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COMPENDIO

Se estudio el efecto prebiotico del derivado deadtosa (DL) en la poblacion microbiana
presente en las muestras de heces (indculo feealpsdcerdos posdestete. Se utilizo la
técnica de produccion de gamsvitro en 2 sustratos: el control pulpa de remolacha (PR)
DL. Se desarrollaron dos etapas. En la primeraesermiind la produccién del gas y las
proporciones de acidos grasos volatiles (AGV), eaadlo la actividad microbiana en los
niveles (0, 0.2, 2, 20 y 100%) de DL reemplazanda BR, durante la fermentacién de
144h. El tiempo medio de la produccion del gas mpoéd se alcanz6 a las 12h de la
fermentacion. Este tiempo se utilizé para la segustdpa con tres niveles de DL (0, 20 y
100%). Se determind el efecto del DL sobre la casigoan de la poblacion microbiang.(
coli, lactobacillusy anaerobios facultativos totales), concentrac®m®@GV y sobre el pH,
como resultado de la fermentacion bacteriana n&emento la concentracion del butirato
(P < 0.001) y la acidificacion (P < 0.001) del neediEl DL modificé la composicion
microbiana, que se reflej6 en la disminucion (P .€00) del nimero de colonias
microbianas dé&. coli. En conclusion el DL en niveles altos presentétefeprebibticos.

Palabras claves:Lactosa, prebidtico, fermentacidon vitro, cerdo, butiratoEscherichia
coli

ABSTRACT

Effect of Lactose Derivative (LD) on the presentcrabial populationis in the sample
faeces of weaned piglets The prebiotic effect ofthse Derivative (LD) on the present
microbial populationis in the sample faeces (faecal inocula) of weamgldtp was studied

. Thein vitro gas-production technique was used. Using 2 substratigarbeet pulp (SBP)
as control and LD as evaluation. Two stages weneeldped. In the first it the gas
production and the Volatile Fatty Acids (VFA) prapons, during 144h fermentation, to
evaluate the effect of the microbial activity wikferent DL levels (0, 0.2, 2, 20 y 100%),
as replacement to SBP was determined. The halfdaseroduction potential, was reached
at the 12h of fermentation. This time was usedtiersecond stage and the DL levels (0, 20
and 100%). Microbial populatiors composition E. coli, Lactobacillusand total
facultative Anaerobes), VFA concentration and pH watermined. Effects of the DL were
presented on the products of the bacterial fernientan faecal inocula. An increment in
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the butyrate concentration (P <0.001) and the facadion (P <0.001) was registered. The
LD induced the microbial composition modificationat is reflected in the decrease (P
<0.001) of the number of microbial coloniestf coli. The conclusion indicated that DL
presented effects as prebiotic when it was usedlastrate in high levels.

Key words: Lactose, prebiotics, fermentationvitro, swine, butyratezscherichia coli.

INTRODUCCION

Desde hace 50 afios se vienen utilizando antibtomo aditivos de los alimentos en
la industria porcina, como promotores de crecinmignpara el tratamiento terapéutico de
enfermedades. El uso de los antibiéticos mejomraedimiento, reduce la morbilidad y la
mortalidad mejorando los parametros reproductivosorfwell et al, 1996; Yan and
Gilbert, 2004). Sin embargo, la Unién Europea hahilmido el uso subterapéutico en los
alimentos de animales de antibidticos de medicinmana, con el fin de reducir la
resistencia en humanos y animales. Considerandoekiscciones para el uso de los
antibioticos promotores de crecimiento, los oligasalos prebidticos constituyen en la
actualidad una de las posibles alternativas (Mc@gt2005; Patterson and Burkholder
2003).

Los oligosacéridos prebidticos no son digestib@ND), alcanzan el intestino grueso,
son un excelente sustrato para la poblacion mianabibenéfica, mejoran la relacion
simbidtica entre las comunidades microbianas gasisiinales y el animal (Houdigt al,
1999; De-Wieleet al, 2004). La digestion de los oligosacaridos en dnws da lugar a
acidos grasos de cadena corta, dioxido de carbitaminas K y complejo B, y contribuye
en el incremento de la poblacion microbiana queatkm los componentes nitrogenados
del alimento (De-Wielet al, 2004; Vulevicet al, 2004).

