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RESUMEN

Las recientes problematicas con relacion al uso de antibidticos en la produccion animal con
respecto a su bioacumulacion en el cuerpo humano han obligado a usar los probidticos
como una alternativa en la nutricion de rumiantes. Es por esto que numerosos autores
evaluan el uso de microorganismos probidticos como una alternativa en la nutricion de los
rumiantes para incrementar el rendimiento lechero y combatir los patdogenos en el sistema
digestivo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de S. boulardii RC009
(5 x 10" UFC/T de alimento) sobre la produccion y la composiciéon de la leche de vacas
lecheras ademas de determinar su efecto sobre la presencia de aflatoxina M+ en leche
(AFM1). Se utilizaron cuatrocientas vacas lecheras Holstein multiparas que producian
diariamente 24.0 £ 0.74 L de leche. Se sometieron a dos tratamientos: vacas control (n=200)
se alimentaron con una dieta sin agregado de levadura; y vacas con probiético (n=200)
fueron alimentadas diariamente con su dieta normal y el agregado de S. boulardii RC009.
Cuando las muestras de las leches obtenidas durante el tratamiento fueron comparadas
con aquellas provenientes del periodo pretratamiento, se observd un incremento en el
rendimiento en la produccién de leche de 2,4 L/vaca/dia. El aumento de produccion de leche
diaria pudo asociarse con un efecto probidtico en las vacas tratadas ademas de
demostrarse que no impacté negativamente sobre la calidad de leche manteniéndose los

valores manejados por el establecimiento.
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1. INTRODUCCION

Las vacas productoras de leche de elevada eficiencia productiva son sometidas a la
inclusion de muchos aditivos para mejorar la produccion de los animales, resaltando o
mejorado las condiciones del tracto gastrointestinal (Troncoso 2015). Asi mismo, la
produccion por kilo de leche de una composicion aceptable es el factor mas importante en
la explotacidén lechera. En términos generales, el beneficio econdmico aumenta con el
incremento de la produccion por vaca (Caballero & Hervas 1995). Las recientes
problematicas con relacion al uso de antibidticos en la produccidén animal con respecto a su
bioacumulacién en el cuerpo humano han obligado a usar los probidticos como una
alternativa en la nutricién de rumiantes. (Boga & Gorgulu 2007). Es por esto que numerosos
autores evaluan el uso de microorganismos probiéticos como una alternativa en la nutricion
de los rumiantes para incrementar el rendimiento lechero y combatir los patégenos en el
sistema digestivo. En la literatura hay muchos estudios acerca de los efectos positivos del
cultivo de levadura en la produccion de leche como por ejemplo los de Dann et al. (2000) y
en la composicion de la leche de vacas lecheras y el ambiente ruminal (Kung 2001), donde
demuestran que la aplicacion de levaduras vivas en el alimento mejora la salud y la
productividad de rumiantes. Podrian de esta forma utilizarse como una alternativa natural
para influir en el rendimiento de estos animales. Entre los efectos informados estan:
incremento del consumo de alimentos y produccion de leche. En este sentido se plantea
que la utilidad de los cultivos de levaduras esta en manipular la fermentacién ruminal y la

productividad de los rumiantes (Corcionivoschi et al., 2010).

La mayoria de los probidticos actualmente estan constituidos por bacterias, sin embargo,
es recomendable el uso de estos productos elaborados a partir de levaduras. Estas, aunque
usualmente no son parte indigena del tracto gastrointestinal son capaces de crecer en este
ecosistema, principalmente al nivel de rumen y su modo de accion viene dado por un

mejoramiento en la palatabilidad de la dieta junto con la produccién de vitaminas del
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complejo B, aminoacidos esenciales, minerales quelatos, enzimas digestivas, acetatos y
otras sustancias tales como lipidos, polipéptidos, glicolipidos, esteroles, y ergosterol. Entre
las principales especies de levaduras empleadas como probidticos se encuentran
Saccharomyces boulardii (reconocida como lider), S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis y K.

fragilis (Morales et al. 2004, Kumura et al. 2004).

