.,, 2009). However, the major constraints in
ruminant farming include: excessive excretion of nutrients, ineffi-
cient digestibility and high CH,4 emission which represent a net loss
of 2 to 12% of gross dietary energy (Hristov et al., 2015). The efficient
reduction of such energy losses may be potentially used for the
production of more meat and milk, rather than contributing to GHG
production which impacts negatively on climate change (Eckard
et al., 2010). Recently, the use of exogenous enzymes (Rojo et al,
2015) and yeast (Saccharomyces cerevisiae; SC) additives in rumi-
nant diets has attracted considerable interest (Hassan et al., 2016).
Many research studies have shown that supplementing exogenous
enzymes in livestock diets improved forage quality (Kholif et al,
2017), increase digestibility, rumen fermentation, and ruminant
production (Valdes et al., 2015). However, Lewis et al. (1999) re-
ported that exogenous enzymes did not consistently enhance
forage quality and utilization by ruminants. This inconsistency may
be attributed to several factors such as the source of the enzyme
(Khattab et al., 2011), doses and activities of the enzyme (Jalilvand
et al., 2008), physical properties of the substrate (Elghandour et al,
2015), treatment duration, enzyme application method
(Elghandour et al., 2016a), composition of the diet to which enzyme
is added (Elghandour et al., 2016a) and level of animal productivity
(Beauchemin et al., 2003).

Animal nutritionists and microbiologists have recently devel-
oped keen interest in the use of dietary feed additives to modify
ruminal fermentation and reduce rumen GHG production
(Hernandez et al., 2017). Dick et al. (2015) reported that the use of
legumes as a replacement for nitrogen fertilizer enhanced reduc-
tion of GHG emission. Nguyen et al. (2010) suggested that
increasing the proportion of concentrate-based diet would reduce
the CH4 production. Supplementation of SC improved digestibility
of low quality forages and altered microbial environment by
increasing the number of ruminal microflora which could enhance
fiber fraction digestion in ruminants (Ahmed et al., 2015) and
horses (Salem et al., 2016). Salem et al. (2015a) observed that in-
clusion of exogenous fibrolytic enzymes (e.g., cellulase and xyla-
nase (XYL))improved feed utilization in ruminants. Exogenous XYL
was selected to be studied in the present study because emerging
evidences show better results with XYL than cellulase (Vallejo et al.,
2016).

Few studies investigated the effect of natural feed additives on
CH,4 and GHG productions. The present study evaluated the use of
exogenous enzyme (xylanase), yeast (S. cerevisiae) and their
mixture, as dietary feed additives, to enhance the nutritive value of
feeds and to mitigate the production of CO; and CHs from the
agriculture calf farms using the in vitro gas production (GP)
technique.

2. Materials and methods
2.1. In vitro incubations and treatments

Rumen inoculum was collected by stomach tube from 40
weaned Holstein calves (40—55 kg body weight) before morning

feeding. They were divided into 4 groups (n = 10) which were fed a
basal diet with no additive (Control rumen liquor), or daily

supplemented with 5 mL of XYL (Dyadic PLUS; Dyadic interna-
tional, Inc, Jupiter, FL, USA) [XYL rumen liquor], or 4 g of SC, with a
minimum guaranteed concentration of live yeast cells of
1.5 x 10" CFU of SC/g of product (Procreatin 7, Safmix, Toluca,
Mexico) [SC rumen liquor] or their mixture (2.5 mL XYL + 2 g SC)
(XYL + SC rumen liquor) for 60 d of age. All the 40 calves were
stabled and reared under the same condition. The calves were fed
ad libitum a total mixed ration of a commercial concentrate (Ultra
Malta Clayton®, Toluca, Mexico) formulated to meet their nutrient
requirements (NRC, 1985) with free access to fresh water. The diet
contained per kg dry matter (DM) of 200 g crude protein, 230 g
neutral detergent fiber (NDF), 50.3 g acid detergent fiber (ADF) and
35.6 g ether extract (EE). The treatments which were tested against
control treatment (no additives) were as follows: XYL treatment (at
3 and 6 puL/g DM), SC treatment (at 2 and 4 mg/g DM) and their
mixture at 3 uL XYL + 2 mg SC, and 6 uL XYL + 4 mg SC (XYL -+ SC
treatment). The diet fed to the calves was used as the substrate for
the in vitro incubation. The product of XYL contained: 34,000 to
41,000 U of XYL/mL, 12,000 to 15,000 units of beta-glucanase/mL,
and 45,000 to 55,000 U of cellulase/mL.

Immediately after collection, the rumen contents obtained from
the donor calves were flushed with CO,, mixed and strained
through four layers of cheesecloth into a flask with oxygen-free
headspace. Filtered rumen fluid was immediately transported to
the laboratory where it was mixed in a 1:4 (v/v) proportion with
the buffer solution (containing micro- and macro-elements, a
reducing agent and a reduction indicator of resazurin) as described
by Goering and Van Soest (1970), with no trypticase added. Diluted
rumen fluid (50 mL containing 10 mL of rumen liquor) was added to
each incubation bottle of 120 mL containing 0.5 g of substrate,
which had been previously weighed out and additive solutions
dispensed.

Three incubation runs were performed in three different weeks.
Bottles were inoculated within each incubation run, with three
bottles as blanks (i.e., rumen fluid only with no substrate or addi-
tive). After filling all bottles, they were flushed with CO, and
immediately closed with rubber stoppers, shaken and placed in a
water bath at 39 °C. The volume of gas produced was recorded at 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 24, 36, 48 and 70 h of incubation using a
pressure transducer (Extech Instruments, Waltham, USA) following
the technique of Theodorou et al. (1994). At the same incubation
times, CH4 and CO; concentrations in the headspace of the bottles
were measured using a diffusion based gas detector (Gas Analyzer
CROWCON Model Tetra3, Abingdon, UK). The in vitro incubation
process can be summarized in Fig. 1.
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Fig. 1. Flowchart of the in vitro incubation process.
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After sampling the supernatant for pH determination, the con-
tents of each bottle were filtered under vacuum through sintered
glass crucibles (coarse porosity no. 1, pore size 100—160 um; Pyrex,
Stone, UK). The incubation residues were then dried at 70 °C
overnight to estimate apparent DM disappearance (DMD).

2.2. Chemical analyses

Samples of the incubated substrate were analyzed for DM
(method ID 934.01), ash (method ID 942.05), nitrogen (method ID
954.01) and EE (method ID 920.39) using Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1997) official methods. The NDF (Van
Soest et al,, 1991) and ADF (AOAC, method ID 973.18) contents
were determined using an ANKOM?°° Fiber Analyzer Unit (ANKOM
Technology Corp., Macedon, NY, USA). The NDF analysis was done
with sodium sulfite, and with o-amylase. Both NDF and ADF were
expressed without residual ash.

2.3. Calculations and statistical analyses

Volumes (mL/g DM) of gas, CO,, and CHs were used to estimate
the fermentation kinetic parameters using the NLIN procedure of
Statistical Analysis System (SAS, 2002) according to France et al.
(2000) model as:

y=bx[1-ett®]

where y is the volume of gas, CO> or CHg at time t (h); b is the
asymptotic GP, CO2 or CHa production (mL/g DM); cis the fractional
rate of fermentation (per h), and Lag (h) is the discrete lag time
prior to any gas, CO2 or CH4 formation.

The experimental design for the in vitro ruminal GP and
fermentation parameters analysis was a completely randomized
design, considering as fixed factors, additive type and additive
doses in the linear model (Steel and Torrie, 1980). Data of each of
the three runs within the same sample were averaged prior to
statistical analysis. Mean values of each individual extract within
each species (three samples of each) were used as the experimental
unit. Multiple comparisons of means were performed using the
Tukey's test. Significance was declared at a level of P < 0.05.

3. Results

Fig. 2 shows the in vitro rumen GP (mL/g incubated DM) of a
calf's diet, supplemented with XYL, SC, and XYL -+ SC mixture.
Interaction between additive and rumen liquor was observed for
rate of GP (P = 0.027) and initial delay before GP (P < 0.001;
Table 1). No effect (P > 0.05) was noted between additive x dose for
asymptotic GP, rate of GP and initial delay before GP. Inclusion of
XYL, SC, and XYL -+ SC had a higher asymptotic GP while XYL ++ SC
mixture had the lowest initial delay (39%) before GP began. There
was a decrease (P < 0.05) in the average asymptotic GP (at all doses)
of the treatment XYL + SC mixture compared with the control
treatment (no additive). The supplementation of XYL and SC to the
diets of the calves had no statistically significant effects (P > 0.05)
on the asymptotic GP at all tested doses, while the supplementation
of a mixture of XYL + SC at a high dose affected it (P < 0.05)
compared with the control. The rate of GP showed a positive effect
(P < 0.05) on all the doses of XYL addition while no statistically
significant effect (P > 0.05) was observed with the addition of SC
and XYL + SC mixture additives, when compared with the control.
In addition, there was an increase in the lag time of GP at each dose
of XYL, SC and XYL -+ SC mixture (only at the high dose) additives,
and a statistically significant effect (P < 0.05) on all the doses of XYL

ml gasig DM
=
S
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Fig. 2. In vitro rumen gas production (mL/g incubated DM) of calf's diet supplemented
with: no additive (control) (- ¢ -), xylanase (- m-), Saccharomyces cerevisiae (- 4 -), and
their mixture (. x ) incubated with rumen inoculum from calves fed on diet sup-
plemented with the same feed additives for 60 d of age.

and SC additives compared with the control.

