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RESUMEN

Cuarenta corderos (PVI 14.6 kg) se distribuyeron en 4 grupos, cada
uno recibiendo a voluntad un pienso compuesto completo con diferen-
te contenido de flores de lupulo: 0 % (Control), 0,15 % (LUP15), 0,30
% (LUP30), 0,60 % (LUP60). Tras el sacrificio (27 kg PV) se tomaron
muestras de liquido ruminal para determinar pH y concentraciéon de
acidos grasos volatiles y amoniaco. Se realiz6 una prueba de fermen-
tacion ruminal in vitro utilizando como indculo liquido ruminal de ani-
males del grupo Control y, como sustrato, los piensos mencionados. El
liquido ruminal de los animales de los grupos LUP30 y LUP60 presento
una menor concentracion de acido propionico (P<0,01), mayor de aci-
do acético (P<0,10) y una relacion acético/propionico superior al grupo
Control (P<0,05). Sin embargo, la adiciéon de lipulo a la racién no tuvo
un efecto claro sobre la fermentacion ruminal in vitro al emplear como
indculo liquido ruminal de animales no adaptados a este aditivo, lo que
sugiere que es necesario un periodo de adaptacion (>24 h) para que se
manifiesten los efectos.
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INTRODUCCION

El 98 % de la superficie dedicada a la produccién de lipulo en Espana
se concentra en la provincia de Leon, dando lugar a una produccién
media de unas 1000 Tm anuales (MAGRAMA, 2012). La flor del lapulo
es rica en compuestos fenolicos, cuya aplicacion, como fuente de an-
tioxidantes podria ser interesante en el campo de la nutricion animal.
Ademads, el lupulo podria modificar la microbiota ruminal, favoreciendo
la formacion de acido propionico y reduciendo la produccion de metano
y amoniaco (Flythe, 2009; Flythe y Aiken, 2010), aunque los resultados
observados hasta el momento son inconsistentes y varian en funcién de
la variedad y dosis de lapulo empleada, el tipo de extracto utilizado y el
tiempo de almacenamiento y el tipo de dieta que consuman los animales
(Canbas et al., 2001; Narvaez et al., 2011; Wang et al., 2010; Schmidt
y Nelson, 2006). Asimismo, son escasos los estudios que describan los
efecto de lapulo sobre la fermentacion ruminal in vivo.

Por ello, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto de
la inclusion de diferentes proporciones (0,15; 0,30 y 0,60 %) de flores
de lapulo en una racién completa para corderos de cebo sobre la fer-
mentacion ruminal. El segundo objetivo, puramente metodologico, fue
comprobar si los cambios observados in vivo son detectables cuando se
realiza una prueba de produccion de gas in vitro a 24 h con las mismas
raciones, utilizando liquido ruminal de animales no habituados al con-
sumo de flores de lapulo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 corderos de raza Merina (peso vivo, PV, 14.6 +1.21 kg)
distribuidos en 4 grupos equilibrados en funcion del PV. Los animales de
cada grupo recibieron, a voluntad, un pienso compuesto completo (43 %
cebada, 15 % maiz, 24 % torta de soja, 15 % paja de cereales, 3 % co-
rrector) con diferente contenido de flores de lipulo (pellet Nugget cosecha
2012, S.A. Espanola de Fomento del Lupulo, Villanueva de Carrizo, Le6n):
0 % (grupo Control), 0,15 % (grupo LUP15), 0,30 % (grupo LUP30), 0,60
% (grupo LUP60). Inmediatamente después del sacrificio (27 kg PV) se re-
cogio el rumen y se filtré todo su contenido a través de dos capas de gasa.
A continuacion se midi6 el pH del liquido ruminal, utilizando un pHmetro
(WTW 330i, Alemania) y se recogieron muestras para determinar el con-
tenido de acidos grasos volatiles (AGV) y amoniaco (50 ml de liquido rumi-
nal con 1 ml de acido sulftrico al 20 %), que se almacenaron a 4 °C hasta
su posterior analisis (Ottenstein y Bartely, 1971; Weatherburn, 1967).