En produccién animal el uso de prebidticos serier@sante en etapas tan delicadas
como el destete de lechones, debido a los problessssonados por el cambio de la dieta
y la susceptibilidad a la colonizacion de bactepaggenas. La microflora presente en el
intestino grueso del cerdo es abundante en térndeatensidad, colonizacion y variedad
de especies, encontrandose en mayor numero adeiveblon (Varel y Yen, 1997), incluye
poblacién microbiana residente y variedad de espettansitorias (Lu y Walker, 2001).
Los OND estimulan el crecimiento de los microorgams nativos no patégenos (Smircky
et al, 2003). Colonizan la mucosa y el epitelio brindi#es proteccion contra bacterias
patogenas (Lewis y Southern, 2001).

Entre los derivados de la lactosa que se han eslmdiomo prebidticos en produccién
animal se incluyen el lactitol, lactulosa, acidetddionico y transgalacto-oligosacaridos
(TOS), galacto-oligosacaridos (GOS) (Kontataal, 1999; Houdijket al., 1999).

En este estudio se busca evalunaritro el efecto prebidtico del derivado de lactosa en
cerdos posdestete. Determinando el efecto solmat@osicion de la poblacién microbiana
(E. coli, Lactobacillus y Staphylococcus aureus gué®monas euruginosd la actividad
metabodlica representada en los parametros de taefgacion (produccion de gas,
produccion de acidos grasos volatiles y pH).



MATERIALES Y METODOS

El trabajo se adelanté en el Centro Experimentalad&nidad de Zootecnia de la
Facultad de Ciencias Agronomicas de Gembloux, Béldios dos tipos de muestras se
obtuvieron de 5 cerdos posdestete (Landrace Beddja)entados con concentrado
comercial, cuando el peso vivo promedio era ded®-+kg y de 212.2kg.

La solucibn Menke se preparé con solucion de oleggoentos, solucién tampon,
solucion de macro-elementos, solucion rezasurmapbco en el bafio Maria (39°C) y de
altimo se adicionoé a la solucién la reductora de Hajo constante de CO2 (Bindelk al.,
2005).

El sustrato es un derivado de lactosa comerciakd€Etif, XERIS S.A., Francia) y el
control pulpa de remolacha azucareBat@ vulgaris) Para obtener particulas de 1 mm de
diametro se us6 un molino Cyclotec 1093 (FOSS Htedl'S, Hilleroed, Dinamarca). La
composicion quimica de los sustratos (Cuadro 1llpg® mediante los siguientes analisis:
MS (105 °C por 24 h), Ceniza (550 °C por 8 h),ddjemo (método de Kjeldahl, contenido
de Proteina Bruta = 6.25 x N), Extracto Etero (mét&oxhlet , usando ether), Fibra
Detergente Neutra (usando Na2S0O3 y Termamyl : 140/, Novo Nordisk, Bagsveerd,
Dinamarca) y Fibra Detergente Acido y Lignina Dgeette Acida usando el sistema de
Fibercap (Foss Electric, Bagsvaerd, Denmark).

Cuadro 1. Composicion quimica de los substratos <g:’1-:g'1.‘u15.]

Ttems Pulpa de remolacha Derivado de lactosa
Materia Seca 210 952

Proteina Bruta 78

Fibra Detergente MNeutra 339

Fibra Detergente Acida 119

Hemicelulosa 124

Lignina Detergente Acida 31

Exfracto Etéreo i

Ceniza 73 0z

Etapa 1: Fermentacionin vitroy produccion de AGVs

En esta etapa experimental se evaluaron cinco esivele DL: 1) Pulpa de
remolacha(PR) 100% o testigo, 2) PR 99.8% + deovlLactosa DL 0.2%, 3) PR 98% +
DL 2%, 4) PR 80% + DL 20%, 5) DL 100%. El experirt@ese distribuyo utilizando un
Disefio Completamente al Azar (CAA) de los 5 nivalesDL, 14 repeticiones (jeringa +
Inéculos + Sustrato) y 10 blancos de control (dexine indculos) para corregir el valor
intrinseco debido al indculo en cada tratamiento.