Fig. 3 shows the in vitro rumen CH4 production (mL/g incubated
DM) of a calfs diet supplemented with XYL, SC and XYL + SC
mixture. Interactions between additive and rumen liquor were
observed (P < 0.05) for asymptotic and rate of CH4 productions
(Table 1). Moreover, interactions were observed (P < 0.05) between
additive and dose for asymptotic CHy, initial delay before CH4
production and at 48 h incubation for mLfg incubated DM. Xyla-
nase, SC, and XYL + SC mixture in all doses except for 0 mg dose of
XYL + SC mixture additive affected (P < 0.05) CH4 production when
compared with the control treatment. Also the mean productions of
CH4 from the XYL, SC and XYL + SC mixture were decreased
(P < 0.05) compared with the control. The lowest asymptotic CHg
production was observed at the high dose of XYL + SC mixture
which was lower (P < 0.05) than that of the control treatment. No
effect (P > 0.05) was observed in all the doses on the rate of CHy
production except at 3 uL XYL/g DM that was increased (P < 0.05),
compared with the control, with no observable effect (P > 0.05)
being noticed with the addition of SC and XYL -+ SC mixture ad-
ditives. Similarly, there was no statistically significant difference
(P > 0.05) in the lag time of CH4 production at all doses when
compared with the control treatment. The asymptotic CH4 pro-
duction reduced for all the additives, while the rate of CH4 pro-
duction was lowest for XYL + SC (9%).

Fig. 4 shows the in vitro rumen CO; production (mL/g incubated
DM) of a calf's diet supplemented with XYL, SC and XYL + SC
mixture. Interaction was observed (P < 0.05) between additive and
dose for mL/g incubated DM but there were no effects for mL/g
degraded DM and proportional CO, production at 6, 24 and 48 h
incubation. The XYL + SC had the highest asymptotic CO, (81%)
followed by SC (37%) and XYL (20%). The mean asymptotic CO,
production was higher (P < 0.05) for SC and XYL 4 SC mixture
additives addition than for the control (without additive). The
highest asymptotic CO, production was recorded for the treatment
containing 2 mg SC/g DM and high dose of XYL + SC mixture; it was
greater in the two treatments (P < 0.05) than in the control but a
decrease below the control was observed at 6 uL XYL/g DM and
0 mg SC/g DM. The mean rate of GP differed (P < 0.05) only with the
addition of XYL and not with SC and XYL + SC mixture additives
when compared with the control. All the values of the lag time of
COz production ranged from the lowest scale of 8.2 mL/g DM in
2 mg SC to the highest gauge of 10.9 mL/g DM in the high dose of
XYL + SC mixture. There was no statistically significant effect
(P> 0.05) on mean lag time of CO, production for XYL, SC additives
and the control, but a statistically significant effect was observed for
XYL + SC mixture compared with the control treatment.

From previous studies, negligible amounts of CH4 were released
during the first 6 h of fermentation. Because the production peak
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Table 1

619

In vitro gas, methane (CH,) and carbon dioxide (CO,) kinetics' as affected by addition of xylanase (XYL), yeast (SC) and mixture of both in rumen liquor of calves fed on diet

supplemented with xylanase and/or yeast for 60 d of age.

Rumen liquor from calves fed on: Additive: Dose (/g DM) Gas production (mL{g DM)? CH,4 production (mL/g DM )* €O, production (mLjg DM) *
b c Lag b c Lag b e Lag
Control No additive 0 3831 0058  2.69% 108"  0.044%c 7150 385 0.041B°  8.48B°
XYL XYL opuL 375°  0.141° 528%c 67 0093 893 58 0.147° 1017
3L 348 0.148° 5.28%¢  60° 0.102* 830°®  50% 0.162*  9.78%¢
6L 303 0,128 543  64° 0,070  687°" 35% 0.060°  8.39°
Mean 3528 om9t  ae7r 750 0.077% 781 45%¢ 0.103%  9217®
sC sC 0mg 331% 0000  6.59* 63° 0.049 853  31° 0.074°  8.74%
2mg 9P 01050 558 69 0062 8013 90 0.087°  8.18¢
4mg 205% 0108  6.02° 67 0050 903" 47 0.043° 850"
Mean 334°F  0086° 5204 77® 0.051% 818 518 0061% 848"
XYL + SC XYL+SC 0O 295 0100 378% 105  0.042° 730 97 0.041°  1049°
JULXYL+2mgSC 297 0105  4.07°% 743 0050 640" 58 0.064°  9.54%
6uLXYL + 4mgSC 240°  0.111%¢  437°9  55¢ 0.055%  7.73%*  80° 0.049° 10.88*
Mean 304°  0.094*%  3.73% 86® 0.048% 7.15 68% 0.049® 9854
Additive effectiveness (as % of no additive treatment)”:
XYL -8 105 74 -31 75 9 20 151 9
sC -13 49 94 -29 16 14 37 49 0
XYL + SC -21 62 39 -21 9 0 81 20 16
SEM® 206 00119 0291 75 00091 0434 32 00140 0327
P value
Additive type 0138  0.033 <0001 0306 0022 0579 <0001 0.008 0.008
Rumen liquor type 0007 <0001 <0001 <0001 0.038 0004  <0.001  0.001 <0.001
Additive dose 0031 0255 0.133 0024 0551 0.159  <0.001  0.002 0.154
Additive type x Rumen liquor type 0175 0.027 <0001 0017 0025 0168  <0.001  0.003 0.030
Additive type x additive dose 0798  0.468 0754 0015  0.109 0007  <0.001 0.004 0.001

'Determined as: y = b x [1— e <(“"14)] where y is the volume of gas production at time t (h); b is the asymptotic gas, CO; or CH4 production (mLjg DM); ¢ is the fractional rate
of fermentation (per h), and Lag (h) is the discrete lag time prior to any gas, CO or CH4 formation.

2b is the asymptotic gas production (mL/g DM); c is the rate of gas production (per h); Lag is th

tial delay before gas formation (h).

3p is the asymptotic methane production (mL/g DM); c is the rate of methane production (per h); Lag is the initial delay before methane formation (h).
b is the asymptotic carbon dioxide production (mL/g DM); c is the rate of carbon dioxide production (per h); Lag is the initial delay before carbon dioxide formation (h).

“Based on the mean value of each feed additive at different doses.
SSEM, standard error of the mean.

(A,B,C) arithmetic mean in the same column with different letters differ (P < 0.05) among additives (the mean of all doses for each additive).
(abc,de) arithmetic mean in the same row with different letters differ (P < 0.05) among doses of different feed additives.

occurred approximately at 24 h of fermentation, and then started to
decrease until 48 h of incubation, after which negligible amounts
were still released, only productions at 6, 24, and 48 h of incubation
were tabulated, while productions at other times of incubation
were presented as figures. Table 2 shows the in vitro CH4 and CO,
productions at 6, 24 and 48 h after incubation as affected by the
addition of XYL, SC and a mixture of both in rumen liquor of calves
fed on diet supplemented with the same three additives for 60 d of
age. At 6, 24 and 48 h of incubation, XYL, SC and XYL - SC mixture
did affect CH4 production (mL/g incubated DM ) compared with the
control treatment. However, the mixture of XYL and SC had no
effect on the CH4 production at 24 and 48 h compared with their
respective controls. Moreover, CH4 production (mL/g degraded DM)
was decreased at the high dose of XYL -+ SC mixture at 24 and 48 h
of incubation. There was an observable reduction in the CH4 pro-
duction (mL/g degraded DM) in XYL, SC and mixture of XYL + SC
mixture compared with the control. The proportional CH4 pro-
duction at 6, 24 and 48 h of incubation was reduced slightly but the
reduction was marginal (P > 0.05) compared with the control
treatment, while addition of additives resulted in a decreased
proportional CHa production. On the other hand, addition of XYL,
SCand XYL + SC mixture increased (P < 0.05) the production of CO2
(mL/g incubated DM) and mL/g degraded DM but had no effect
(P> 0.05) on the proportional CO, production when compared with
the control treatment.

