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RESUMEN

APLICACION DE LUPULO Y EXTRACTO DE B-ACIDOS PARA MEJORAR LA
ESTABILIDAD AEROBICA Y LA FERMENTACION RUMINAL IN VITRO DEL

ENSILAJE DE PASTO MARALFALFA (CENCHRUS PURPUREUM)

LIC. LIANNE ROMERO VILORIO

Maestria en Ciencias en Produccion Animal

Secretaria de Investigacion y Posgrado

Facultad de Zootecnia y Ecologia

Universidad Autbnoma de Chihuahua

Presidente: Ph.D. Oscar Ruiz Barrera

En este estudio se evalud el potencial del lGpulo (Humulus lupulus L.) y extractos
de B-acidos en el mejoramiento de la calidad de ensilaje de pasto maralfalfa
(Cenchrus purpureus) en la exposicion aerdbica y su efecto residual en la
fermentacidn ruminal in vitro. Se incubé el ensilaje previamente expuesto al aire
con granulos de lupulo molido (var. Galena y Chinook) y un extracto de -acidos.
Las muestras de ensilaje fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Se determiné
el pH, conteos de hongos y levaduras, coliformes totales y 4cidos grasos volatiles
(AGV). Posteriormente se realiz6 la fermentacién ruminal in vitro de los
tratamientos anteriormente evaluados para determinar la produccion total de gas

y las concentraciones de hidrogeno (Hz2), metano (CHa4) y dioxido de carbono
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(CO2) y las concentraciones de AGV. El tratamiento con B-acidos mantuvo
controladas las poblaciones de levaduras. Se observo un aumento significativo
del pH para los tratamientos de Galena y Chinook con respecto al control
(p<0.05), sin embargo, entre el control y el tratamiento con B-acidos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Las concentraciones de
butirato en el ensilaje fueron menores comparadas al control, excepto en el
tratamiento con lupulo Galena. En la fermentacion ruminal in vitro, el tratamiento
con [B-acidos mostré6 cantidades de butirato y propionato mayores, pero no
significativas a los tratamientos con Chinook y Galena. Para las concentraciones
de metano no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Se concluye
que los B-acidos podrian contribuir a reducir el deterioro del ensilaje en la fase

aerdbica y su efecto residual podria mejorar la fermentacion ruminal in vitro.



ABSTRACT
APPLICATION OF HOPS AND B-ACIDS EXTRACT TO IMPROVE AEROBIC
STABILITY AND IN VITRO RUMINAL FERMENTATION OF MARALFALFA
GRASS SILAGE
BY:

LIANNE ROMERO VILORIO

The potential of hops (Humulus lupulus L) and B-acids extract were evaluated for
improving the quality of maralfalfa grass (Cenchrus purpureus) silage during
aerobic exposure and their residual effects on in vitro ruminal fermentation
characteristics. Silage samples of ground hops pellets (varieties Galena and
Chinook) as well as B-acids mixtures were incubated at 37 °C for 24 h then
maintained under aerobic exposure for 12 hours. Sample pH, counts of
filamentous fungi, yeasts, and total coliforms, and volatile fatty acid (VFA)
concentrations were determined. Subsequently, in vitro ruminal fermentation was
conducted to determine total gas production and concentrations of hydrogen,
methane, carbon dioxide, and VFAs. The B-acids treatment controlled yeast
populations, but an increase (p < 0.05) in pH values was observed for the Galena
and Chinook treatments compared to the Control. However, no differences (p >
0.05) were found between the Control and the B-acids treatment. Butyric acid
concentrations in the silage were lower (p < 0.05) compared to the Control, except
in the silage treatment with Galena hops. In the in vitro ruminal fermentation, the
B-acids treatment showed higher butyric acid levels than the Chinook and Galena
treatments, but these differences were not significant (p > 0.05). There were no

differences (p > 0.05) in methane concentrations between the treatments. An



increase (p < 0.05) in propionic acid concentration was observed in the in vitro
ruminal fermentation with B-acids. It was concluded that 3-acids could help reduce
silage deterioration during the aerobic phase, and their residual effect could

improve in vitro ruminal fermentation.
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INTRODUCCION

Alo largo de la historia, el hombre ha buscado la manera de conservar los
alimentos para el ganado durante las épocas de escasez (otofio-invierno) (Isidro
et al., 2017). Actualmente existen tres formas de conservar los pastos y forrajes:
el ensilado, le henificacion y el henolaje (Cao et al., 2024). El ensilaje es el
método de conservacion de forrajes mas empleado para la alimentacion de
rumiantes (Ahmed et al., 2023) ya que utiliza pocos aditivos y no se necesita
mucha infraestructura (Cao et al., 2024). A grandes rasgos, este método es una
fermentacion producida por el crecimiento de bacterias acido-lacticas (BAL), en
la cual la acumulacion de acido lactico conlleva a una disminucién del pH,
propiciando un ambiente inhdspito para microorganismos no deseados en los
procesos de ensilaje y que su presencia en este tipo de alimentos puede provocar
una disminucién en la calidad de los productos finales de la ganaderia (carne y

leche).

La fase de fermentacion se ha estudiado con mucho detenimiento para
mejorar las condiciones del ensilaje y obtener un producto que conserve
efectivamente el material vegetal. En ocasiones el material a ensilar tiene muy
baja calidad nutricional por lo que con frecuencia se le adicionan otros elementos
gue le aumentan la calidad al alimento. Este es el caso de la urea que se adiciona
para incrementar la disponibilidad de nitrégeno y pueda ser empleado por la
microbiota ruminal para la sintesis de proteina microbiana y mayor nutricion del
rumiante (Henderson, 1993; Kung Jr et al., 2003; Santos da Silva et al., 2014).
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Sin embargo, ensilajes con este tipo de aditivos pueden generar una
disponibilidad alta de nutrientes por lo que son mas propenso a que sean
degradados por microorganismos oportunistas durante la fase aerobia (Avila &

Carvalho, 2020).

Estos microorganismos se encuentran en el material vegetal antes de
ensilar y se mantienen latentes hasta que termina el proceso y vuelvan las
condiciones ideales para ellos, tal es el caso de las bacterias acéticas, las
levaduras y/o las enterobacterias (Jiang et al., 2024). Otros microorganismos
indeseables son los formadores de endosporas y los hongos filamentosos que no
solo tienen efecto negativo sobre la disponibilidad de nutrientes sino también
contaminan los productos finales de la industria ganadera como la carne, la leche
y sus derivados, ocasionando graves enfermedades en los consumidores

(Driehuis et al., 2018).