La aflatoxina B1 (AFB1) es la aflatoxina mas toxica y prevalente a nivel mundial, causa
aflatoxicosis aguda, tiene efecto carcinogénico y citotdéxico en animales y humanos. Las
vacas que ingieren alimentos contaminados con AFB1 excretan aflatoxina M1 (AFM1) a
través de la leche. La contaminacion de los alimentos con AFB+1 y de los productos lacteos
con AFM+ son problemas universales que impactan negativamente la salud de los animales
y el rendimiento productivo, asi como, la salud publica (Shahbazi, 2017; Chen et
al.,2019;Seid y Mama, 2019). La degradacién o inactivacion de las AFs en los alimentos
balanceados y la leche puede realizarse por métodos fisicos, quimicos o biolégicos y su
proposito es reducir la biotransformacion de la AFB1 a AFM1 en el animal para disminuir la
transferencia hacia la leche o bien sobre la leche para reducir las concentraciones de AFM1
(Ogunade et al.,, 2018; Intanoo et al.,, 2020; Kemboi et al., 2020). Las estrategias
tecnoldgicas mas prometedoras son el uso de adsorbentes biologicos como las levaduras

(Jiang et al., 2018).

En trabajos previos y aplicados a diferentes especies de animales monogastricos se ensay6
la levadura S. boulardii RC009 con demostradas propiedades probioticas que ejercieron un
efecto promotor de la sanidad y de la productividad animal al ser incluidos en la dieta como

alternativa a los antibiéticos promotores de crecimiento.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de la levadura probidtica S.
boulardii RC009 sobre la produccion y la composicion de la leche de vacas lecheras

ademas de determinar su efecto sobre la presencia de AFM+ en leche.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Condiciones del ensayo

La investigacion se llevd a cabo en un establecimiento localizado en el campo experimental
de Don Paco SA en la localidad de Bengolea y comenzo en los primeros dias del mes de
mayo 2021, iniciando con un periodo preliminar de acondicionamiento a las condiciones del
ensayo (5 dias). Los primeros dias de junio se comenzd con la administracion de la

levadura, teniendo el ensayo una duracion de 30 dias.

Se utilizaron cuatrocientas vacas lecheras Holstein multiparas que producian diariamente

24.0 £ 0.74 litros de leche.

Las condiciones climatolégicas promedio del ensayo fueron precipitaciones de 0 a 76 mm
con temperaturas que oscilaron entre 11 y 15°C durante el mes de mayo y las
precipitaciones fueron de 2 a 26 mm con temperaturas promedios fueron de 8 a 12°C
durante el mes de  junio (Camara de cereales de Cordoba,

https://www.bccba.org.ar/home/institucional/red-de-estaciones-meteorologicas).

Los animales se sometieron a dos tratamientos, 1. control (n=200) se alimentaron con una
dieta sin agregado de levadura y 2. probiético (n=200) fueron alimentadas diariamente con

su dieta normal y el agregado de S. boulardii RC009 (5 x 10" UFC/T de alimento).

Durante el estudio se evalué la produccion diaria de leche. Se tomaron dos L de muestra
de leche en envases estériles para su posterior procesamiento que fueron recolectadas los
dias 5, 10, 15y 20 del ensayo para determinar su contenido bromatolégico (lactosa, solidos
totales, materia grasa, proteina, punto de congelacién, recuento de células somaticas y
recuento de unidades formadoras de colonia) (AOAC 1998). Se dispuso de agua fresca

libremente durante todo el periodo experimental.


https://www.bccba.org.ar/home/institucional/red-de-estaciones-meteorologicas/

Se determiné también la presencia de AFM1 en las muestras de leche tomadas, para
evaluar si la concentracion de levadura administrada ademas de un efecto probidtico

producia un efecto secuestrante de esta toxina.