4. Discussion

Agricultural wastes are important sources of global GHG emis-
sions which are estimated to rise to about 8.2 billion t of CO2

equivalents by 2030, if adequate mitigation technique is not
properly implemented (Slade et al, 2016). Apart from the impacts
of GHG, enteric CH4 emission contributes to a loss of net feed en-
ergy that cannot be used in ruminant animals for production pur-
poses (Johnson and Johnson, 1995). Because of these challenges,
intensive research efforts are recently directed towards ruminant
animals CH4 mitigation (Elghandour et al., 2016b). The use of
in vitro GP technique is a powerful, simple and sensitive screening
method for evaluating substrate fermentation or degradation and
for monitoring the efficacy of feed additives (Elghandour et al,
2015) and GHG production (Elghandour et al., 2016c). The in-
teractions between additive type and rumen liquor, as well as ad-
ditive and additive dose, for some measured parameters, suggest
that both fermentation kinetics and gas production are rumen li-
quor and additive-dose dependent, underpinning the importance
of identifying optimal supplemental levels of each additive for each
rumen liquor type. The addition of enzyme at all doses had no ef-
fects on the asymptotic GP. This finding is in agreement with the
results of Jalilvand et al. (2008) who observed that the addition of
enzyme additives to forage had negligible effects on GP kinetics,
and opined that the effects of enzyme addition depend on the fiber
content, structural polysaccharide compositions of the substrate
and difference in enzyme composition. There were interactions
between additive and rumen liquor for rate of GP and initial delay
before GP. Enzyme addition significantly affected the rate of GP,
which contradicts previous reports on other enzyme preparations
and types (Jalilvand et al., 2008). Recent studies including in vivo
(Morsy et al,, 2016) and in vitro (Elghandour et al, 2016a) experi-
ments showed that supplementation of ruminant diets with
exogenous enzymes could improve feed utilization, digestion of
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Fig. 3. In vitro rumen methane (CH;) production (mL{g incubated DM) of calf's diet
supplemented with: no additive (control) (- ¢ -), xylanase (-m-), Saccharomyces cer-
evisiae (. 4 .), and their mixture (_ X _) incubated with rumen inoculum from calves
fed on diet supplemented with the same feed additives for 60 d of age.

DM, and animal performance by improving DM degradation
(Alsersy et al., 2015).

Ahmed et al. (2015) showed that the supplementation of SC to
diets of ruminants improved feed utilization. In contrast, Corona
et al. (1999) reported that supplementation of SC to cow diets did
not affect digestibility of DM, hemicellulose and starch. Yeast ad-
ditives had no effect on rate of GP but there was a slight increase in
rate of GP compared with the control. This result is in contrast to
the work of Rodriguez et al. (2015) who reported a decreased rate of
GP in response to SC additives. The differences in results may be
due to the composition and incubation of the substrates
(Elghandour et al., 2014).

Xylanase, SC and their mixture at all doses, except that of 0 mg
dose of XYL + SC mixture, decreased CH4 production when
compared to the control treatment. This pronounced decrease in
CH4 production suggests that the use of XYL, SC or its mixture as
additives in ruminant diets may serve as efficient methods to
reduce CH4 emission from ruminant production. Several researches
have reported a reduction of CH4 production with SC supplemen-
tation. For instance 58% reduction in CH4 production have been
reported by Newbold and Rode (2006) with the addition of SC in
ruminant diets. Besides, Polyorach et al. (2014) noted a decrease in
in vitro CH4 production with supplementation of SC, which sup-
ports our findings.

Of the several studies which have evaluated the effects of
exogenous enzymes on CH4 emission in the rumen, few reported an
absolute increase in production of CH4 with addition of exogenous
enzymes supplementation to the ruminant diets (Beauchemin
et al.,, 2009). Dong et al. (1999) reported 43% increase in CHy4 pro-
duction when cellulase and XYL were used as supplements with
hay in RUSITEC system. Colombatto et al. (2003 ) reported that there
was no effect of enzymes supplement on CH4 production in
continuous culture system. McGinn et al. (2004 ) observed no effect
on CH4 production in steers fed with barley silage-based diets
supplemented with different feed additives including exogenous
enzymes. In contrast, Kholif et al. (2016) reported that the addition
of enzymes at certain doses reduced CH4 production in equine di-
ets. Salem et al. (2015b) observed the same results in horses fed diet
supplemented with exogenous enzymes. In the present study,
addition of enzymes at all doses decreased CH4 production. This
may be due to the possible stimulation of reductive acetogens in
the rumen that alters hydrogen (H;) metabolism and its utilization
by methanogens in a manner that reduces CH4 formation and
emissions (Stewart et al., 1997). The reduction in CH4 production by
the addition of a combination of XYL and SC at high dose depicts a
positive impact on rumen fermentation, although the observed
pronounced decrease in CHy4 production at high dose of the added
additive was accompanied by a slight decrease in asymptotic GP,

mL CO,/ gDM
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Fig. 4. In vitro rumen carbon dioxide (CO,) production (mL/g incubated DM) of a calf's
diet supplemented with: no additive (control) (- ¢ -), xylanase (- m~), Saccharomyces
cerevisiae (- 4 -), and their mixture (_ X _.) incubated with rumen inoculum from calves
fed on diet supplemented with the same feed additives for 60 d of age.

indicating a direct inhibitory effect of rumen fermentation kinetics.

Many gases consisting of mainly CHg, CO; and H; are produced
during ruminal fermentation process within the rumen. In this
study, addition of additives at all doses slightly increased CO,
production at 6, 24 and 48 h of incubation. At 6 h of incubation,
there was no CO, production in all the additives as well as in the
control. Decreased CO, production below the control treatment
was observed at 6 uL XYL/g DM and 0 mg SC/g DM. This reduction in
CO;z production and decrease in rate of CO2 may be due to increased
cell wall content that can reduce the microbial activities.
Elghandour et al. (2016¢) reported a decreased CO2 production
when corn grain was replaced with soybean hulls. Elghandour et al.
(2016d) observed that replacement of corn grain with prickly pear
cactus increased CO, production. However, both experiments used
the same organic acid addition, indicating that the observed
different effect may be ration dependent. To the best of our
knowledge, there is little information on the effects of supple-
menting diets of ruminants with enzymes and SC additives on CO»
production which makes it difficult to compare the present results
with previous results. The asymptotic CO2 production recorded the
highest values for 2 mg SC/g DM (90 mL/g DM)and (97 and 80 mL/g
DM) for 0 and high dose of XYL + SC mixture; the three treatments
had greater productions than the control treatment (38 mL/g DM).
In this study, inclusion of additives had an increasing effect on
asymptotic CO; production.

5. Conclusions

Methane and CO, from enteric fermentation in the digestive
system of ruminants are two major contributors of greenhouse gas
emissions in the world. Mitigating the loss of these gases from
ruminant production will not only reduce greenhouse gas pro-
duction from agricultural wastes but also will decrease loss of net
feed energy to the animal. This study demonstrated that supple-
menting ruminant’s diets with xylanase, S. cerevisiae and their
mixture at different doses for 60 d of age changed the pattern of
ruminal production of gas, CHs and CO;, Addition of a mixture of
xylanase and S. cerevisiae at a high dose significantly reduced
asymptotic gas production compared with other treatments with
dose-dependent results. Inclusion of xylanase, S. cerevisiae and
their mixture reduced asymptotic gas production to <1%. Again,
addition of additives in the diets of ruminants at all doses had
statistically significant reduction effect on CH4 production. The
pronounced decrease in CHy production shows that the use of
xylanase, S. cerevisiae or their mixture as additives in ruminant
diets may serve as efficient method to reduce CH4 emission from
ruminant production. This study also established that the mixture
of xylanase and S. cerevisiae was more efficient and promising in
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Table 2

In vitro dry matter di (DMD), and

of methane (CH4) and
calves fed on diet supplemented with xylanase and/or yeast for 60 d of age.

bon dioxide (CO2) at 6, 24 and 48 h after incubation as affected by addition of xylanase (XYL), yeast (SC) and mixture of both in rumen liquor of