Existen aditivos quimicos comerciales que mejoran la estabilidad aerobia,
los cuales disminuyen las concentraciones de levaduras luego de la exposicion
al aire de los ensilajes (Lopezet al., 2014). Asi mismo, también se emplean BAL
heterofermentativas en combinacion con BAL homofermentativas como inéculo
del ensilaje con buenos resultados (Okoye et al., 2023). Sin embargo, ninguna
de estas formas ofrece una alternativa econdmica para el productor. Por lo tanto,
existe la necesidad de generar un ensilaje econdémico que mejore la estabilidad
aeroObica. La utilizacion de productos naturales con actividad antimicrobiana

puede ser una opcion viable.



El lupulo es una planta perenne que se cultiva en el hemisferio norte y su
principal uso es en la fabricacion de la cerveza por su alto contenido de a-4cidos
que le aportan el amargor por ser muy solubles y B-acidos que tienen capacidad
antimicrobiana aportandole estabilidad a la mezcla. Es bien sabido el beneficio
del lupulo en la vida de anaquel de la cerveza, por su capacidad antimicrobiana
(Salfer et al., 2020) por lo que es de esperarse que tenga la misma utilidad para
evitar el deterioro aerobio del ensilaje. También se ha probado su uso como
sustituto del formaldehido en la industria azucarera para evitar contaminaciones
en la produccién de azlicar con muy buenos resultados (Emerstorfer et al., 2011).
Por otro lado, se han realizado estudios para aprovechar las potencialidades del
lGpulo como aditivo modulador del crecimiento para los rumiantes para eliminar
el uso de iondforos; y entre los resultados obtenidos se destaca que no altera la
microbiota ruminal, incluso se encontraron disminuciones en la produccion de
metano (Castillo et al., 2019). Por su capacidad antimicrobiana y su poca o nula
alteraciéon del ambiente ruminal son factores para tener en cuenta en su
utilizacion como aditivo para el ensilaje mejorando su calidad y aumentando su

periodo de utilizacion.

Por lo expuesto anteriormente, se planted la siguiente hipoétesis: La adicion
de ldpulo o extracto de Ildpulo pueden afectar el crecimiento de los
microorganismos que deterioran el ensilaje luego de la exposicion al aire sin

afectar la fermentacion ruminal.



Se definid como objetivo general: Evaluar el efecto del lupulo o extracto de
lipulo para el mantenimiento de las caracteristicas del ensilaje una vez expuesto
al aire. Para dar cumplimiento al objetivo general se propusieron como objetivos

especificos:

e Determinar el crecimiento de bacterias Gram-negativas patdégenas, levaduras
y hongos filamentosos en el ensilaje expuesto al aire con la adicion de lupulo
0 extracto de lupulo.

e Comprobar la disminucion la cantidad de butirato en el ensilaje expuesto al
aire tratados con lapulo o extracto de lapulo.

e Evaluar la fermentacion ruminal in vitro en el ensilaje con la adicién de lapulo

0 extracto de lapulo.



REVISION DE LITERATURA

Proceso de elaboracion del ensilaje

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), a través de la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura),
proporciona datos sobre la produccién ganadera y su impacto en la seguridad
alimentaria y el medio ambiente. En 2023, se destact que la demanda global de
carne y productos lacteos sigue en aumento, especialmente en paises de
ingresos bajos y medios, debido a cambios en la dieta y el crecimiento
demografico. Se proyecta que la produccién ganadera aumentara un 1.3% anual
hasta 2032, aunque de forma mas lenta que en afios anteriores debido a las

restricciones ambientales y econémicas (FAO, 2023).

El cambio climéatico es un factor que posee un alto grado de influencia, las
sequias extremas, el aumento de la temperatura, la escasez de agua, asi como
otros factores hacen que la disponibilidad de pastos sea cada vez menor para la
ganaderia. Por lo tanto, desarrollar nuevos recursos forrajeros es una prioridad.
para responder a la creciente demanda de productos animales en numerosos

paises.

Las estaciones del afio son otro factor que han llevado al hombre a buscar
formas de proveer alimento al animal en las épocas de escasez. Actualmente se
conocen diferentes formas de conservacion de forrajes, tal es el caso de la

henificacion, el henolaje y ensilaje, los cuales mediante un proceso adecuado



permiten aprovechar las cualidades nutritivas de los materiales utilizados cuando

el alimento se torna escaso (Rubio , 2024).

Henificacion: proceso obtenido mediante la evaporacion del agua de los
tejidos de la planta alcanzando un contenido de humedad de menos del 15 %
gue inhibe la presencia de hongos, siendo muy utilizada por este motivo (Romero,

2004).

Ensilaje: el principal objetivo es conseguir dentro de la masa ensilada una
concentracion suficiente de &cido lactico por medio de una rapida disminucion del
pH. Se considera en la actualidad como el método méas utilizado para la

conservacion de forrajes (Garay et al., 2024).

Henolaje: es una mezcla del proceso de elaboracion del ensilaje y la
henificacién. La humedad se mantiene aproximadamente en torno al 35 %. El
forraje se corta y pre-marchita hasta lograr un contenido de materia seca
aproximado al 50 %, de alli el material se enrolla y es cubierto con polietileno. Al
iniciarse el proceso de fermentacion, el oxigeno es consumido rapidamente
originando la anaerobiosis, que propicia el desarrollo de bacterias acido-lacticas,
transformando el acido lactico que ayuda a disminuir el pH hasta 4 (Moore et al.,

2023).

De las tres técnicas descritas anteriormente el ensilaje es el método de
conservacion mayormente empleado puesto que preserva de manera eficiente
los nutrientes originales del material y altos contenido de humedad, con la

utilizacion de menor cantidad de suplementacion (Mohammadi et al., 2024).
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La préactica del ensilaje comenzd hace 3.000 afios aproximadamente, en
las ruinas de Cartago en Africa, se descubrieron indicios de forraje que pudieron
haber sido ensilados alrededor del afio 1200 A.C (Siefers, 2000). El primer
ensilaje de forraje verde se llevo a cabo en 1786 en ltalia, utilizando toneles de
madera para conservar hojas verdes. Mas tarde, en 1842, en Londres, comenzo
el ensilaje de gramineas y leguminosas. No fue sino hasta 1873 que esta técnica
llegé a Estados Unidos, donde pronto se popularizd, especialmente con el

ensilaje de maiz (Valencia, 2016).

El objetivo fundamental era conservar los pastos y los forrajes y almacenar
su biomasa con las minimas perdidas de nutrientes, aprovechando al maximo los
recursos forrajeros existentes para alimentar al ganado en épocas de escases

(Valencia, 2016).

Molina et al., en el ailo 2004 definieron que el proceso de ensilaje es la
fermentacion anaerobia de los carbohidratos solubles presentes en el forraje para
producir &cido lactico por la adicion de bacterias epifiticas &cido-lacticas (BAL) y

en una menor proporcion se produce acido acetico.

El proceso de ensilaje se puede dividir en cuatro etapas (Molina et al.,

2004).