Se colocaron 200mg del substrato en una jeringbddtprober de vidrio de 100 ml.
Las muestras fecales se recogieron en jeringaslaileno, se extrajo el aire, se cerraron
con ganchos y se colocaron en bafio de maria a 3@8to. el procedimiento se hizo en
saturacion de CO2.

Las muestras fecales se diluyeron con 100ml decigoluMenke y se llevaron al
Stomacher Lab Blender 400 (Seward Medical, Norfdllk) por 60 segundos, para
suspender en el liquido las bacterias adheridass godrticulas de alimento sin digerir



(Makkar, 2001). La solucion se filtr6 (tamiz de 250) y se afiadidé volumen de solucién
Menke hasta alcanzar una concentracion 1:20 (Bpetdal, 2004). Se transfirieron a las
jeringas 30 ml del indculo fecal y se fermentar@9aC.

Los volumenes de gas acumulado se registraron éesfg2, 5, 8, 12, 16, 20, 24, 48,
72, 96 y 144 horas de incubacion. La cinética dprtaluccion de gas se evalué con el
protocolo propuesto por Bouldgf al. (2004).

El volumen final de gas durante la fermentaciéewsdué asi:

V(1) -V, - B(1)*V,
F

V {;‘} (ml/g)=

COT

Donde” ¥ (ml e-1) g5 |3 acumulacion de gas medio en el tiempo ¢dqiregido por
la cantidad de substrato incubado y la producciériod blancos, V(t) (ml) el volumen
ocupado por el inéculo y el gas en el tiempo t(iwi) el volumen de indculos transferido a
las jeringas en el comienzo de la fermentacion) Bfil de gas por ml de indculos)
produccion de gas en un tiempo t de los blancosnpade inéculo y P (g) cantidad de
sustrato colocado en la jeringa (Bindeateal, 2005).

Las curvas de acumulacion de gas se ajustaron stguadelo propuesto por France
et al (2000), el cual supone que el indice de produccié gas depende del sustrato
disponible para fermentaciéon, en un tiempo de dpémdn alcanzado por los
microorganismos segun la supuesta tasa fracciomalledradacion, representado en la
siguiente ecuacion:

G=Vr¥l—exp[-b*(t-Ll—c*(vi-+v L)}

Sit=l 510<f<L

= - volumen de gas en el tiempo

E’}- i(ml g_'lj - volumen maximo de gas de umdad
de tiempo = =

i tiempo de degradacion o colonizacion

L : El tiempo de retraso de 1a fermentacidn.

Las constantes & (h"'} Ve {11'1":) determinan Ia tasa
fraccional de degradacion {]1'1) del sustrato el cual
tiene como principio variar con el tiempo, asi:

u=b+ {,_, Sif=l
241

Los parametros de la cinctica (Vi L, g ¥
772} se compararon en €l analisis estadistico. 772 es el
tiempo en el que 1a curva alcanza un punto de inflexion
cuando & = V. /2.

Al finalizar la fermentacion, el residuo se recupgrse congel6 a temperatura de -
800C para el analisis de los acidos grasos vaatde determinaron las concentraciones de
acetato, propionato y butirato usando la técnica High Performance Liquid
Cromatography “HPLC” con una columna de Aminex H®2H y acido sulfarico 0.01
mol/l en la fase movil, (Hartemingt al, 1997).



El analisis estadistico de los parametros de caéte produccion de gas y AGVs se
realizd por medio de un andlisis de varianza deeralcucon el Disefio Experimental
empleado (Stell y Torrie, 1980), usando el procesimo de GLM de SAS 8.02 (SAS inc.,
Cary, NC, USA) con el siguiente modelo lineal:

Y=a+8,+1 +D +(5+D), +¢

Donde ¥ es el resultado, o la media, 5; efecto
nivel del sustrato ( (1 =1, ._..5), [; efecto de la fuente de
indeulos (=1, 2), Dy efecto de la semana (k=12 v e
el término error. Cuando se presentd diferenciapara l o

mis variables se utilizo el Test de Rango Miiltiple para
separar las medias con diferencias en el ANOVA.