Rumen liquor Additive:  Dose DMD  CHj production €0, production
rom calyes fed on: (mg/g DM) ml/gincubated DM mL/g degraded DM Proportional CH, production  mL/g incubated DM mL/g degraded DM Proportional CO, production
6h 24h 48h 6h 24h 48h 6h 24h  48h  6h  24h 48h 6h 24h 48h 6h 24h 48 h
Control No additive 0 603 25 702 947M 247 85 1280 1530 21t 254 g% M p g 34 65 0 8 13
XYL XYL 0uL 656 29 60" 66 256 72 & 079% 13 15 34 56 58 0 64 70 0 12 12
3L 644 28 55% 0™ 222 78 91 070" 15 17 31 49 50 0 72 78 0 14 14
6 4L 642 22 49 59° 259 63 81° 100° 14 17 o260 3¢ 0 53 68 0 12 14
Mean 659 26 59 70° 246 75 96" 1.00° 164 198 215 397 4t 0 56 70 0 1 13
sC sc 0mg 665 16  43°  56° 085 53 79% 051" 13 16 1> 259 30° 0 37 51 0 9 1
2mg 671 22 54 66 141 60 90V 062" 14 19 310 6 7 0 s 137 0 25 28
4mg 625 16 42°  56° 142 59 84 058 13 17 1n° 304 a1% o 64 81 0 13 15
Mean 664 20 52° 68° 154 64 95°  081° 15° 199 15 3% a5t 0 63 83 0 14 17
XYL +SC XYL+SC 0 681 23 67 91* 248 77 102 128° 20 24 21 e0® 83 0 52 74 0 13 16
3uLXYL 674 19 50 662 220 58 7% 1.09% 15 18 18 44bd 544 @ 39 49 0 10 12
+2mgSC
6uLXYL 678 16 40  51° 180 53 68" 113 17 19 20 S5 7w 0 50 68 0 15 19
+4mgSC
Mean 681 21 57" 76° 224 68 94® 126" 18 21 7 46h 60* 0 4 64 0 12 15
Additive effectiveness (as % of no additive treatment)'
XYL -5 28 17 -2 -04 -12 -25 -35 -24 =26 154 64 3427 0 6 8 0 36 6
sc -4 -21 25 -28 -38 -24 -26 -47 -8 -2 88 53 40 0 8 29 0 67 31
XYL+ SC -2 -17 -19 -20 -9 -20 -27 -18 13 -14 105 9 88 0 28 -08 0 39 17
SEM? 238 29 53 61 0400 95 104 0175 20 21 34 a1 30 0 178 236 0 34 43
Pvalue
Additive type 0433 0065 0170 0219 0128 0439 0784 0208 0607 0632 0054 <0001 <0001 1.000 0.775 0937 1000 0962 0962
Rumen liquor type 0040 0347 0004 <0001 0.134 0032 <0001 <0001 0003 0001 <0001 <0001 <0001 1000 0257 0983 1000 0330 0926
Additive dose 0422 0083 0013 0008 0712 0496 0476 0872 0936 0840 <0001 <0001 <0001 1.000 0062 0.178 1000 0031 0092
Additive type x Rumen liquor type 0431 0111 0090 0025 0076 0434 049 0.107 0158 0081 0008 <0001 <0001 1.000 0749 0876 1000 0859 0822
Additive x additive dose 0228 0835 0361 0048 0575 0443 0202 0566 0245 0121 0003 0001 <0001 1000 0.694 0753 1000 058 0661

"Based on the mean value of each feed additive at different doses.

2SEM, standard error of the mean.

(A,B,C) arithmetic mean in the same column with different letters differ (P < 0.05) among additives (the mean of all doses for each additive).
(abc,d.e) arithmetic mean in the same row with different letters differ (P < 0.05) among doses of different feed additives.
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reducing gas and methane emissions arising from ruminant pro-
duction. If this mitigation practice is adopted, it can serve as an
environmental friendly way of feeding livestock leading to cleaner
environmental production conditions in calf farming.
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Ruminal fermentation is accompanied by production of methane (CH4) and carbon dioxide (COz) which
are greenhouse gases (GHG) that cause environmental pollution. The effect of natural feed additives on
the in vitro fermentation and production of CH4 and CO; in dairy calf has had less attention. Therefore,
this study aimed to evaluate the effect of garlic oil, xylanase enzyme, and yeast on in vitro biogas pro-
duction from dairy calves fed a high concentrate diet. Rumen contents from 60-d old Holstein calves fed a
concentrate diet were used as inoculum source. Garlic oil was included at 30,120, 250 and 500 pL/g dry
matter (DM), while xylanase was included at 3 and 6 pL/g DM and yeast at 2 and 4 mg/g DM. The
substrate used was the same as the diet fed to calves. Garlic oil linearly decreased (P < 0.05) in vitro DM
digestibility and there were no differences among levels of either xylanase or yeast. Garlic oil decreased
(P < 0.05) DM degradability while xylanase and yeast had no effect. The lag phase was linearly increased
(P < 0.05) with increasing level of garlic oil. Garlic oil quadratically decreased CH4 and CO; production.
The control treatment had the highest CH4 and CO, production followed by xylanase, yeast and garlic oil.
Increasing level of xylanase and yeast increased (P < 0.05) CO, production. It can be concluded that garlic
oil followed by yeast and then xylanase can be used to mitigate in vitro CH4 and CO5 production from
dairy calves fed a high concentrate diet. However, further research is warranted to establish the efficacy
of such feed additives in in vivo trials.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

increasing public concern for their usage. Thus, looking for natural
alternative has gained interest and importance. Phytogenic extracts

Ruminant nutritionists aim to manipulate the ruminal microbial
ecosystems and fermentation to improve feed utilization and feed
conversion to animal products. Antibiotics have good effects on
feed utilization and production, but have been banned due to the

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; b, the asymptotic gas production; c, the
fractional rate of fermentation; CH4, methane; CO», carbon dioxide; CP, crude
protein; DM, dry matter; DMD, dry matter degradability; EE, ether extract; GHG,
greenhouse gas; GP, gas production; Lag, the discrete lag time prior to any gas being
released; N, nitrogen; NDF, neutral detergent fiber; O3, oxygen.

* Corresponding author.
E-mail address: asalem70@yahoo.com (A.ZM. Salem).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jclepro.2016.11.036
0959-6526/@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(Cedillo et al., 2015), exogenous enzymes (Vallejo et al., 2016), and
yeast (Hassan et al., 2016) are gaining increasing interest as feed
additive for animal feeding. Such feed additives can reduce energy
losses as methane (CHg4), and nitrogen (N) as ammonia, which
reduce animal performance and contribute to the release of pol-
lutants to the environment.

Currently, the livestock production sector is one of the largest
contributors of anthropogenic sources of greenhouse gases (GHG),
where livestock production accounts approximately for two-thirds
of the direct emissions (Slade et al., 2016). Methane is the most
important GHG since it accounts for about 50—60% of emitted GHG;
it is also responsible for a loss of about 2—12% of gross energy of
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feed in ruminant production systems (Mirzaei-Aghsaghali et al.,
2012). Thus, it is important to reduce enteric CH4 production in
ruminants and contribute to reduce global GHG emissions without
any negative effect on feed conversion efficiency.

Garlic (Allium sativum) has been shown to have positive effects
on nutrient digestibility and antimicrobial activity in ruminant
feeding. Garlic oil contains several active compounds, including
organosulfur compounds, enzymes, sterols, steroids, triterpenoid
glycosides, flavonoids, phenols, and organoselenium compounds
(Lawson, 1996). The use of garlic oil as a feed additive in ruminant
nutrition has not been researched until recently. In some experi-
ments (Busquet et al, 2005; Mirzaei-Aghsaghali and Maheri-Sis,
2011), garlic oil reduced the concentration of short chain fatty
acids and proportions of acetate, and increased the proportions of
propionate and butyrate, with inhibition of CH4 production. How-
ever, garlic oil has antimicrobial activity, which may be detrimental
to ruminal fermentation at high levels (Busquet et al., 2005). The
antimicrobial activity is related mainly to the active components in
garlic oil (i.e., organosulfur compounds) which caused reduced CHy
proportions, revealing its role in rumen microbial modulation
(Busquet et al., 2005). Busquet et al. (2005) suggested that the anti-
methanogenic effect of garlic is due to its active components which
have direct inhibition on Archaea microorganisms in the rumen.
However, the mechanism by which garlic decreases CH4 production
is not known; although the mechanism could be related to the
capacity of organosulfur compounds to inhibit the enzyme 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase by a thiol-
disulfide exchange reaction (Gebhardt and Beck, 1996).

Feeding ruminants on diets supplemented with fiber-
degrading enzymes has been shown to improve feed utilization
and animal performance (Rojo et al., 2015; Morsy et al., 2016),
although the mode of action has not been fully elucidated. How-
ever, hydrolysis of dietary fiber and alteration of ruminal
fermentation (Alsersy et al., 2015), and enhanced ruminal micro-
organisms attachment and colonization to the plant cell wall
(Wang et al, 2001) were observed. Synergistic enhancement of
microbial enzyme activity in the rumen (Morgavi et al., 2000) have
been suggested as possible modes of action. Morgavi et al. (2000)
demonstrated a synergism between exogenous and endogenous
rumen enzymes. The net result was a higher hydrolytic effect in
the rumen with combined enzymes than that estimated from in-
dividual enzyme activities.