1. Fase Aerobia.
Su duracién es de unas pocas horas. Los microorganismos aerobios y

anaerobios facultativos presentes en material vegetal disminuyen con rapidez la



concentracion de oxigeno atmosférico. Mientras el pH se encuentre en un rango

normal 6,5-6,0 se constatd que existe actividad de enzimas vegetales.

2. Fase de Fermentacion

Luego del consumo del oxigeno en el silo las BAL tendran las condiciones
de crecimiento Optimas convirtiéndose en la poblacién predominante logrando
gue el pH alcance valores en el intervalo de 5,0-3,8. Esta fase puede durar desde

unos dias hasta varias semanas.

Los géneros mayormente representados: Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus. Su temperatura
Optima de crecimiento se encuentra entre los 20-40 °C para casi todas, son
capaces de disminuir el pH hasta valores por debajo 3.0 dependiendo de la

especie y el tipo de forraje (Parra, 2010).

3. Fase Estable o Almacenamiento
Si el ambiente se mantiene sin aire ocurren pocos cambios y esta fase
puede tener una duracién indefinida. El almacenamiento es una fase en la cual

se deben tener algunos cuidados para no deteriorar el alimento animal.

4. Fase de Deterioro Aerobio

Para el empleo del ensilaje es necesario la apertura del silo y esto da paso
a la ultima fase en el proceso de ensilaje. Ocurre en todos los ensilajes al ser
abiertos, pero puede ocurrir antes por dafo de la cobertura del silo (p. ej. roedores
o péjaros). El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas. La primera
etapa se debe al inicio de la degradacién de los acidos organicos que conservan

8



el ensilaje por accién de levaduras y ocasionalmente por bacterias que producen
acido aceético lo cual aumenta el valor del pH permitiendo el inicio de la segunda
etapa de deterioro donde se constata un aumento de la temperatura y la actividad

de microorganismos que deterioran el ensilaje (Villacrés, 2017).

Borreani et al., 2013 y Kung Jr et al., 2018 concluyeron que, en zonas
templadas el deterioro puede originar pérdidas cercanas al 20 % del total de

materia seca almacenada en silos de maiz, sorgo y de grano entero.

Caracteristicas de un buen ensilaje
Ademas de disponer de alimentos para el ganado, los productores buscan
alternativas mediante la practica del ensilaje que les permitan que los alimentos

sean almacenados y utilizados con facilidad (Persson & Bakken, 2024).

Para una alimentacion adecuada de los animales el ensilaje debe cumplir
alguna de estas caracteristicas, deben prevalecer condiciones 6ptimas para la

actividad de las bacterias productoras del &cido lactico (Monroy et al., 2014).

La temperatura debe ser menor de los 30 °C y la humedad relativa entre
el 60-70 %. Si la humedad contenida en el forraje es menor de 50 %, serd muy

dificil prensar el forraje de una manera adecuada.

Tienen como caracteristicas distintivas (Wagner et al., 2013):

1. Buen color (amarillo, marrén o verduzco)

2. Buen olor (avinagrado)



3. Textura (no babosa)

4, pH de 4.2 o menor

Se debe empacar el forraje de forma compacta para fomentar la
fermentacién y un ambiente anaerobio. Si el forraje o pasto es picado lo mas
finamente posible, se podra comprimir de forma que el aire sea expulsado

completamente (Vazquez et al., 2024).

Microorganismos no benéficos relacionados con el deterioro del ensilaje
expuesto al aire

El ensilaje es un sustrato propicio para el crecimiento de una gran variedad
de microorganismos, debido a la naturaleza del material vegetal utilizado.
Muchos de estos microorganismos estan asociados con el deterioro del ensilaje,
lo que reduce su valor nutritivo para el ganado (McAllister et al., 2018). Sin
embargo, el proceso de fermentacion que ocurre en el ensilaje ayuda a controlar
la actividad microbiana mediante la combinacion de un ambiente anaerébico y un
bajo pH (Driehuis, 2013). Por ello, es esencial comprender tanto los
microorganismos que participan en el proceso de ensilaje como aquellos que

causan su deterioro.

El deterioro aerobio del ensilaje ocurre en dos etapas. En la primera etapa,
las levaduras y eventualmente las bacterias acido-acéticas descomponen los
acidos organicos (Liu et al., 2013). Esto provoca un aumento del pH, que inicia la
segunda etapa, caracterizada por el aumento gradual de la temperatura y el

crecimiento de microorganismos menos tolerantes a los acidos, como
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Clostridium, Paenibacillus y Bacillus (Borreani et al., 2013). Durante esta etapa,
también pueden aparecer hongos, enterobacterias y otros microorganismos
aerobios, lo que reduce el valor nutricional del ensilaje y la disponibilidad de
sustratos digeribles (Cordiviola, 2020). Las micotoxinas producidas por hongos
filamentosos en esta fase representan un riesgo para la salud animal (Driehuis et

al., 2018; Pahlow et al., 2003).

Bacterias acéticas

Las bacterias acéticas son Gram-negativas, aerobias y tolerantes a acidos,
pues sobreviven en condiciones de pH muy bajo. Segun Parvin & Nishino, (2009),
estas bacterias estan principalmente presentes durante la fase de utilizacién del
ensilaje en la alimentacion del ganado, lo que las vincula con la primera etapa de
deterioro. Se sabe que pueden oxidar azlcares y acido lactico completamente
hasta agua 'y CO,, y también producir &cido acético al oxidar etanol (Spoelstra et
al.,, 1988). Una vez que se agota el etanol, estas bacterias siguen
desarrollandose, utilizando acido acético. Aunque algunos autores sugieren que
la acumulacion de acido acético podria tener efectos antifiUngicos a altas
concentraciones (Parvin & Nishino, 2009), el consumo de &cidos por estas
bacterias favorece el crecimiento de otros microorganismos aerobios,
consecuencia indeseada en el proceso de ensilaje. La especie predominante que
se pudiera encontrar es Acetobacter pasteurianus, aunque también se han

identificado especies de Gluconobacter (Guan et al., 2018).
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Enterobacterias

Las enterobacterias son anaerobias facultativas, ya que algunas especies
pueden usar nitrato en lugar de oxigeno como ultimo aceptor de electrones. Su
metabolismo versatil permite que produzcan, una amplia variedad de compuestos
solo determinado por la especie, acido lactico, acético y succinico, etanol, 2,3-
butanodiol, CO, y agua, serian algunos de los principales que encontrariamos.
Aunque algunos de estos compuestos pueden ser beneficiosos para conservar
el ensilaje, sus concentraciones no suelen ser suficientemente altas para esta
funcién. Debido a que consumen los azucares disponibles su presencia en el
ensilaje indica deterioro, el aumento de estas poblaciones ocasionan
competencia con las BAL tanto por nutrientes como por superficie. Provocan una
alta tasa de degradacion de proteinas, lo que reduce el valor nutritivo y genera
productos toxicos como amoniaco y aminas biogénicas (Pahlow et al., 2003).
Aungue muchas de las enterobacterias en el ensilaje no son patégenas, algunas
presentan un riesgo potencial, como Escherichia coli O157:H7, que produce la
toxina shiga (STEC) y ha sido encontrada en la microbiota epifitica de ciertos

forrajes (Driehuis et al., 2018; Queiroz et al., 2018).