Etapa 2: Modificacion de la poblacion microbiana, poduccion de AGV y pH

Teniendo en cuenta la informacion obtenida de dpaetl y determinado el tiempo
medio T/2 de la produccién de gas potencial , daedpresenta el punto de inflexion de la
curva de la cinética de gas, se supone que laigadivmicrobiana es alta, por lo cual se
considera como el momento apropiado para anakzaoblacion microbiana, ademas en
esta etapa se midieron AGV y pH.

T/2 = t se caleuld mediante la siguiente formula:

G=VF, J,."IE l—exp[—b*(t-L)—c*(vVi-~L)J}

Tres niveles de derivado de lactosa ( 0%, 20% Yad0O&e distribuyeron mediante el
Disefio Completamente al Azar, 6 repeticiones patrohinacion de la composicion
microbiana, 12 de la concentracion de AGV y 8 paedlir el efecto sobre el pH (jeringa +
Inéculo + Sustrato) realizados en dos corridas.

La poblacién microbiana se determiné mediante uialsge dilucién de (10'a 107")
en medio pectonado (Pectona: I§ NaCl: 5g L}, Tween 80 Sigma: 1ml1) inoculacion
en agar esterilizado. La composicion bacteriandesgifico en medios de cultivo a base de
gelosa (Biokar Diagnostics, Beauvais, France). ¢draes selectivo, asi: EI TBX para
Escherichia coli 24 h a 44°C ), PCA para bacterias anaerobicastédimals totales (72 h a
37°C) y MRS pard.actobacillus(72 h a 37°C). La poblacién microbiana se expresé e
Unidades Formadoras de Colonias por ml de sugitiEG/ml).

También se hicieron analisis de Acidos Grasos Vetat(Acetato, Propidnico y
Butirato) al indculo obtenido a t=T/2 de fermendaci

Al final de la fermentacion de 144h, se midi6 el gél cada residuo, usando un pH-
metro 300i/SET equipado de un electrodo de SenTiX\ETW, Weilheim, Alemania).
Para tal fin no se adicioné la solucién tampon &oh Tampon de Menke y Stegonias,
1988) a la que no se afiade NaHCO3 esto permitiduea mas evidente la variacion del
pH como consecuencia de la actividad microbianaeselsustrato DL.

El analisis estadistico de la etapa 2 se realind@® mismos parametros utilizados en
la Etapa 1.



RESULTADOS

Cinética de la produccion de gas evaluado con loGieicerdos posdestete.

Se presentd un efecto del DL sobre la curva deicinée produccion de gas, en los
niveles con mayor concentracion. En la Figura Jmesenta la curva de la cinética de
produccion de gas con cinco niveles de derivadd.atgosa (0%, 0.2%, 2.0%, 20% vy
100%) en cerdos posdestete.

En elCuadro 2 se presentan los parametros de ajuste (Vf, exjoesa ml/g de MS,
Latencia, T/2 y el indice fraccional de degradacitT/2) del modelo matematico de
Franceet al. (2000), usados para la elaboracion de las culwdaFigura 1.

Cuadro 2. Parametros de la cinética de produccion de gas en los niveles del derivado de lactosa (0%, 0.2%, 2.0%, 20%, 100% )
incubadas con indcnlo fecal de cerdos posdestete.

Flpa d?:': ;—’ﬂﬂlﬂfllﬂ ?ﬂiﬂg;nd-QQSf N mtl ;.-‘I-fﬁ“z Latencia T0.5 p(0-5)
Serie 1
100 LH o 3353 2.7 133a 0.090
998 0.20 3 337a 2.6b 134a 0.090
o8 2 7 3433 23b 12.9a 0.09b
20 20 3 3453 0.9 10.8¢ 0.09b
0 100 3 380a 2.5a 12. 70 0.16a
Serie 2
100 0 & 191a L7 7.1b 0.10b
998 0.20 7 3853 04c 730 0.11b
o8 2 & 390a 04c 6.8¢c 0.10b
20 20 7 398a 0.3¢c 544 0.11b
0 100 7 396a 41a 7.5a 0.17a

‘Dientro de una columma por na misma sete, los promedios segnidos de letra diferente son significativamente diferentes al nivel de 0.03

Se encontraron diferencias significativas (P<0.0€i)a Latencia yit= T/2 entre el
sustrato a base de pulpa de remolacha y los trdmsi con niveles de DL. Por el
contrario, la produccién final de gas Vf no presediferencias significativas (P>0.05)
entre tratamientos.
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Figura 1. Cinética de fermentacion en los diferentes niveles derivado de lactosa (DL, utilizando indculo
fecal de cerdos posdestete.