Saccharomyces cerevisiae is generally recognized as safe by the
Food and Drug Administration organization of USA, and it can be
legally used as an animal feed additive to stabilize rumen
fermentation and prevents rumen microflora disorders
(Elghandour et al., 2015; Hassan et al., 2016). Yeast has the ability to
modify ruminal fermentation through provision of important nu-
trients and nutritional cofactors required for microbial growth and
activity (Polyorach et al., 2014). Besides, yeast could enhance fungal
colonization of plant cell walls resulting in increased dry matter
(DM) and neutral detergent fiber (NDF) digestion (Patra, 2012) and
mitigate CH4 production due to stimulation of the acetogens to
compete or co-metabolize hydrogen (H2) with methanogens,
thereby reducing CH4 emissions (Hristov et al., 2013).

To the best of our knowledge, no study has been carried out to
test the effect of natural feed additives on the in vitro fermentation
of feeds using rumen inoculum from calves. Besides, the in vitro
biogases produced (e.g., CH4 and carbon dioxide (CO,)) from dairy
calves has not been investigated before. Therefore, the present
experiment aimed to investigate the effect of natural feed additives
i.e. garlic oil, xylanase enzyme and yeast at different levels on
in vitro biogases production from 60-d old dairy calves fed a high
concentrate diet.

2. Materials and methods
2.1. Treatments

Three feed additives were tested against a control treatment (no
additives): garlic oil (Garlic oil, Chinese, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) at 30,120, 250 and 500 uL/g DM, xylanase (Dyadic®
Xylanase PLUS, Dyadic International, Inc., Jupiter, USA) at 3 and
6 uL/g DM and yeast (Procreatin 7, Safmix, Toluca, Mexico) at 2 and
4 mg/g DM. The substrate used was the same diet fed to calves.

2.2. In vitro incubations

Rumen inoculum was collected before morning feeding from 6
weaned calves at 60 days of age with 40—55 kg body weight using a
stomach tube and hand pump. Calves were fed ad libitum a starter
feed of a total mixed ration of a commercial concentrate (Ultra
Malta Clayton®, Toluca, Mexico) containing (g/kg DM): 200 crude
protein (CP), 230 NDF, 50.3 acid detergent fiber (ADF) and 35.6
either extract (EE). The starter feed was formulated to meet the
calves’ nutrient requirements as per the National Research Council
(NRC, 2001). Calves had free access to fresh waterat all times during
inoculum collection phase. Immediately after collection, the rumen
contents from each calf were flushed with CO,, mixed and strained
through four layers of cheesecloth into a flask with an oxygen (05)
free headspace. Filtered rumen fluid was immediately transported
to the laboratory where it was mixed in a 1:4 (v/v) ratio with the
buffer solution as described by Goering and Van Soest (1970), with
no trypticase added. Diluted rumen fluid (40 mL containing 10 mL
of rumen liquor) was added to each incubation bottle, where sub-
strates (0.5 g DM) had been previously weighed out and additive
solutions dispensed.

Three incubation runs were performed in three different weeks.
In addition to bottles containing substrate, three bottles were
incubated as blanks (i.e., rumen fluid only, with no substrate). After
filling all bottles, they were immediately closed with rubber stop-
pers, shaken and placed in a water bath at 39 °C. The volume of gas
production (GP) was recorded at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 36,
48, 60 and 72 h of incubation using a pressure transducer (Extech
Instruments, Waltham, USA) following the technique of Theodorou
et al. (1994). At the same incubation period, CH4 and CO> concen-
trations in the headspace of the bottles was measured using a
diffusion based gas detector (Gas Analyzer CROWCON Model
Tetra3, Abingdon, UK).

After sampling the supernatant and pH determination, the
content of each bottle was filtered under vacuum through sintered
glass crucibles (coarse porosity no. 1, pore size 100—160 um; Pyrex,
Stone, UK) and incubation residues dried at 105 °C overnight to
estimate apparent DM degradability (DMD).

2.3. Chemical analyses

Samples of feeds were analyzed for DM (#934.01), ash
(#942.05), N (#954.01) and EE (#920.39) using AOAC (1997 ) official
methods. The NDF (Van Soest et al., 1991) and ADF (AOAC, 1997;
#973.18) contents in both feeds and incubation residues were
determined using an ANKOM?® Fiber Analyzer Unit (ANKOM
Technology Corp., Macedon, NY, USA). The NDF analysis was done
with sodium sulfite, and with z-amylase. Both NDF and ADF were
expressed without residual ash.

2.4. Calculations and statistical analyses

To estimate kinetic parameters of GP, gas volumes recorded (mL/
g DM) were fitted using the NLIN procedure of SAS (2002)
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according to France et al. (2000) model as:

y=bx [1-¢¢ (-l

where y is the volume (mL/g DM) of GP at time t (h); b is the
asymptotic GP (mL/g DM); c is the fractional rate of fermentation
(/h), and Lag (h) is the discrete lag time prior to any gas is released.

The experimental design for the in vitro ruminal gas, CHs and
CO> productions, and fermentation parameters analysis was a
completely random design considering, as fixed factors, additive
types (A) and additive doses (D) in the linear model (Steel et al.,
1997). Data of each of the three runs within the same sample
were averaged prior to statistical analysis. Mean values of each
individual extract within each species (three samples of each) were
used as the experimental unit. The statistical model was:

Yiii = w+Aj + Dy + (A x D) + Ejy

where: Yji = is every observation of the jth feed additive (A;) when
incubated in the kth additive doses (Dy); i is the general mean; and
Ejx is experimental error. Linear and quadratic polynomial con-
trasts were used to examine responses to increasing levels of
additives.

3. Results and discussion
3.1. Gas production and fermentation

Extents ‘b’ and rate of GP were similar among different treat-
ment at different levels; however, the rate of digestion was highest
(P < 0.05) at 120 uL garlic oil and intermediate in all other treat-
ments (Table 1). The in vitro rumen GP (mL/g incubated DM) as
affected by the different feed additives are shown in Fig. 1.
Fermentation is generally index with degradation yielding short
chain fatty acids and various gases, principally CO,, Hj, CHy, and
nitrous oxide; some of which are affected by other substances
including organic acids (Elghandour et al., 2016a), exogenous
fibrolytic enzymes (Elghandour et al., 2016b; Kholif et al., 2016),
yeast cell (Elghandour et al., 2016cd; Velazquez et al., 2016).

Table 1
Effect of different feed additives on in vitro rumen gas kinetics of a high concentrate
diet fed to young calves at 60 days of age.

Additive type Dose (/g DM) Gas production (mL/g Fermentation
DMY kinetics
b & Lag pH DMD"
Control No additive 3829 0.058ab 269 69 693.3a
Garlic oil 30 uL 404.1 0.057b 272b 7.0 671.1a
120 L 2834 0.108a 6.33ab 6.8 684.9a
250 pL 372 0.085ab 894a 58 615.3ab
500 pL 213 0.067ab 6.45ab 7.0 554.1b
Xylanase 3uL 350.5 0.068ab 278 69 701.1a
6uL 354 0.077ab 3.149b 6.9 689.8a
Yeast 2mg 3452 0069ab 292b 69 698.6a
4mg 3475 0063ab 244b 69 695.1a
Pooled SEM* 7461 0.0192 1699 062 344
Additive effect 0794 0847 1.000 0992 0713
Dose effect
Linear 0718 0073 <0001 0.022 0.005
Quadratic 0051 0008 0520 0254 0.191
Additive x Dose 05021 0.569 0975 0899 0416

Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).

@ bis the asymptotic gas production (mL/g DM); c is the rate of gas production
(/h); Lag is the initial delay before gas production begins (h).

® DMD is dry matter degradability.

© SEM is standard error of the mean.

However, xylanase enzyme was expected to increase degradation
and GP rate (Elghandour et al, 2016b; Kholif et al., 2016) but was
not limiting fermentation in the rumen. Yeast cells consume O3
molecules making the environment commensurate for optimum
activity of various organisms (Newbold et al., 1996). The current
study confirmed the lack of effect due to levels of yeast (Velazquez
et al., 2016) but disagrees with others (Elghandour et al., 2016¢,d)
who report improved GP, suggesting that yeast can sometime but
not always increase GP. These feed additives tended to exert a
quadratic decrease in maximum GP. Garlic oil linearly delayed
(P < 0.001) the onset of fermentation relative to xylanase, yeast and
the control, suggesting that substances that directly affect the
general population of rumen micro-organisms would generally
delay the onset of fermentation.