Microorganismos esporulados

Este grupo incluye bacterias que forman esporas como mecanismo de
resistencia a condiciones ambientales adversas, y las especies mas comunes en
el ensilaje pertenecen a los géneros Clostridium, Bacillus y Paenibacillus (Doyle
et al., 2015; Pahlow et al.,, 2003). Estas estructuras de resistencia pueden

soportar todo el paso por el tracto gastrointestinal del animal y pueden llegar a
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contaminar productos como la leche, afectando su calidad debido a la produccion
de toxinas o enzimas (De Jonghe et al., 2010). Bacillus spp. compite con las BAL
por los carbohidratos, mientras que Clostridium spp. al producir &cido butirico,
reduce la palatabilidad y el valor nutricional del ensilaje. Altas concentraciones de

acido butirico son un signo importante de la perdida de la calidad del ensilaje.

Levaduras

Las levaduras pueden prosperar en condiciones ambientales variables y
estan bien adaptadas para usar el acido lactico como fuente de carbono en el
ensilaje, tolerando tanto la acidez como la falta de oxigeno (Wilkinson et al.,
2013). Su crecimiento reduce la materia seca y aumenta el pH, lo que favorece
el deterioro del ensilaje. Sin embargo, ciertas levaduras como Saccharomyces
cerevisiae se utilizan como probidticos y han mostrado buenos resultados como

inoculantes en ensilaje (Gonzalez et al., 2022).

Hongos filamentosos

Estos hongos, como Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Trichoderma, son
aerobios estrictos y pueden crecer en el ensilaje tras un deterioro aerdbico
extenso. Ademas de reducir la calidad del ensilaje, estos hongos pueden producir
micotoxinas que representan un riesgo para la salud del ganado, tales como
aflatoxinas y ocratoxinas (Queiroz et al., 2018). En ensilajes de sorgo en Uruguay
se han identificado especies como Penicillium citrinum, Aspergillus flavus y
Fusarium nygamai (Cordiviola, 2020), mientras que, en Argentina Aspergillus y

Fusarium son los géneros predominantes (Alpizar, 2015).
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Uso de aditivos para mantener la calidad del ensilaje expuesto al aire previo
a la alimentacion

Durante los ultimos afios, se ha mejorado mucho la calidad de los procesos
de fermentacion del ensilaje, desafortunadamente no puede decirse lo mismo de
la estabilidad aerdbica de los ensilados durante su apertura y uso. La notable
mejoria en la eficiencia de fermentacion se tradujo en una disminucion del
contenido de acidos grasos volatiles (AGV) que naturalmente tienen actividad
antimicotica. Generalmente, los ensilajes bien conservados se consideran mas
susceptibles al deterioro aerdbico por crecimiento de representantes fungicos, en
comparacién con ensilajes que tuvieron procesos de fermentacion mas pobres

(Borges et al., 2011).

La utilizacién de este tipo de productos como el acido propidénico, acético,
asi como otros acidos organicos tiene como obijetivo la inhibicion de la microbiota
gue coloniza el ensilaje. Estos pueden tener accion esterilizante directa ya que
detienen el crecimiento microbiano de forma inmediata. Y los llamados de accion
indirecta tienen un tiempo de accién mas prolongado que puede llegar hasta la

liberacién del producto activo (Pérez, 2011).

Aditivos comerciales u otros

La urea, el benzoato de sodio y el hidréxido de sodio se encuentran entre
los aditivos estudiados y en algunos casos empleados, pero los resultados de su
aplicacion no han sido consistentes en los diferentes estudios (Siqueira et al.,

2007; Mari, 2008; Pedroso et al., 2008). Por ello, se han probado diferentes dosis
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de aplicacion, asi como la combinacion de aditivos, en busca de una mayor

eficiencia de la conservacion (Siqueira et al., 2010) .

Un producto que puede generar grandes problemas en la produccion
porcina son las excretas de estos. Sin embargo se conoce que las excretas de
cerdo poseen capacidad amortiguadora cuando son usadas como aditivo para el
ensilaje, debido a que mantiene una gradual disminucion del pH y un lento
crecimiento de bacterias &cido-lacticas. Las poblaciones de lactobacilos que
deterioran el ensilaje se mantienen bajo control al competir con la microbiota

presente en las excretas del cerdo (Lopez et al., 2014).

Lépez y colaboradores en el 2014 compararon la estabilidad aerdbica en
el ensilaje con excretas de cerdos de dos aditivos uno comercial (Toxic-Chec®)
y otro no (Acido propiénico). Al determinar los recuentos de los microorganismos
no deseados y compararlos, obtuvieron que la concentracién de levadura no fue
estadisticamente diferente en los tratamientos evaluados. Sin embargo, se
observé una tendencia del acido propionico a disminuir el crecimiento de
levaduras en este tipo de ensilaje. Las enterobacterias fueron los
microorganismos predominantes en el control (P<0.05), ya que presentaron una
concentracion de 7.6 x10* UFC/g de ensilaje; mientras que en los tratamientos
con adicién de Toxic-Chec® y acido propidnico 2.6X10* y 1.6X10* UFC/g de
ensilaje respectivamente, encontraron menor conteo de estos microorganismos,

con diferencia estadistica (P<0.05).
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Las bacterias heterofermentativas se ha estudiado su uso para el control
de deterioro del ensilaje una vez expuesto al aire. En el afio 1996 Weinberg &
Muck, (1996) demostraron que Lactobacillus buchneri era un buen candidato
para mejorar la estabilidad aerobia del ensilaje igualmente comprobado por Oude
et al., (2001). La capacidad de convertir el &cido lactico en 4cido acético de esta
bacteria es lo que ha impulsado su uso para conservar el ensilaje en la fase de
deterioro aerobio. El &cido acético inhibe en el crecimiento de hongos
filamentosos y levaduras, cuando este es expuesto al aire. La via que utiliza L.
buchneri para la produccion de &cido acético no es la clasica por mediacion de la
fosfocetolasa (fermentacion heterolactica), sino que emplea una via anaerobia
alternativa que convierte el acido lactico en acético y 1,2-propanodiol (Oude et

al., 2001).

Zielinska & Fabiszewska, (2018) observaron que hay cepas capaces de
metabolizar 1,2-propanodiol a propanol y a &cido propibnico. Varios trabajos
demostraron que la inoculacion con L. buchneri mejora la estabilidad aerobia de
los ensilajes en los cuales se emplearon varios cultivos, sin embargo, el efecto
es relacionado con la utilizacién de cepas especificas (Kleinschmit & Kung Jr,
2006) y la dosis empleada (Yildiz, 2024). La combinacion de BAL
heterofermentativas estrictas y facultativas aporta a los aditivos las ventajas de

ambas representantes.