Para la prueba de fermentacion ruminal in vitro (cultivos no renovados
de microorganismos ruminales) se utiliz6 como in6culo la mezcla del
liquido ruminal procedente de los corderos del grupo Control sacrifi-
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cados cada dia y se utilizaron como sustratos cada una de las dietas
anteriormente mencionadas (Control, LUP15, LUP30, LUP60). Las incu-
baciones se realizaron empleando viales de 120 ml a los que se anadi6
400 mg del sustrato correspondiente y 40 ml de una mezcla (1:4 v/v) de
liquido ruminal y del medio de cultivo descrito por Goering y Van Soest
(1970). Las incubaciones se repitieron 4 dias (mezclandose en cada dia
el in6culo de al menos 2 corderos), incubandose dos viales para cada
tratamiento, incluyendo también viales sin sustrato (blancos). Tras 24
horas de incubacion en condiciones de anaerobiosis a 39 °C se midi6 el
volumen de gas producido. Después los viales se abrieron y se tomaron
muestras para la determinacion de AGV y amonfaco, que fueron conser-
vadas y analizadas como ya se ha descrito.

Los datos relativos al liquido ruminal fueron sometidos a un ANOVA con
el tipo de dieta como fuente de variacion. Las réplicas para cada sus-
trato y dia de incuabiacion fueron promediadas y los datos sometidos a
un ANOVA con el sustrato como fuente de variacion y el dia como efecto
bloque, utilizando el procedimiento GLM del SAS (SAS Inst. Inc., USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los valores medios de pH, de concentracion de
amoniaco y AGV en el liquido ruminal y las proporciones de 4cido acético
y propionico en el total de AGV totales. La inclusion de flores de lipulo en
la dieta no influy6 significativamente (P>0,10) en el pH y ni en la concen-
tracion de AGV. Sin embargo, los animales de los grupos LUP30 y LUP60
presentaron menores concentraciones de acido propionico (P<0,01), ten-
dieron a mostrar una mayor concentracion de acido acético (P<0,10) y
una relacion acético/propionico superior al grupo Control (P<0,05).

Tabla 1. Valores medios de pH, amoniaco y concentracién de acidos
grasos volatiles, AGV) del liquido ruminal (de los corderos de cada
dieta experimental en el momento del sacrificio (efectos in vivo)

Control | LUP15 | LUP30 | LUP60 | DER | P
pH 5,41 5,57 5,65 5,61 0,547 | NS
Amoniaco (mg/l) 222 237 291 312 111,7 | NS
AGV totales (mmol/l) 143 141 139 144 48,3 | NS
Acético/Propidnico (mmol/mmol) | 1,02¢ 1,05b¢ 1,292 1,23 [ 0,209 | *
Acético (mol/100 mol AGV) 44,2 44,0 47,8 46,1 3,53 T
Propidnico (mol/ 100 mol AGV) 43,82 42,7° 37,7° 38,4> | 3,86 | **

DER=Desviacion estandar residual. P=nivel de probabilidad (NS: P>0.10; T: P< 0.10; *:
P<0.05; ** P<0.01).

2bSuperindices distintos en la misma fila indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (P<0.05).




En contraste con estos resultados, Wang et al. (2010) observaron un
incremento en la producciéon de AGV, especialmente de propionato, al
incluir hasta 476 mg de lapulo por kg de MS cuando utilizaron como
sustrato de fermentacion una racion para el crecimiento de terneros.
Sin embargo, con una racién de cebo (mayor concentracion energética,
aprox. 86 % de cebada), estos autores obtuvieron resultados similares
a los observados en nuestra prueba in vivo, lo que sugiere que el efecto
de las flores de ltipulo varia con el tipo de dieta basal.