The fermentation pH was affected linearly (P = 0.022) with
different additives (Table 1). Garlic oil linearly decreased in vitro
digestibility of DM (P < 0.05), while there was no difference be-
tween levels of either xylanase or level of yeast. Moreover, garlic oil
(P < 0.01) decreased DMD, while xylanase and yeast had no effect.
The linear decrease in the pH with increasing garlic oil level was
unexpected since DM degradation decreased linearly with
increasing additives, but these relationships are difficult to explain
in fermentation terms. It was expected garlic oil would reduce the
activity of all rumen micro-organism (bacteria, fungi and protozoa),
therefore, a decrease in DM degradation in the current study agrees
with the anti-microbial effects in various reports (Mirzaei-
Aghsaghali et al., 2012).

3.2. Effect of additives on CHy production

Fig. 2 shows the in vitro rumen CH4 production (mL/g incubated
DM) as affected by the different feed additives. The effect of
additive x dose interaction was significant (P < 0.05) during all
hours of incubation (Table 2). The control produced most (P < 0.05)
CH4 (expressed as: mL/g DM incubated, and mL/g degraded DM)
followed in decreasing order by xylanase, yeast and garlic oil. These
effects were rather amplified when CH4 production was expressed
as a proportion of total GP. It is accepted that the production of H; in
the rumen limits the fermentation of fiber, and reduces di-
gestibility; however, a copious quantity of H is produced and
together with CO> is used to synthesize CH4 by methanogenic mi-
croorganisms. This process of CHs production uses reduced co-
factors liberating oxidized ones, helping rumen microbes to
recycle these co-factors. Although in agreement with Kholif et al.
(2016), it is surprising that the control treatment yielded the
highest amount of CHy, followed by yeast and xylanase (Table 2). It
is not clear why xylanase would depress CH,4 production when this
supplementary enzyme is supposed to increase the availability of
hemicellulose and CH4 production (Elghandour et al., 2016b). Un-
less the digestion of hemicellulose liberates lignin compounds,
increasing the chance of attachment to microorganisms or with
microbial products forming antibiotic or bacteriostatic metabolite,
as such having little or no effect on digestion as indicated in this
study.

It is known that yeast products increase nutrient digestibility
(Hassan et al., 2016) specifically by elevating populations of cellu-
lolytic and amylolytic bacteria in the rumen accompanied by
altered fatty acid production (Kumar et al, 1997). Some live
S. cerevisiae added in very small amounts have been reported to
reduce methanogenesis in the rumen (Hristov et al., 2013). In other
studies, yeast supplementation had no impact on CH4 production
(McGinn et al, 2004). In addition, studies on yeasts appear some-
what conflicting, suggesting either an increase in CH4 production
(Elghandour et al, 2016¢,d) or no effect (Opsi et al., 2011) in batch
cultures with mixed rumen microflora; in agreement with the
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Fig. 1. Invitro rumen gas production (mL{g incubated DM) of a high concentrate diet fed to young calves at 60 days of age incubated with no additive, garlic oil, xylanase, and yeast.

observations in the current study. It was expected that yeast cul-
tures would stimulate acetogens to compete or to co-metabolize H,
with methanogens and reduce CH,4 emissions (Hristov et al.,, 2013)
and|or scavenge O, and make the environment more conducive for
fermentation and microbial growth. Implying a tendency of
decreased CH4 production with yeast was expected in the study.
Thus, in a few studies, feeding live yeast products have consistently

reduced CH4 production by 20-58% (Lynch and Martin, 2002;
Newbold and Rode, 2006) but it remains uncertain whether a 60-
day old rumen environment could be less responsive to yeast.
Garlic oil has been shown to have both Gram negative and Gram
positive anti-bacteria properties largely due to allicin (allyl 2-
propene thiosulfinate) (Cavallito and Bailey, 1944), anti-fungi
(Adetumbi et al., 1986) and anti-viruses (Weber et al, 1992)
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Fig. 2. Invitro rumen methane (CH,) production (mL{g incubated DM) of a high concentrate diet fed to young calves at 60 days of age incubated with no additive, garlic oil, xylanase,

and yeast.

properties. Based on these properties, others have either defined
the minimum inhibitory concentration (Nejad et al., 2014) or
pointed to the antiparasite role (Goncagul and Ayaz, 2010) of this
food item. In rumen fluid, CH4 producing organisms live in sym-
biotic relationship with cellulolytic organism, protozoa and fungi,

the latter two relationships being involved in extensive production
of CHy; methanogens also shift H, among themselves (McAllister
et al., 1994). Both linear and quadratic decreases in CH, produc-
tion due to increasing levels of garlic oil reported here may be
related to any one of the following explanation. Garlic oil might
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Table 2
Effect of different feed additives on in vitro methane (CH,) production of a high concentrate diet fed to young calves at 60 days of age.
Additive type Dose (/g DM)  CH, production
ml/g incubated DM mL/g degraded DM Proportional CH,4 production
6h 24h 48 h 72h 6h 24h 48 h 72h G6h 24 h 48 h 72h
Control No additive 1.71a 58.7a 88.4a 103.7a 247a 84.9a 127.7a 149.6a 1.53a 20.55a 24.83a 2781a
Garlic oil 30 uL 000b  6.5c 19.2d 27.1bc  0.00b 9.6b 28.5¢ 403bc  0.00b 2.17b 5.00b 6.67bc
120 uL 000b  22c 4.3d 5.3c 0.00b 3.3b 6.2¢ 7.0¢ 0.00b 0.83b 1.50b 1.83¢
250 uL 0.00b 33c 4.8d 5.4c 0.00b 5.4b 7.6c 8.6c 0.00b 1.17b 1.50b 1.67¢
500 puL 000b  0.5c 0.6d 0.6c 0.00b 0.9b 1.0c 1Llc 0.00b 0.50b 0.50b 0.50c
Xylanase 3ul 204a 42.8ab 67.6ab  84.2a 292a 6l.1a 96.5ab 120.2a 1.70a 15.08a 20.08a 24.28a
6 puL 214a  50.5ab  70.1ab  79.5a 3.11a 73.4a 102.0ab  1157a  1.67a 17.09a  2022a  2239a
Yeast 2 mg 139a  38.0b 53.7bc  61.6ab  2.00a 54.5b 76.9b 88.2ab 1.19a 1353a 1611a  1793ab
4 mg 1.66a 42.8ab 59.3ab 68.0ab 239 61.7b 85.4ab 97.9ab 1.54a 1592a 1801a 19.86a
Pooled SEM* 0440  7.79 11.69 16.76 0.669 1239 18.01 24.87 0.371 2.886 3.444 4.693
Additive effect 0001 0001 0.003 0.015 0.002 0.003 0.006 0.020 0.001 0.001 0.002 0.006
Dose effect
Linear 0.101 0.176 0.043 0.045 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Quadratic 0.001 0.031 0.203 0.229 0.009 <0.001 <0.001 0.001 0.004 <0.001 <0.001 0.001
Additive x Dose 0001 0001 0.001 0.004 0.001 0.001 0.002 0.006 0.001 0.001 0.001 0.002

Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
* SEM standard error of the mean.

suppressed the activity of all organisms in the rumen with
increasing concentration thus delaying colonization, decreasing
digestion, and reducing the population of protozoa (Harris et al,
2001) and methanogens.

3.3. Effect of additives on CO2 production

Fig. 3 shows the in vitro rumen CO, production (mL/g incubated
DM) as affected by the different feed additives. The effect
additive x dose interaction was significant (at least at P < 0.04)
during all hours of incubation (Table 3). The control produced more
(P < 0.05) CO, (expressed as: mL/g DM incubated, mL/g degraded
DM, and as a proportion of total GP) than any other treatment.
Consequently, the yield of CO, was highest (P < 0.001) in the
controlled followed in decreasing order by xylanase, yeast and
garlic oil. Within each additive, CO; production increased linearly
with xylanase and yeast levels (P < 0.001) but decreased linearly
(P < 0.001) and in a quadratic fashion (P < 0.001) with increasing
level of garlic oil. Carbon dioxide in the most produced gas in
rumen fermentation during metabolism of pyruvic acid in the
production of acetic acid. Throughout the incubation period the
control treatment yielded significantly more CO, than any of these
feed additives in agreement with Kholif et al. (2016) for reasons
advanced below. Xylanase is viewed simply as an enzyme that
hydrolyses hemicellulose to xylose before further fermentation can
take place. However, it is a xylan-degrading enzyme system which
includes the main-chain-cleaving enzymes, endo-b-1,4-xylanases
and b-xylosidases, and the side-chain enzyme activities, acetylxy-
lan esterases, a-glucuronidases, ferulic acid esterases and a-arabi-
nofur- anosidases (Coughlan et al,, 1993). Therefore, in the process
of fermentation or digesting of hemicellulose, some of its metab-
olites and intermediates of lignin might react forming products that
slows or reduce microbial activity. In some situations, addition of
lignin compounds (vanillic acid, protocatechuic acid, acetova-
nillone, and vanillin) increased the rate of hydrolysis of xylan
probably changing the structure of xylanase (Kaya et al, 2000);
therefore, it is possible some other substances would have a
negative effect. Since xylanase is sometimes none-limiting in the
rumen fluid there is generally little to high changes in digestion
following xylanase supplementation (Elghandour et al., 2016b). A
tendency of decreased CO, production with increasing level of
xylanase as demonstrated in this study was observed suggesting

that xylanase enzyme may help to increase sugars for the survival
of propionate-producing microorganisms.