Durante la fermentacion, algunas BAL también pueden producir enzimas

como esterasa de acido ferdlico, que aumentan la degradacién de la fibra
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detergente neutra (Nsereko et al., 2008). Estas BAL han sido incorporadas a los
inoculantes para mejorar la digestibilidad del material vegetal (inoculantes de

tercera generacion) (Guo et al., 2023).

Otras especies como Streptococcus bovis, Propionibacterium
acidipropionici, Bacillus spp. y levaduras, también han sido probadas como

posibles inoculantes (Muck et al., 2018).

La microbiologia del ensilaje se ha dado a la tarea de encontrar
microorganismos con la capacidad de evitar la fermentacion butirica, un rapido
descenso del pH, la reduccién de las poblaciones levaduriformes, detener el
proceso de deterioro aerobio, asi como mejorar el desempefio animal, para

emplearlos como inoculantes microbianos (Cordiviola, 2020).

Ontiveros et al., (2021) emplearon ensilaje de maiz de la planta completa
y le inocularon cepas de patdgenos zoono6ticos para determinar la potencialidad
como antimicrobiano a los &cidos grasos de cadena media. Comprobaron que
tanto laurato y monolaurina (5 mg/mL) provocaron disminuciones (P < 0,05) de 4
a >7 logl0 de unidades formadoras de colonias (UFC)-mL-1 en Listeria

monocytogenes y Enterococcus faecalis comparado con los controles.

El 2-nitropropanol (1 mg/mL) disminuyé (P < 0,05) E. faecalis y L.
monocytogenes 2,9-3,8 y 2,4-7,2 logl0 UFC/mL después de 6 y 24 h de
incubacion, respectivamente. En ensilaje de maiz de planta entera expuesto al
aire, los inhibidores causaron disminuciones, de 0,7 a 2,2 log10 UFC/mL en L.

monocytogenes, estafilococos y aerobios cultivables después de 24 h de
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incubacion, las cuales no resultaron significativas, para el caso de las levaduras
y hongos filamentosos se apreciaron una disminucion muy pequefia (<0,1-0,3
logl0 UFC-mL-1) (P < 0,05). Las pruebas de efectos de arrastre contra los
microorganismos ruminales revelaron que el laurato, la monolaurina y el 2-
nitropropanol inhiben la metanogénesis en méas de un 50 % (P < 0,05) después
de 24 h haciéndose evidente la seguridad de este tipo de aditivos para el

consumo animal, asi como otras potencialidades de estos.

Empleo de lGpulo o derivados

A principios de la década de 1990, los antimicrobianos de origen vegetal
se introdujeron en la industria azucarera como una alternativa al formaldehido,
con el fin de combatir las bacterias termofilas en el proceso de produccion de
azucar. Se encontro que los acidos beta de lapulo son una aplicacion adecuada
para el control del crecimiento microbiano en el area de extraccion de azlcar, ya
gue son bien conocidos por su efecto antimicrobiano y también por su historial

comprobado de seguridad en la industria cervecera (Miranda, 2022).

Estos compuestos de lupulo no se han utilizados en el ensilaje como
aditivos para evitar el deterioro aerobio, pero por su capacidad antimicrobiana

demostrada se convierten en potenciales aditivos.

El compostaje de heces de pollo es un bioproducto que usualmente es
empleado como fertilizante, pero ocasiona la acumulaciéon de fosforo, potasio y
nitrogeno tanto en el suelo como en fuentes de agua, sin embargo, las grandes

cantidades de nitrogeno que presenta como acido Urico y urea puede ser utilizada
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en la alimentacion de rumiantes. El inconveniente es la presencia de bacterias
patdbgenas como Sallmonella, Escherichia coli y Campylobacter que deben ser
eliminadas antes de la alimentacion de los rumiantes (Jeffrey et al., 1998). Se
conoce el efecto antimicrobiano de extractos de lupulo frente a Clostridium,
Listeria, Streptococcus sp., Staphylococcus sp. asi como representantes de estos
géneros que son hiper productoras de amonio, disminuyendo la disponibilidad de
urea para los rumiantes. Se ha descrito que el lipulo reduce la actividad de la
ureasa en la conversion de urea a amonio y dioxido de carbono (Keskin et al.,

2019), esto retiene la proteina cruda del alimento (Castillo et al., 2023).

Se sabe que los compuestos de ldpulo ejercen algun efecto
antimicrobiano, especialmente en bacterias Gram-positivas. Al igual que con
muchos otros conservantes, los acidos beta del lUpulo son acidos débiles que
son mas efectivos contra las bacterias en su forma no disociada (Betancur et al.,

2023).

El mecanismo de accion de los acidos amargos del ldpulo se basa
principalmente en las secciones hidrofébicas de sus moléculas (como las
cadenas de prenilo y acilo), las cuales interactian con la pared celular bacteriana.
Esta interaccion provoca alteraciones en la membrana principal y afecta la
homeostasis celular (Magalhaesa et al., 2010). Aunque ciertas bacterias, en
particular algunas cepas Gram-negativas, han desarrollado mecanismos de
resistencia a los acilfloroglucinoles presentes en el lupulo (Karabin et al., 2016),

algunos de estos compuestos han mostrado efectos sinérgicos con ciertos
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antibiéticos, en especial contra bacterias Gram-positivas y de manera
inesperada, también contra algunas Gram-negativas. Las interacciones mas
favorables se observaron entre los componentes del lUpulo, especialmente la
lupulona, y antibiéticos como el sulfato de polimixina B, la tobramicina y la
ciprofloxacina. Dado que el modo de accion antibacteriana de estos antibiéticos
es diferente, su sinergia con la lupulona parece estar relacionada con su
capacidad de alterar la integridad de la membrana, facilitando la entrada del
antibiotico en la célula y, por ende, aumentando su eficacia (Natarajan et al.,
2008). Inesperadamente, la lupulona también mostré una actividad antibacteriana
significativa contra varias cepas de bacterias Gram-negativas, incluido
Helicobacter pylori, incluso en cepas resistentes (Cermak et al., 2015; Ohsugi et

al., 1997).