2.2 Extraccion y deteccion de aflatoxina M1 en muestras de leche.
2.2.1 Extraccion

Para la extracciéon de AFM1 en leche se tomaron cinco mililitros (5 ml) de leche y se les
adicionaron 20 ml de una mezcla de acetonitrilo y agua acidificada con 1% de acido acético.
Se agité a 100 rpm durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se agregaron 4 g sulfato de
magnesio y 1,5 g acetato de sodio, se agitd y se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min. La
solucion se congelé a -20°C durante toda la noche (O/N). Luego, se tomo la porcion
superior, se evapordé a sequedad y se almaceno a -20°C hasta su analisis. Antes de su

analisis por HLPC-FLD, los extractos se resuspendieron en 500 ul de agua calidad HPLC.

2.2.2 Condiciones de realizacién de la cromatografia liquida con detector de fluorescencia

La deteccion y cuantificacidn se realizé segun Sarlack y col. (2017) con modificaciones. Se
utilizé un cromatografo Waters Alliance 2695 Separations Module, equipado con inyector
automatico, acoplado a un detector de fluorescencia Waters 2475 Multi A. La separacion
cromatografica se realizé a 25°C. Se utilizd una columna de fase reversa con silica gel RP
C18 Luna Phenomenex (15 4.6 mm 5 pym). La fase mdévil fue una mezcla de agua:
acetonitrilo: metanol (57:17:26, v/v/v). El caudal fue de 0.8 ml/min y el volumen de inyeccion
fue de 20 pl. Las longitudes de onda de emision y de excitacion fueron 435 y 365
respectivamente. Se cred una curva de calibracion inyectando 20 ul de diferentes
concentraciones de soluciones estandares de AFM1 (0,25- 15 ng/ml), siendo el tiempo de

retencidon entre 6 - 7 min.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la composicion quimica de la leche se muestran en la Tabla 1. Se pudo
observar que los parametros de composicion bromatologica de la leche no fueron alterados
por la presencia de la levadura probidtica como aditivo en la alimentacién diaria. Estos
valores se mantuvieron dentro de los valores establecidos para la aceptacion de leche de
vaca. La FAO establece que las grasas constituyen alrededor del 3% al 4% del contenido
sélido de la leche de vaca, las proteinas aproximadamente el 3,5% y la lactosa el 5%, pero
la composicion quimica bruta de la leche de vaca varia segun la raza. Asi mismo, el codigo
alimentario argentino establece que los valores de células somaticas no deben superar los
750000 células/cm?, y el recuento total de unidades formadoras de colonias(UFC) a los
30°C no debe superar las 500000 UFC/cm?® (Cddigo Alimentario Argentino , cap. VIII,
alimentos lacteos). Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con Boga y
Gorgolu (2007) donde la suplementacién con S. cerevisiae (2.25 x 10° UFC/g) en la dieta

diaria de vacas lecheras durante 21 dias no modifico la composicion de la leche.

Tabla 1. Composicién bromatolégica de las muestras de leche de acuerdo a los muestreos

realizados.
Grasas Proteinas Cél’ullas Recgento de Lactosa Solidos Punto d_e’
Muestras somaticas bacterias totales totales congelacion
(%) (%) (x 1000 célimL)  (x 1000 UFC/mL)  9/1009) (51100 g) °C)
M1 4,09 3,37 232 20 4,79 12,99 -0,521
M2 3,97 3,32 154 30 4,87 12,89 -0,536
M3 3,96 3,32 273 31 4,92 12,94 -0,535
M4 3,94 3,35 225 19 4,89 12,91 -0,515
M5 3,95 3,24 219 34 4,83 12,76 -0,524




La Figura 1 muestra la produccion de leche por vaca y por dia obtenida de los animales

control y los que recibieron la levadura probiotica.
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Figura 1. Produccién de leche por vaca y por dia obtenida de los animales control y los que recibieron la
levadura probidtica.