Igualmente existieron diferencias significativas<@®01) entre series (edad de los
cerdos posdestete, al momento de la extraccidasdmaterias fecales) sobre los diferentes
parametros de la cinética de produccion por lo lggemedias de los parametros de la
cinética se presentaron separadamente para la adnyah (serie 1 y serie 2).
Concentracion de acidos grasos volatiles en elindecal de cerdos posdestete en un
periodo de fermentacion de 144h y 12h.

En el tiempo de fermentacion de 144 h y 12h, ssgmtaron diferencias significativas
(P<0.001) entre tratamientos para las proporciamsares relativas de los diferentes AGV.
En forma general se observo un incremento en @sopciones de propionato y butirato a
medida que aumentan los niveles de DL, contrariéen@has proporciones de acetato, que
disminuyeron. En eCuadro 3 se presenta la cuantificacion de los acidos gresladiles
(AGV) producto de la fermentacion de los sustraespués de 144h y 12h de fermentacion
en cerdos posdestete.

Cuadro 3. Efecto de diferentes niveles del derivado de lactosa DL sobre las cantidades v proporciones de los AGV, después de
144h v 12h de fermentacion en cerdos posdestete.

PR (%] Niveles Acidos Grasos volatiles (AGV) mM/L
DL (%) Acetato Propiouato Eutirato
Tiempo de fermentacion de 1440
Serie 1
100 0 26.67a° 10.39¢ 3.77c
558 0z 2037 11.18c 354c
98 2 18 66¢c 13.32b 332
B0 20 200550 13.60b 4.800
0 100 17.35¢c 21.29a 542a
Serie 2
100 0 2263a 7.32a 3.62b
oo 0.z 21.5Tb €.65b 3.30c
28 2 21440 7.1%9a 4.15b
B0 20 17.31c 7.9%9a 4.54b
0 100 1931c 8.17a 6.85a
Tiempo de fermentacion de 127
Serie 1
100 0 23.57a° 6.69¢ 4.8b
B0 20 21.04a 881k 4790
0 100 15581k 16.07a 5.03a
Serie 2
100 0 2469 5.550 198
B0 20 2364 7.67a 3.62b
0 100 21.90a 8.08a 3.96a

! Dentro de una columma en uma mnisma serie, los promedios seguidos de letra diferente son siznificaivamente diferentes al nivel de 0.05.

Poblacion microbiana presente en el indculo feeatetdos posdestete.

Las poblaciones dE.coli y las anaerobias presentaron variaciones en la @sioign
como resultado de la inclusion del DL

No se presenta la informacion separada por seh&@en que no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.0a disminucion de las poblaciones



bacterianas dé&.coli y Anaerobias facultativas totales fueron estadistente significa-
tivas (P<0.05) entre el tratamiento de sélo pukpaeainolacha y los tratamientos con 20 y
100% de DL. Por el contrario, las poblacioned.detobacillusno se afectaron de manera
significativa (P>0.05) por la presencia de derivdddactosgCuadro 4).

Cuadre 4. Efecto de los diferentes niveles derivado de lactosa DL en las poblaciones microbianas de cerdos posdestete.

PR (%) Niveles DL (%) Colonias microbiales (Log ufc/ml)
E.coli Lactobacillus Anaerobias
100 a 5.71a’ 751a 6.56a
&0 20 3.21b 7.3%a 6.36b
0 100 3.53b 741a 6.38b

‘Denmo de una columna por una misma serie, los promedios segnides de lema diferente son sienificativamente diferences al nivel de 0035,

Correlacion entre la composicion de la poblacioeratiiana y la concentracion de
AGYV de las muestras fecales de cerdos posdestete.