En la industria cervecera, se sabe que las bacterias lacticas (BAL) pueden
desarrollar resistencia a compuestos derivados del lUpulo. Este fenbmeno podria
explicarse porque, a medida que las BAL reducen el pH al inicio de la
fermentacion, los acidos hidroxibenzoicos (HBA) se convierten en su forma no
disociada, permitiendo que las células bacterianas los reabsorban. Dentro de la
célula, los HBA se disocian nuevamente, interfiriendo con el potencial
transmembrana necesario para la produccion de energia. A diferencia de las BAL
resistentes al lUpulo, las células vegetativas no cuentan con mecanismos para
defenderse de la actividad antimicrobiana de los HBA, por lo que son inhibidas

por los compuestos del lUpulo (Bolton et al., 2019).
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Los datos sugieren que no solo las BAL resistentes al lUpulo provenientes
de cervezas deterioradas pueden crecer en presencia de HBA, sino también
algunas BAL incluidas en aditivos comerciales para ensilaje, que no habian
mostrado resistencia al lupulo previamente. De hecho, el uso combinado de BAL
de un inoculante para ensilaje y HBA redujo los niveles de acido butirico y mejord
la calidad del ensilaje, a pesar de que los valores de pH fueron similares a los de
ensilajes en los que solo se afladieron BAL o ningun aditivo (Emerstorfer et al.,

2011).

Necesidad de soluciones econémicas y naturales

A lo largo de los afos, diferentes estudios han abordado diversas
estrategias y enfoques para mejorar la calidad del ensilaje y, a su vez, la

sostenibilidad de los sistemas de produccion.

El articulo de Ramirez et al., (2021) destaca la incorporacién de desechos
de pifia en la alimentacion del ganado, sugiriendo que la técnica del ensilaje,
combinada con un 10 % de pollinaza, no solo mejora la calidad del ensilaje, sino
gue también promueve practicas mas amigables con el medio ambiente. Esta
propuesta inicial establece un precedente sobre el uso de subproductos en la
alimentacion animal, sugiriendo que la sostenibilidad puede lograrse a través de

la innovacion en la alimentacion.

Macas, (2013) presenta una interesante y novedosa alternativa alimenticia

mediante el ensilaje de subproductos agricolas, como por ejemplo el rastrojo de
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maiz y el suero de leche, dos elementos que hasta ese momento no habian sido

considerados en esta practica.

Posteriormente, Garcia, (2016) concluyé que las mezclas de gramineas y
leguminosas son mas beneficiosas para la elaboracion de ensilajes, lo cual
refuerza la idea de que la diversidad en la dieta del ganado puede contribuir

significativamente a mejorar la calidad del ensilaje y, por ende, la salud animal.

Més adelante, Bustamante, (2023), profundiza en las estrategias
modernas para la conservacion de forrajes en sistemas de produccién bovina
tropical. El autor enfatiza la importancia de las enzimas fibroliticas y la estabilidad
del producto post-ensilaje, sugiriendo que el aumento de acidos organicos puede
ser una solucion efectiva para combatir el deterioro aerébico. Este articulo resalta
la necesidad de un enfoque integral que combine la calidad del ensilaje con la
nutricion animal, proponiendo un balance adecuado de nutrientes. Un aspecto
relevante resaltado por Morales et al. (2022) es la evaluacién exhaustiva de la
calidad bromatoldgica y organoléptica de los diversos ensilajes, poniendo
especial énfasis en el impacto positivo que pueden tener los aditivos, como la
melaza y el acido férmico. Este articulo proporciona evidencia valiosa en cuanto
a como la manipulacién de los ingredientes y las condiciones de fermentacion
puede influir directamente en la calidad del producto final, lo cual resulta esencial
para contrarrestar el deterioro aerdbico. Por otro lado, Souza et al., (2019) realiza
una minuciosa revision sobre el impacto ambiental de la produccion de ensilajes,
identificando la minimizacion de pérdidas como una estrategia clave en aras de
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lograr practicas méas sostenibles en la produccion ganadera. La investigacion
sugiere que el uso de aditivos puede ser una solucién efectiva para reducir las
pérdidas fermentativas, lo cual estd en linea con la blsqueda constante de

métodos que sean mas amigables con el medio ambiente.

Monroy et al. (2018) se enfocan directamente en la necesidad de encontrar
soluciones econémicas y naturales para evitar el deterioro aerébico del ensilaje,
reafirmando asi la importancia de buscar alternativas que no solo sean viables
desde el punto de vista econdémico, sino también gue sean sostenibles y

respetuosas con el medio ambiente.

Todos estos enfoques no solo persiguen mejorar la calidad del ensilaje,
sino que también promueven practicas mas sostenibles en la produccién
ganadera, generando un impacto positivo a largo plazo en el medio ambiente y

en la industria agricola en general.

Patron de Acidos Grasos volatiles ideal cuando se utilizan IGpulos en el

ensilaje

El uso de lupulo en el ensilaje es una estrategia que ha mostrado potencial
debido a sus propiedades antimicrobianas, particularmente contra hongos y
bacterias indeseables que provocan el deterioro aerobio. Al afiadir lapulo al
ensilaje, el patron de Acidos Grasos Volatiles (AGVs) ideal que se busca es uno
gue favorezca la produccién de acidos que contribuyan a la conservacion del
ensilaje y a la inhibicién de microorganismos no deseados.
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El primer AGV que esperariamos encontrar es el acido acético este acido
tiene propiedades antifungicas y ayuda a prevenir el crecimiento de hongos
filamentosos y levaduras cuando el ensilaje entra en contacto con el aire, lo cual
es comun al abrir el silo. Mejorando la estabilidad del ensilaje evitando pérdidas

excesivas de materias secas (Mora, 2015).

Las cantidades de acido propidnico son deseables en pequefias
proporciones y se debe a que este acido tiene propiedades antifingicas, y su
presencia adicional puede ayudar a estabilizar el ensilaje al contacto con el aire.
Aungue no se necesita en grandes cantidades, su presencia junto al acido acético

puede mejorar la estabilidad aerdbica (Reyes et al., 2019).

El acido butirico es otro AGV que puede estar presente en el ensilaje, sin
embargo, es indeseado en el ensilaje, ya que su produccion indica actividad de
bacterias clostridiales, que pueden reducir la calidad del ensilaje. Los cantidades
presentes deben mantenerse en niveles minimos, ya que un nivel elevado de
acido butirico significa fermentacion anaerobia de baja calidad y mayor riesgo de

pérdida de nutrientes (Ma et al., 2024).

De esta forma, el patron ideal con la adicion de Idpulo seria con niveles
moderados de &cido acético y trazas de acido propionico, mientras se evita el
acido butirico. Este perfil ayuda a mantener un pH bajo, inhibe microorganismos

perjudiciales y mejora la estabilidad aerébica del ensilaje al abrir el silo.

24



El lapulo, al tener compuestos antimicrobianos naturales (como los acidos
beta), potencia este patrén al dificultar el crecimiento de hongos y bacterias

dafiinas, especialmente durante el almacenamiento y cuando se expone al aire.
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MATERIALES y METODOS

Ensayo 1: Seleccidon de ensilajes experimentales

Descripcion del area de estudio. Los ensilajes utilizados en este estudio
se prepararon en la Estacion de Zootecnia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Autbnoma de Tamaulipas, se encuentra en el
kilometro 5 de la carretera Ciudad Victoria-Ciudad Mante, en el Ejido Santa

Librada, Tamps, México (latitud 23°43'57"Norte; longitud 99°08'41" Oeste).