Live yeast cells naturally scavenge for O, and produce CO, in the
rumen, thus increasing rumen anaerobiosis and microbial viability.
That is why most groups of rumen microbes that do not compete
for a common substrate (glucose) would tend to increase in the
presence of live yeast cells. An increase in the population of fibro-
lytic organisms was expected to increase the rate of fiber digestion;
this process majors in the production of acetate and CO; in the
rumen. Naturally, it was expected that more CO, would be pro-
duced with this feed additive but the results showed an opposite
trend from the control treatment. It is speculated that yeast in these
feed additive produced anti-microbial metabolites that tended to
affect digestion adversely. That is why the control treatment pro-
duced more CO, at all incubation times that yeast treatments. Yeast
is known to shift H, utilization from methanogenesis to reductive
acetogenesis through the homoacetogenic bacteria that produces
acetate from CO, and Hy (Mwenya et al,, 2004), even in the pres-
ence of methanogens (Chaucheyras-Durand et al., 1997), thus
helping to explain a tendency for yeast to decrease CO2 emission.

Consequently, both CO; and CH4 production would reduce as
observed in this study, where CH4 production was highest in the
control treatment and lowest in the intermediate garlic treatment,
suggesting that 250 ul of garlic oil might be the level at which the
least CH4 would be produced.

4. Future outlook

The research area of including natural feed additives in rumi-
nant nutrition has gained the attention of researchers to improve
feed utilization, animal productivity and reduce GHG emission.
However, studies dealing with dairy calves are still relatively scare,
with almost no study on GHG emission. The tested feed additives
showed promising results to reduce CH4 and CO, production in the
in vitro scale. However, further research is warranted to establish
the efficacy of such feed additives in in vivo trials.

5. Conclusions

Garlic oil, yeast, and xylanase at different levels did not affect
the extents of GP; however, garlic oil increased the rate of digestion
and the lag phase. Besides, garlic oil decreased CH4 and CO2
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Fig. 3. In vitro rumen carbon dioxide (CO) production (mL/g incubated DM) of a high concentrate diet fed to young calves at 60 days of age incubated with no additive, garlic oil,
xylanase, and yeast.
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Table 3
Effect of different feed additives on in vitro carbon dioxide (CO;) production of a high concentrate diet fed to young calves at 60 days of age.
Additive type Dose (/g DM)  CO; production
mlL/g incubated DM ml/g degraded DM Proportional CO; production
6h 24h  48h 72h 6h 24h 48 h 72h 6h 24h 48h 72h
Control No additive 0.00d 24bc  4.5bc 6.0bc 0.00d 3.42cd 6.47bc 8.57bc 0.00c 0.83c 1.27bc 1.60abc
Garlic oil 30uL 0.42a 100a 15.3a 18.4a 0.62a 14.77a 22.60a 27.40a 0.36a 333a 4.05a 464a
120 uL 023abc  69ab 9.7abc  1l.labc  037b 10.10abc  14.16abc  16.28abc  0.19b 262ab 342ab  391ab
250 uL 0.16bcd ~ 7.9a 120ab  142ab  025bc  1277ab 19.50ab 23.11ab  0.12bc  267ab 345ab  396a
500 pL 0.07cd 27bc  4.3bc 5.2bc 0.13cd  496bcd  8.01bc 9.75abc  009bc  1.19bc  1.65abc  1.60abc
Xylanase 3L 0.00d 13c 2.2¢ 3.5bc 0.00d 3.09cd 6.25bc 9.07bc 0.00c 0.77c 1.27bc 1.76abc
6 uL 0.00d 17¢ 2.7c 33bc 0.00d 2.02d 3.62c 4.80c 0.00c 047c 0.70c 0.90c
Yeast 2mg 0.00d 12¢ 1.9¢ 2.4c 0.00d 1.89d 2.68¢ 3.58¢c 0.00c 0.47c 0.57¢ 0.73c
4mg 0.00d 12¢ 1.8¢ 23c 0.00d 1.81d 2.70c 332c 0.00c 047c 0.57c 067c
Pooled SEM* 0.075 197 3.26 433 0.085 3.024 5.264 6.861 0.044 0655 0931 1.158
Additive effect <0.001 0001 0004 0011 <0001  0.005 0.024 0.058 <0.001 0004  0.031 0.082
Dose effect
Linear 0.011 0033 0.052 0.085 0.001 0.001 0.003 0.009 0.002 0.001 0.004 0012
Quadratic 0.494 0.046  0.031 0.041 0.001 0312 0.731 0.920 <0.001  0.049 0.088 0.144
Additive x Dose <0001 0001 0.001 0.003 <0001  0.001 0.007 0018 <0.001  0.001 0.009 0.027

Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
* SEM standard error of the mean.

productions, followed by yeast and xylanase. It can be concluded
that garlic oil followed by yeast and then xylanase can be used to
mitigate in vitro CH4 and CO, production from dairy calves fed a
high concentrate diet. However, further research is warranted to
establish the efficacy of such feed additives in in vivo trials.
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VIll. DISCUSION GENERAL

Las células de levadura vivas eliminan naturalmente el Oz y producen CO:2 en el
rumen, lo que aumenta la anaerobiosis ruminal y la viabilidad microbiana. Es por
eso que la mayoria de los grupos de microbios del rumen que no compiten por un
sustrato comun (glucosa) tenderian a aumentar en presencia de células de levadura
vivas. Se esperaba que un aumento en la poblacién de organismos fibroliticos
aumentara la tasa de digestion de fibras; este proceso se especializa en la
produccion de acetato y CO2 en el rumen. Naturalmente, se esperaba que se
produjera mas CO2 con este aditivo para piensos, pero los resultados mostraron una
tendencia opuesta al tratamiento de control. Se especula que la levadura en estos
aditivos alimenticios produce metabolitos antimicrobianos que tienden a afectar la
digestion de manera adversa. Es por eso que el tratamiento de control produjo mas
COz2 en todos los tiempos de incubacién que los tratamientos de levadura. Se sabe
gue la levadura desplaza la utilizacion de Hz de la metanogénesis a la acetogénesis
reductiva a través de las bacterias homoacetogénicas que producen acetato a partir
de CO2 y H2 (Mwenya et al., 2004), incluso en presencia de metandgenos
(Chaucheyras-Durand et al., 1997), lo que ayuda a explicar la tendencia de la
levadura a disminuir la emision de COz.

En consecuencia, tanto la produccion de CO2 como la de CHs4 se reducirian
observado en este estudio, donde la produccion de CHs4 fue mas alta en el
tratamiento de control y mas baja en el tratamiento intermedio con ajo, lo que
sugiere que 250 ml de aceite de ajo podrian ser el nivel al que se produciria el menor
CHa.

Ademas de los impactos de los gases de efecto invernadero, la emision de CHa4
entérico contribuye a la pérdida de la energia neta de alimentacién que no se puede
utilizar en los animales rumiantes con fines de produccién (Johnson y Johnson,
1995). Debido a estos desafios, los esfuerzos de investigacion intensivos se han
dirigido recientemente a la mitigacién de CH4 en animales rumiantes (Elghandour et
al., 2016). El uso de la técnica GP in vitro es un método de cribado potente, simple
y sensible para evaluar la fermentacion o degradacion del sustrato y para controlar