Se presentaron correlaciones negativas entre l&aqob bacterial deE.coli y el
incremento de las proporciones molares de acelRat6.001) y butirato (P<0.01). No se
presentaron correlaciones significativas (P>0.0f)eelas poblaciones deactobacillusy
anaerobios facultativos totales y la concentradénos &cidos grasos volétiles (acetato,
propionato y butiratojCuadro 5).

Cuadro 5. Correlacidn entre la cantidad de poblaciones microbianas y la concentracion de AGY,

Poblacion microbiana Acidos grasos volatiles (mM/L)
Acetato Propionato Butirato
E.coli -0.aag=== 0199 -0.407FE%
Anaerohios 0.156M5 0.255NE 0.1305
Lactobacillus -0.301NE 0.37THE -0 2445

ke P2 001; **: PaD.01; NS, no siznificativo

Efecto del pH.
Se presentd descenso (P<0.001) marcado del pH mlangde se incrementaron los
niveles de DL(Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto del derivado de lactosa sobre el pH de los indeulos fecales de cerdos posdestete despues de las 144h de
incubacidn.

PR (%) Niveles DL (%) pH Indculo de cerdos posdestete
100 0 5.46%
80 20 3.33b
0 100 4.94c

"Denmo de una colunna, los promedios segnidos de una letra diferente son significativamente diferentes a un nivel de 0.03.



DISCUSION

Los resultados indican que la flora intestinal @s kerdos posdestete tiene la
capacidad potencial de fermentar DL y la pulpaatealacha de manera equivalente, ya
qgue el Vf no presenté diferencias entre tratami&nto

Aparentemente DL es fermentado por una proporcidnitada de bacterias
inicialmente presentes en el indculo. Una vez quelesarrolla esta flora especifica, las
jeringas que contenian exclusivamente DL comenzar@mmentar, aunque mas tarde que
las que contenian pulpa de remolacha. Una vezida la fermentacion de DL es mucho
mas rapida que con la pulpa de remolacha puransezila con DL. Entre mas lenta sea la
fermentacion, la eficiencia en la formacion de Aduede ser maximizada para convertir el
piruvato a Acetil fosfato en lugar del lactato,ocepodria permitir mayor formacion de
acetato (Awatet al, 2005).

Las diferencias observadas en cada nivel de Db®pdrametros de fermentacion (Vf,
L, uT=T/2) entre la primera y la cuarta semana de @liierde las materias fecales indican
que durante el crecimiento de los cerdos posdedte®ea 21kg, la flora de los animales se
desarrollé significativamente. Esto ha inducidordisucion de las latencias e incremento
en los volumenes de gas final, producto de las tagacionales de degradacion.

Las diferencias de los patrones de fermentaciérioencerdos posdestete son el
resultado de la etapa fisiologica de animal (cremwo) y la dieta, afectarian la
composicién de las poblaciones microbianas (Detrag., 2002). Por tanto la naturaleza del
sustrato durante la fermentacion es tan importzon®o el origen de la flora (Le Gadf al,
2003; Awatiet al, 2005; Baueet al, 2001).

Dos tendencias se reflejaron en cantidades y pcapws relativas de AGV. El acetato
disminuy6é cuando se fermentd el derivado de lagtpsa el contrario, el butirato se
incrementd con los niveles de DL. Estas observasiandican que las vias metabolicas
utilizadas por las bacterias para la degradacibbdeon diferentes a las utilizadas para la
pulpa de la remolacha. Esto apoya la hipdtesis we @ derivado de Lactosa DL es
fermentado por una clase particular de bacteribgtistino grueso. Respuestas similares
fueron encontradas a nivel in vivo por Houdgkal (2002) al utilizar oligosacaridos no
digestibles del tipo TOS e inulina (De-Widgeal, 2004a; Gebbinkt al, 1999) en la dieta
de cerdos en crecimiento, sobre el pool de AGVtéaepropionato y butirato).

La importancia de estos resultados radica en querieentracion de butirato favorece
la salud de los cerdos ya que se ha reportado oecneso energético para los colonocitos e
inhibiendo la apoptosis de las células epitelididscolon (Smirickyet al, 2003; Campbell
et al, 1997; Clauset al, 2003). Ademas el n- butirato se ha consideramoocpotente
antiproliferativo de diferentes agentes patogeRoget al, 2002).