Tratamientos experimentales. Se consideraron cuatro ensilajes
preliminares diferentes, Ensilajes 1 — 4, 1) Pasto maralfalfa 90 % + Grano de
sorgo molido 8 % +Paja de sorgo 2 %; 2) Pasto maralfalfa 85 % + Grano de sorgo
molido 12 % + Paja de sorgo 3 %; 3) Pasto maralfalfa 90 % + Grano de sorgo
molido 7.63 % +Paja de sorgo 1.63 % + Urea 0.75 %; 4) Pasto maralfalfa 85 % +
Grano de sorgo molido 11.44 % +Paja de sorgo 2.44 % + Urea 1.13 %.

Realizando 4 repeticiones por cada tratamiento.

Procedimiento Experimental. El pasto maralfalfa se produjo en un clima
tropical seco de Ciudad Victoria, Tamaulipas, en el noreste de México. Las
coordenadas geograficas son 23°44'06" N y 99°07'51" O, a una altitud de 340
metros sobre el nivel del mar. La cosecha se realizé de forma manual a los 100
dias de crecimiento. Posteriormente, las plantas se picaron con un molino de
matrtillos (Swissmex®, modelo 610350, Swissmex-Rapid SA de CV, Lagos de
Mano, Guanajuato, México) en trozos de aproximadamente 2 cm de tamafo. En

cada tratamiento, los ingredientes principales, grano de sorgo molido, paja de
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sorgo (cosechado por productores locales en la region de Ciudad Victoria,
Tamaulipas, México) y urea conteniendo 46 % de nitrégeno (Agrochemical
Products, Ciudad Victoria, Tamaulipas, México) se mezclaron manualmente y se
colocaron en recipientes plasticos de 5 L. El contenido se compacto
manualmente con una prensa y los frascos se sellaron herméticamente con
tapas. Los ensilajes se almacenaron en interiores a temperatura ambiente
durante 90 dias. Al abrir los frascos, se tomd una muestra de 4 g de ensilaje de
cada uno de los cuatro contenedores de réplica por tratamiento, se agregaron 10
mL de agua destilada estéril y la mezcla se agitdé en un vértice durante 10
minutos. Luego se determiné el pH utilizando un medidor de pH (Hannah
Instruments, modelo HI 9017, Arvore-Vila do Conde, Portugal). Las muestras de
ensilaje se analizaron para proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas
(AOAC, 2023), fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente acida (FDA) de
acuerdo con la metodologia de Van Soest et al., (1991). Para la materia seca
(MS), se utilizé un horno de aire forzado (Precision Scientific, GCA Corporation,
Chennai, Tamil Nadu, India) a una temperatura de 55-60 °C durante 24 horas.
Para la determinacion de cenizas, se utilizé un horno de mufla (Thermolyne,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a una temperatura de 550 °C durante

4 horas.

Andlisis estadistico. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado
para los ensilajes preliminares 1 - 4. Las determinaciones de pH, MS, cenizas,

EE, FDN, FDA y PC se compararon mediante un andlisis de varianza
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completamente aleatorizado con pruebas de rango mdultiple de Duncan. El

modelo utilizado se muestra en la siguiente ecuacion:

Yi=p+Titeij (1)

donde Yi = variable dependiente; p = media global;, Ti = efecto del

tratamiento (i = 1,2,3,4); y €ij = error experimental.

Ensayo 2. Fermentacién in vitro y crecimiento microbiano: Caracteristicas
en la fase aerobia

Descripcion del area de estudio. El trabajo se realiz6 en el Laboratorio
de Nutriciobn Animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua (UACH) ubicada en el Periférico Francisco R. Almada
km 1.0 en la ciudad de Chihuahua, Chih., México (latitud 28° 35" 10.9"" norte;

longitud 106° 6" 26.6"" oeste; altitud 1440 msnm).

Tratamientos experimentales. Del estudio preliminar de ensilaje, se
selecciond una réplica del Ensilaje 2, que exhibié el pH mas bajo (p <0,05) (4,38).
Se probaron los efectos de los siguientes tratamientos: 1) Control 4 g de ensilado;
2) 4 g de ensilado + 0,03 g de lupulo Chinook; 3) 4 g de ensilado + 0,03 g de
lipulo Galena; y 4) 4 g de ensilado + 0,03 g de extracto de -4cidos (componentes
antimicrobianos del ldpulo) (Berg + Schmidt GmbH & Co. KG, Hamburgo,
Alemania), se examinaron a las 0, 6 y 24 horas. Las variedades de lupulo Chinook
y Galena fueron donadas por el Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos, Servicio de Investigacion Agricola, Unidad de Investigacion de
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Produccion Animal Forrajera, Lexington, Kentucky. Se realizaron 3 réplicas por

tratamiento.

Procedimiento experimental. Después de abrir el recipiente plastico, el
ensilado se expuso al aire durante 12 horas, simulando la degradacion aerébica
durante el tiempo de exposicidén al aire que puede ocurrir en la produccion de
alimentos para el ganado. Las mezclas de tratamiento se colocaron en tubos de
centrifuga conicos de 50 mL a los que se agregaron 10 mL de agua destilada
estéril, se mezclaron e incubaron aerébicamente a 37 °C para determinar los
efectos sobre el crecimiento de las poblaciones microbianas. De acuerdo con el
programa de muestreo, se extrajeron tres tubos por tratamiento, de los cuales se
utilizé 1 mL de liquido de muestra para diluciones seriadas en una solucién estéril
de fosfato de sodio 0,4 M, pH de 6,4, para determinar los efectos sobre el

crecimiento de las poblaciones microbianas dentro del ensilaje expuesto al aire.

Las levaduras se sembraron en placas de Petri con Agar Extracto de Malta
(BD Difco™, Sparks, MD, EE. UU.) y se incubaron durante 24 horas a 28 °C. Se
contaron visualmente las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
Los coliformes se sembraron en placas Petrifilm 3M (Minnesota Mining and
Manufacturing Company, St. Paul, MN, EE. UU.) y se incubaron a 37 °C. El pH
se midié en todos los tiempos de muestreo utilizando un medidor de pH (Hannah
Instruments) y la concentracién de amoniaco se determind (Broderick y Kang,
1980) utilizando espectrofotometria UV-Vis (Varioskan Flash v4.00.53, Thermo

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
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Las concentraciones de acido butirico, acido acético y acido propidnico se
determinaron mediante cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de
llama. Para este propdsito, se utilizd un cromatografo de gases Claurus 400®
(Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.) equipado con una columna capilar Varian
CP-wax58 (FFAP) CB (15 m x 0,53 mm, 0,5 um). La temperatura inicial del horno
se elevo a 115 °C, se mantuvo durante un minuto y luego se incremento a razon
de 10 °C por minuto hasta alcanzar 190 °C. En este método, se dieron tres
minutos isotérmicos y el gas portador fue helio a una presion constante de 3 psi

(Castillo et al., 2017).