la eficacia de los aditivos para piensos (Elghandour et al., 2015) y la produccion de
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GEI (Elghandour et al., 2016). Las interacciones entre el tipo aditivo y el licor ruminal,
asi como la dosis aditiva, para algunos pardmetros medidos, sugieren que tanto la
cinética de la fermentacion como la produccién de gas son dependientes de la dosis
aditiva, lo que respalda la importancia de identificar niveles suplementarios 6ptimos
de cada aditivo para cada tipo de licor ruminal. La adicion de enzima en todas las
dosis no tuvo efectos en la GP asintética. Este hallazgo estd de acuerdo con los
resultados de Jalilvand et al. (2008), que observaron que la adicién de aditivos
enzimaticos al forraje tuvo efectos insignificantes sobre la cinética del GP, y
opinaron que los efectos de la adicion de enzimas dependen del contenido de fibra,
las composiciones de polisacéaridos estructurales del sustrato y la diferencia en la
composicion de la enzima. Hubo interacciones entre el licor aditivo y el rumen para
la tasa de GP y el retraso inicial antes de GP. La adicion de enzimas afecto
significativamente la tasa de GP, lo que contradice los informes previos sobre otros
preparados y tipos de enzimas (Jalilvand et al., 2008). Estudios recientes que
incluyeron experimentos in vivo (Morsy et al., 2016) e in vitro (Elghandour et al.,
2016) mostraron que la suplementacion de dietas de rumiantes con enzimas
exdgenas podria mejorar la utilizacion de alimento, la digestion de DM y rendimiento
animal al mejorar la degradacion de la MS (Alsersy et al., 2015). Ahmed et al. (2015),
mostraron que la suplementacién de SC a dietas de rumiantes mejoré la utilizacion
de alimento. Por el contrario, Corona et al. (1999), informaron que la suplementacion
de las dietas con SC a las vacas no afect6 la digestibilidad de la MS, la hemicelulosa
y el almiddn. Los aditivos de levadura no tuvieron efecto en la tasa de GP, pero hubo
un ligero aumento en la tasa de GP en comparacion con el control. Este resultado
contrasta con el trabajo de Rodriguez et al. (2015), que informaron una disminucion
en la tasa de GP en respuesta a los aditivos SC. Las diferencias en los resultados
pueden deberse a la composicién e incubacion de los sustratos (Elghandour et al.,
2014). Xilanasa, SC y su mezcla en todas las dosis, excepto en la dosis de 0 mg de
la mezcla XYL + SC, disminuyeron la produccién de CH4 en comparacion con el
tratamiento de control. Esta pronunciada disminucion en la produccion de CHas
sugiere que el uso de XYL, SC o su mezcla como aditivos en las dietas de rumiantes

puede servir como meétodos eficientes para reducir las emisiones de CHa4 de la
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produccion de rumiantes. Varias investigaciones han informado una reduccioén de la
produccion de CH4 con suplementacion SC. Por ejemplo, Newbold y Rode (2006),
informaron una reduccion del 58% en la produccion de CHa4 con la adicién de SC en
las dietas de rumiantes. Ademas Polyorach et al. (2014), notaron una disminucion
en la produccién de CHa in vitro con la suplementacion de SC, lo que apoya nuestros
hallazgos. Los estudios que evaluaron los efectos de las enzimas exdgenas en la
emision de CH4 en el rumen, pocos informaron un aumento absoluto en la
produccion de CHa4 con la adicion de suplementos de enzimas exdgenas a las dietas
de rumiantes (Beauchemin et al., 2009). Dong et al. (1999), informaron un aumento
del 43% en la produccion de CHs4 cuando se usaba celulasa y XYL como
suplementos con él en el sistema RUSITEC. Colombatto et al. (2003), informaron
gue no hubo ningun efecto del suplemento de enzimas en la produccion de CHa4 en
el sistema de cultivo continuo. McGinn et al. (2004), no observaron ningun efecto en
la produccion de CHa4 en novillos alimentados con dietas a base de ensilaje de
cebada suplementadas con diferentes aditivos para la alimentacién incluyendo
enzimas exdgenas. Por el contrario, Kholif et al. (2016), informaron que la adicién
de enzimas a ciertas dosis redujo la produccion de CHa en los productos equinos.
Salem et al. (2015), observaron los resultados en caballos alimentados con dieta
suplementada con enzimas exdgenas. En el presente estudio, la adicion de enzimas
en todas las dosis disminuyd la produccion de CHa. Esto puede deberse a la posible
estimulacién de los acetdégenos reductivos en el rumen que altera el metabolismo
del hidrogeno (H2) y su utilizacion por metandégenos de una manera que reduce la
formacion y las emisiones de CHa (Stewart et al., 1997). La reduccién en la
produccion de CH4 mediante la adicién de una combinacion de XYL y SC a dosis
elevadas muestra un impacto positivo en la fermentacién ruminal, aunque la
disminucién se observa en la produccion de CH4 una dosis alta del aditivo afiadido
se acompafa de una ligera disminucion en GP asintética, que indica un efecto
inhibidor directo de la cinética de fermentacién ruminal.

Muchos gases que consisten principalmente en CH4, CO2 y H2 se producen durante
el proceso de fermentacion ruminal dentro del rumen. En este estudio, la adicion de

aditivos en todas las dosis aumento ligeramente la produccion de COz a las 6, 24y
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48 h de incubacién. A las 6 h de incubacion, no hubo produccion de CO2 en todos
los aditivos ni en el control. Disminucion de la produccién de CO2 por debajo del
tratamiento de control se observé a 6 ml de XYL /g de MSy 0 mg de SC/ g de MS.
Esta reduccion en la produccion de CO2 y la disminucion en la tasa de CO2 pueden
deberse al aumento en el contenido de la pared celular que puede reducir las
actividades microbianas. Elghandour et al. (2016), informaron una disminucién en
la produccion de COz2 cuando el grano de maiz fue reemplazado por cascarillas de
soja. Elghandour et al. (2016d), observaron que la sustitucion del grano de maiz con
nopal aumento la produccion de COz2. Sin embargo, ambos experimentos usaron la
misma adicion de &cido organico, lo que indica que el efecto diferente observado
puede ser dependiente de la racion. A nuestro leal saber y entender, existe poca
informacion sobre los efectos de las dietas complementarias de los rumiantes con
enzimas y los aditivos SC sobre la produccion de COg2, lo que dificulta la
comparacién de los resultados actuales con los resultados previos. La produccion
asintotica de CO:z2 registré los valores mas altos para 2 mg de SC /g de MS (90 ml/
g de MS)y (97 y 80 ml/ g de MS) para 0 y una dosis alta de XYL + SC mezcla; los
tres tratamientos tuvieron producciones mayores que el tratamiento de control (38
ml / g de MS). En este estudio, la inclusion de aditivos tuvo un efecto creciente en
la produccién de COz2 asintotico.
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IX. CONCLUSIONES

El metano y el CO2 de la fermentacion entérica en el sistema digestivo de los
rumiantes son dos de los principales contribuyentes de las emisiones de gases de
efecto invernadero en el mundo. La mitigacion de la pérdida de estos gases a partir
de la produccion de rumiantes no solo reducira la produccion de gases de efecto
invernadero a partir de los desechos agricolas, sino que también reducira la pérdida
de energia neta de alimentacion del animal. Este estudio demostré que El
tratamiento de las dietas de rumiantes con xilanasa, S. cerevisiae y su mezcla en
diferentes dosis durante 60 dias de edad cambio el patron de produccion ruminal de
gas, CHa y COs2. La adicién de una mezcla de xilanasa y S. cerevisiae a una dosis
alta redujo significativamente la produccion de gas asint6tico en comparacion con
otros tratamientos con resultados dependientes de la dosis. La inclusion de xilanasa,
S. cerevisiae y su mezcla redujo la produccion de gas asintotico a <1%. De nuevo,
la adicion de aditivos en las dietas de los rumiantes a todas las dosis tuvo efecto de
reduccion estadisticamente significativo en la produccion de CHa. La pronunciada
disminucién en la produccion de CH4 muestra que el uso de xilanasa, S. cerevisiae
0 su mezcla como aditivos en las dietas de rumiantes puede servir como un método
eficiente para reducir la emision de CHa de la produccion de rumiantes. Este estudio
también establecié que la mezcla de xilanasa y S. cerevisiae era mas eficiente y
prometedora en reducir las emisiones de gas y metano derivadas de la produccion
de rumiantes. Si se adopta esta practica de mitigacion, puede servir como una forma
respetuosa con el medio ambiente de alimentar al ganado y lograr condiciones de
produccion ambiental mas limpias en la cria de terneros.

La levadura, la xilanasa y el aceite de ajo, en diferentes niveles no afectaron las
extensiones de GP; sin embargo, el aceite de ajo aumento la tasa de digestion y la
fase de latencia. Ademas, el aceite de ajo disminuyé las producciones de CHa y
CO2, seguido de levadura y xilanasa. Se puede concluir que el aceite de ajo seguido
de levadura y luego la xilanasa puede usarse para mitigar la produccion de CHa y
CO2 in vitro de terneros lecheros alimentados con una dieta alta en concentrados.
Sin embargo, se requiere mas investigacion para establecer la eficacia de dichos

aditivos en ensayos in vivo.
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En el experimento in vivo los aditivos (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima
xilanasa no afectaron los parametros de ingestion del alimento, el agua o leche en
becerros lactantes del dia 4 al dia 60. Sin embargo, la adicion de la xilanasa mejoro
la ganancia de peso de los becerros, pero no hubo diferencia con respecto al control

0 a la combinacion de levadura con xilanasa.
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