Ademas algunos patrones de la fermentacion pued&r eelacionados con la
concentracion de AGV especificos. En el presemtgajo se encontré que al concentrarse
el propionato, la acumulacién de gas fue menoculal esta de acuerdo con lo reportado
por Getachevet al, (2004).

Cabe resaltar que el efecto de los niveles de attoivle lactosa sobre la produccion
del propionato, tiene importancia dado el papel quaple en la etapa de crecimiento de
los cerdos, este ha sido sugerido para ahorrarogiolos que se podrian usar en la
glucogénesis en el estado posterior a la absoréidemas el pool completo de AGV
contribuiria con 28% del total de los requerimisndi@ energia para el mantenimiento del
cerdo (Smirickyet al, 2003)



Es importante tener en cuenta el tiempo de ferroEmalel in6culo con relacién a la
concentracion de los AGV. A las 12h la concentradél acetato fue menor que a 144h .
El butirato no se vio afectado por el tiempo demfemtacion. Este resultado apoya la
hipotesis de que, en donde se presenta el punitfleeion de la curva que representa el
punto medio de la produccion de gas, se encuemtralor actividad microbiana y por lo
tanto la mayor concentracion de AGV. Esto coinada lo afirmado por Frankliet al
(2002) quienes establecieron que el increment@aomhcentracion de AGV coincide con
la actividad microbiana.

En general DL presentd efecto evidente sobre laglymtos de la fermentacion
especificamente en las concentraciones de butiEstos resultados son consistentes con
los estudios realizados en ratas (Campdiedl, 1997) y cerdos (Gebbirgt al, 1999) al
adicionar FOS dentro de la dieta. De tal maneraejueL se comporta igual que otros
oligosacaridos con fines prebidticos. Sin embarge bligosacaridos prebiéticos no
producen la misma cantidad de Acidos Grasos der@a@erta. A través de los trabajos de
Wang y Gibson (1993), conocemos que si hiervitro todos los substratos producen
acetato, como producto final de su fermentaciés,cntidades de propionato y butirato
varian. Es asi, que el almidén origina cantidadg®sortantes de butirato, mientras que el
producido por la inulina 'y los FOS es bastante meno

La poblaciones bacteriales dectobacillusno ofrecen resultados particularmente
notables en la modificacion de la composicion de talonias bacterianas, debido
probablemente a la falta de precision del métoifiaado para correlacionar los fenémenos
promovidos en las poblaciones bacterianas. Ya quieasestablecido que la cantidad de
Lactobacilluses mayor en cerdos lactantes y disminuye drasticnaespués de 3 dias
posdestete (Frankliet al, 2002), por lo tanto deberia haberse evidenaheééecto, ya que
las caracteristicas del DL supone la estimulacéresta especie de poblacion bacteriana.
Pero también, aunque no sea evidente, el efecte $@bmodificacion en la composicion
bacterial deLactobacillus la naturaleza del sustrato afecta su actividagsuRados
similares fueron encontrados por Charalampopoeosal (2002). utilizando manna-
oligosacaridos y xilo-oligosacaridos en la dietaeerlos.

Los otros medios utilizados fueron mucho mas sglectpara las otras familias de
bacterias evaluadas, que permitieron poner en msi@eel efecto de DL sobre la
disminucién de las poblaciones bacterianasEdmli. Esto implica que el derivado de
lactosa tiene la habilidad de inducir modificaci®ren la composicién de la poblacién
microbiana, posiblemente inhibiendo su crecimied® manera selectiva. De manera
similar se comportan otros derivados de lactosatifioh acido lactobidnico y lactulosa)
segun lo reportado por Kontué al (1999). Esto es consecuente con lo encontrado por
Gebbinket al (1999) en el contenido colon distal (4.78 ufc/dd)E.colicomo respuesta a
la incorporacién de FOS en la dieta de cerdos ecirorento (jaulas limpias). Aunque se
puede presentar el caso de que el derivado deséatdoga la habilidad de inducir modi-
ficaciones en otras poblaciones bacteriales naiadak como las bifidobacterias (Kontula
et al, 1999).