Flythe (2009) y Flythe y Aiken (2010), utilizando cultivos puros in vitro,
demostraron que la actividad antimicrobiana del lipulo era debida a
sus metabolitos secundarios (lupulona y beta 4cidos, entre otros) y que
éstos inhibian el crecimiento de las bacterias productoras de amoniaco,
disminuyendo la concentracion de amoniaco en el rumen. En el pre-
sente estudio no se observaron diferencias significativas (P>0,05) en la
concentracion de amoniaco en el liquido ruminal de los animales que
consumieron las diferentes dietas experimentales, si bien se observan
diferencias numéricas que sugieren un efecto opuesto al sefialado por
los anteriores autores. En este sentido, Narvaez et al. (2011), al incubar
una racién con un 86% de cebada, sefialaron un aumento en la produc-
cion de amoniaco tras 24 h de incubacion al afiadir 800pg de Idpulo/ml
de medio de incubacion.

Si bien el consumo de lupulo durante el periodo de cebo dio lugar a
cambios en perfil de dcidos grasos volatiles en muestras de liquido ru-
minal obtenidas tras el sacrificio, el uso de este aditivo de forma puntual
no tuvo un efecto claro sobre la fermentacion ruminal in vitro, salvo en
la proporcion de acido butirico que tendié a ser mayor para la dieta
LUP60 (Tabla 2). En concordancia con los resultados de nuestro estudio
in vitro, Staerfl et al. (2010) tampoco observaron efecto alguno del lapu-
lo sobre la fermentacion in vitro tras 48 h de incubacion. Sin embargo,
Narvéez et al. (2011, 2012 y 2013) sefalaron aumentos de la produc-
cion de propionato y una reduccion en la relacion acético/propionico, si
bien estos efectos fueron evidentes a tiempos de incubaciéon de 48 horas
y con sistemas de fermentadores semicontinuos después de 15 dias de
tratamiento.
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Tabla 2. Valores medios de pH, produccion de gas y acidos grasos volatiles (AGV)
tras incubar durante 24 h las diferentes dietas utilizando como inéculo liquido
ruminal de los animales que recibieron la dieta Control (efectos in vitro)

Control | LUP15 | LUP30 | LUP60 | DER | P
Produccién de gas (ml/g MS) 238 235 238 230 9,3 | NS
pH 6,37 6,37 6,36 6,37 0,031 | NS
Amoniaco (mg/l) 228 224 227 226 4,7 NS
Produccién AGV (mmol/g MS)
Acético 4,91 4,91 4,90 4,93 0,168 | NS
Propidnico 1,72 1,70 1,68 1,68 |0,037| NS
Butirico 1,48 1,42 1,47 1,53 |0,083| NS
Total 8,67 8,57 8,58 8,66 0,250 | NS
Acético/propidnico 3,00 3,00 3,02 3,04 0,108 | NS
Proporcion AGV (mol/100 mol)
Acético 55,7 56,2 56,2 55,8 0,80 | NS
Propidnico 20,7 20,5 20,2 20,3 0,50 | NS
Butirico 16,6 16,2 16,6 17,1 055 | T

DER=Desviacién estandar residual. P=nivel de probabilidad (NS: P>0,10; T: P< 0,10).

Los diferentes resultados obtenidos in vivo e in vitro sugieren que los
cambios en el patron de fermentacion como consecuencia del consumo
de flores de lupulo no son inmediatos y tal vez requieran de un periodo
de adaptaciéon de la microbiota para que se manifiesten, como se ha
observado con la utilizaciéon de otros aditivos (Opsi et al., 2012). Por
otra parte, estos resultados ponen de manifiesto las limitaciones de la
técnica de produccion de gas in vitro para detectar hipotéticos cambios
en la fermentacion ruminal debidos a la presencia de determinadas sus-
tancias o ingredientes.

CONCLUSIONES

La inclusion de flores de lapulo en la dieta de corderos en cebo, en una
proporcion igual o superior al 0,3 %, modifico la fermentacion ruminal,
incrementando la proporcion de acido acético y disminuyendo la de &ci-
do propionico. Este efecto, no se observé en pruebas de fermentacion
in vitro de corta duracion (24 h), empleando inéculo de animales no
adaptados al consumo de lipulo, por lo que se deduce que es necesario
un periodo de adaptacion superior a las 24 h para que pueda manifes-
tarse el efecto del consumo de flores de lipulo sobre la fermentacion en
el rumen.
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