Cuando las muestras de leche obtenidas durante el tratamiento fueron comparadas con
aquellas provenientes del periodo durante el cual no fue aplicado el probidtico, se observo
un incremento en el rendimiento en la produccion de leche de 2,4 L/vaca/dia. Este resultado
representa un aumento del 10% en el rendimiento total de leche diaria. Resultados similares
fueron obtenidos por Hossain et al. (2014) quienes informaron un aumento en la produccion
de leche de 0,3 L/dia/animal, lo cual correspondia a un 8,8% de aumento de la produccion
diaria media después alimentacién con una levadura probidtica S. cerevisiae (3 x 10° UFC/g
con adicion de enzimas, vitaminas, aminoacidos y oligosacaridos). También Lehloenya et
al. (2007) informaron un aumento similar al obtenido en este trabajo (9%) en la produccion
de leche, pero solo cuando se evalu6é una mezcla de levadura comercial Diamond V XP y
Propionibacterium sp., ya que cuando evaluaron la levadura comercial sola vieron un
aumento de entre el 1% y el 5%. En otro estudio, Bruno et al. (2009) informaron que las
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vacas alimentadas con un cultivo de S. cerevisiae (30 g/dia) produjo mas de 1,2 L/dia, pero
a diferencia de nuestro trabajo, estas vacas recibieron el agregado de somatotropina
exdgena cada 14 dias. Mas recientemente, Shreedhar et al. (2016) evaluaron el efecto de
un probidtico multicepa mezclando levaduras con bacterias lacticas (S. cerevisiae y L.
sporogenes) en el rendimiento y composicion de la leche de vacas y comprobaron que
comparado con el periodo sin aplicacion del aditivo se incrementé el rendimiento en la
produccion de leche en los grupos tratados con el probiotico. Por otra parte, en estos
mismos grupos, disminuyo el punto de congelacion, lo cual indicaba el incremento de los

solidos totales en la leche, comparados con el grupo control.

Con respecto a los valores de AFM+1 en leche, no se observo influencia en las
concentraciones de la misma en las diferentes muestras de leche (Tabla 2), hipotetizandose
que la concentracion administrada de S. boulardi RC009 pudo no ser suficiente para que
actuara como adsorbente de micotoxinas, los cuales suelen ser utilizados en dosis de hasta

el 2% de la cantidad total de alimento suministrada al animal.

Tabla 2. Concentraciones de aflatoxina M1 en leche

Concentracion AFM;

Muestras
(ng/mL)
M1 28,84
M2 29,81
M3 30,55
M4 31,67
M5 30,34

Son pocos los estudios que evaluan el uso de levaduras probiodticas en alimentacion

bovinas para reducir los niveles de AFM1 en leche, pero los valores encontrados en este
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trabajo dan indicio de que hay incidencia de esta toxina en leche y que por lo tanto es
necesaria la aplicacion de microorganismos capaz de reducir estos niveles. Autores,
mostraron que levaduras como (S. cerevisiae, Kluyveromyces marxianus y Pichia
kudriavzevii) en una concentracién de 35 g/vaca/dia tienen una capacidad desintoxificante
de AFB1 del 85,0%, y por lo tanto se reduce la tasa de transferencia a AFM1 a 0,94% en
vacas tratadas versus 1,65% para el grupo de vacas que no recibieron absorbentes

mediante la dieta (Jiang et al., 2018, Intanoo et al., 2018)

CONCLUSION

El aumento en el rendimiento de produccion de leche diaria se asocia a un efecto probidtico
en las vacas tratadas con S. boulardii RC009. Ademas de demostrarse que no alterd la
calidad de la leche desde el punto de vista fisico-quimico, manteniéndose los valores
manejados por el establecimiento. Se necesitan mas estudios para demostrar la
concentracion del probiotico adecuada para que sea utilizado como un adsorbente eficaz
de AFM1. Comparando con productos comerciales secuestrantes de micotoxinas, las
concentraciones que se utilizan varian entre 5 y 10 veces mas que las utilizadas en este

estudio.
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