Ademas es posible que la disminucion de las patrasi deE. coli se presente como
consecuencia del incremento en las concentraciaeesbutirato que puede estar
comprometido con la inhibicion de esta bacteriataBgsis es consecuente con las
afirmaciones de Clawt al ( 2003); Baueet al (2001); Mathew, (2001) y Campbeit al
(1997) quienes afirman que los acidos grasos deneadorta y principalmente el butirato
ayudan a mantener las barreras de la mucosa dstiimt grueso y que una escasez de éste



produce colitis ulcerativa y otras inflamaciones, ®nsecuencia el epitelio y otras
superficies disminuyen la secrecion de mucus (@tateinas) permitiendo la adhesion de
patdégenos coliformes a los receptores de los esiteso

Es necesario resaltar la importancia del DL y sctef sobreE. coli ya que esta
bacteria es una de las principales causantes dbili@d y mortalidad de los cerdos
posdestete. Estas bacterias generan toxinas qakietestino delgado y colon producen
hiperactividad del intestino, secrecion y diariesginhibicion de la bacteria responsable de
la produccion de esta toxina podria prevenir o ghaimlas diarreas severas (Whédeal.,
2002).

La masa total de la composicion de la poblaciorrobiana fue inferior a lo reportado
en la literatura por Le Gofét al. (2003) quien cita solamente que el numero togal d
anaerobias presentes en las materias fecalessreésdas cerdos es de 1010. Este resultado
se puede explicar por la demora entre la colecdéras muestras y la enumeraciéon
bacterial. Sin embargo, se han encontrado conogmies similares en estudios realizados
in vivo con cerdos posdestete alimentados con dietas quenéan FOS y pulpa de
remolacha. (Gebbing&t al, 1999), aunque en otros estudios, con otro tgolidgosacaridos
prebidticos, la poblacion bacterial no se ve afigtpor el sustrato (Mikkelsen y Jensen,
2004; Houdijket al, 2002 ) al evaluar FOS y TOS en cerdos posdefletenanera similar
responden los mannan-oligosacéaridos (MOS) sumiiss en la dieta por 14d (Whige
al., 2002).

La fermentacibn de DL induce la caida altamentenifiogtiva del pH, esta
disminucién es posible que esté relacionada coron@apduccion y mas rapida de acetato.
El derivado de lactosa DL se fermenta mas eficreatde por las bacterias acidéfilas que
pueden continuar con la fermentacion del sustrgtesar del bajo pH.

En estudios utilizando FOS y galactooligosacarife®S) el pH tuvo tendencias
similares (Smirickyet al, 2003; Houdijket al, 2002) . Es probable que la variacion del pH
esté afectada por otros factores como ciertos itz (bacteriosinas) del tipo Bifidina
que disminuyen el pH (Santoma, 1998).

Los oligosacaridos prebidticos tienen la tendeactisminuir el pH luminal y podria
potencialmente ser un mecanismo para restringiregimiento de bacterias patdgenas o
putrefactivas (Campbedit al, 1997)

En fin, el método de fermentacidon en jeringas nongeé poner en evidencia el
impacto de DL sobre la cinética y la produccionAd&V cuando se mezclan 0.2 y 2% de
DL con la pulpa de remolacha. A partir del 20% édsctos de DL en las fermentaciones
(Cinética, AGV y pH) fueron perceptibles y signifidtes con el método utilizado.

CONCLUSIONES

El derivado de la lactosa en niveles altos afeat@roduccion de acidos grasos
volatiles, incrementando la produccién de propionatbutirato, igualmente inhibi6 el
crecimiento deE.coli y no se observd efecto en el crecimiento de ladapmmes de
Lactobacillusy anaerobias facultativas totales.

De acuerdo con los resultados anteriores el deyidada lactosa se podria emplear como
prebidtico debido a la habilidad de inhibir el ¢neiento deE. coliy de estimular la
produccion de butirato, que inhibe el crecimiergcedta bacteria, sirve como fuente de
energia y protege los enterocitos. Sin embargefeos se observaron en los niveles con



mayor contenido de DL, por lo cual es recomendabdduarin vitro niveles entre el 20
hasta 100% de DL.
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