Andlisis estadistico. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado
con arreglo factorial, siendo los factores el tratamiento de lUpulo aplicado al
ensilaje y el tiempo, asi como su interaccion. Se realizé un analisis de varianza
mediante el procedimiento GLM de SAS v9.4 (SAS, 2014). El modelo ajustado
incluyd los efectos del tratamiento, el tiempo de fermentacién y la interaccion

entre estos dos factores.

La ecuacion para el modelo ajustado fue la siguiente (ecuacion 2):

Yizp+Ti+tj+Tixtj+ij (2)

donde Yi = variable dependiente; 4 = media global; Ti = efecto del tratamiento (i
=1,2,3,4); tj = tiempo (1,2,3); Ti xtimes tj = interaccion tratamiento x tiempo; y €ij

= error experimental.
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Se analizaron las diferencias en log10 UFC/mL medidas en cada tiempo
de muestreo para microorganismos, y las acumulaciones de amonio y &cido
butirico para determinar los efectos del tratamiento utilizando un analisis de
varianza completamente aleatorizado con separacion de medias por diferencia

minima significativa (LSD).

Ensayo 3. Fermentacion ruminal in vitro

Descripcion del area de estudio. El trabajo se realizé en el Laboratorio
de Nutricion Animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Autonoma de Chihuahua (UACH) ubicada en el Periférico Francisco R. Almada
km 1.0 en la ciudad de Chihuahua, Chih., México (latitud 28° 35" 10.9"" norte;

longitud 106° 6° 26.6"" oeste; altitud 1440 msnm).

Tratamientos experimentales. Se probaron los efectos de los siguientes
tratamientos: 1) Control 4 g de ensilado; 2) 4 g de ensilado + 0,03 g de lapulo
Chinook; 3) 4 g de ensilado + 0,03 g de lupulo Galena; y 4) 4 g de ensilado + 0,03
g de extracto de B-&cidos (componentes antimicrobianos del lupulo) (Berg +
Schmidt GmbH & Co. KG, Hamburgo, Alemania), se examinaron a las 24 horas.
Las variedades de lupulo Chinook y Galena fueron donadas por el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos, Servicio de Investigacion Agricola, Unidad
de Investigaciéon de Produccién Animal Forrajera, Lexington, Kentucky. Se

realizaron 3 réplicas por tratamiento.

Procedimiento experimental. Para la fermentacion ruminal in vitro, la

muestra restante de los tubos del Ensayo 3 a las 24 horas se sec0 en un horno
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a 65 °C durante 24 horas, se moli6 en un molino eléctrico (Thomas-Wiley
Laboratory Mill, Modelo 4, Thomas Scientific, Chadds Ford, PA, EUA) para
pasarlo por un tamiz de 1,0 mm. Se utilizaron tubos de ensayo de 18 mL en los
que se mezclaron 0,02 g de ensilaje con aditivos segun los tratamientos
experimentales (Control, Chinook, Galena y extracto de B-acidos). El inéculo
microbiano ruminal se obtuvo de tres novillas Holstein con un peso promedio de
350 + 1,5 kg, previamente alimentadas durante 7 dias con ensilaje de maiz y
agua ad libitum. El liquido ruminal se extrajo por sonda esoféagica antes de la
primera alimentacion (8:00 am), se recolectd en un termo precalentado a 39 °Cy
sellado herméticamente, y fue transportado al laboratorio donde se filtré a través
de muselina, siempre bajo una corriente de CO,. Luego, el indculo se distribuyd
anaerébicamente (10 mL/vial) bajo una corriente de CO, libre de O, y los viales
se sellaron inmediatamente e incubaron durante 24 horas a 110 rpm y 39°C en
una Incubadora Orbital Shaker (New Brunswick Modelo Innova 4000, Nijmegen,
Holanda). Adicionalmente, se prepararon tres viales sin sustrato como controles
en blanco. Todos los animales utilizados en este estudio fueron cuidados de
acuerdo con el Reglamento Interno de Bioética y Bienestar Animal de la Facultad
de Ciencia Animal y Ecologia de la UACH (2018). La composicion quimica del
ensilaje suministrado a los animales donantes fue la siguiente: 93,81 % MS, 7,07

% PC, 2,72 % EE, 53,63 % FDN, 30,53 % FDA y 10,58 % cenizas, pH 4,38.

Después de 24 horas de incubacion, los viales se colocaron en hielo para

detener el proceso de fermentacion y proceder al analisis de las muestras. La
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produccion total de gas se midié (mmol/mL) utilizando un transductor de presién
FESTO® (Siemens, Munich, Alemania). Posteriormente, se tomé 1 mL de
muestra de gas de cada tubo para determinar su composicion mediante un
cromatdgrafo de gases GOW-MAC serie 580 (GOW-MAC Instrument Co.,
Bethlehem, PA, USA) equipado con una columna empaquetada Carbosphere®,
80/100. 5682PC. Se utilizé6 nitrégeno como gas portador a un caudal de 20
mL/min y se determinaron los niveles (mmol/mL) de hidrégeno, metano y diéxido
de carbono. Las concentraciones molares de AGV se determinaron mediante
cromatografia de gases con deteccién de ionizaciébn de llama, siguiendo el

procedimiento descrito previamente (Castillo et al., 2017).

El pH se midi6 con un potencibmetro (Hannah Instruments) y las
concentraciones de amoniaco se determinaron siguiendo la técnica descrita por
(Broderick & Kang, 1980) mediante espectrofotometria UV-Vis (Varioskan Flash,

Thermo Scientific v4.00.53).

Andlisis estadistico. Se utilizd6 un disefio completamente aleatorizado
para evaluar los tratamientos de lUpulo aplicados. El analisis de varianza se
realizo utilizando el procedimiento GLM de SAS v9.4 (SAS, 2014). Se analizaron
la determinacion del pH y las acumulaciones netas de acidos acético, propidnico
y butirico, asi como de hidrogeno y metano, para evaluar los efectos del
tratamiento del lipulo mediante pruebas de rango multiple de Duncan. El modelo

se describe mediante la siguiente ecuacion:

Yi=p+Titeij (3)
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&

donde Yi = variable dependiente; p = media general; Ti = efecto del tratamiento

(i=1,2,3,4); y €ij = error experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensilajes: Analisis Bromatologico

El tratamiento 3 presento el pH mas alto (p < 0,05) en comparacion con
los otros tratamientos, seguido por los ensilajes sin urea (ensilajes 1y 2), que no
difirieron (P > 0,05) entre si (Cuadro 1). El pH es un indicador de la acidez del
ensilaje, la produccién de acido lactico por las BAL permite que el material vegetal
ensilado conserve los nutrientes por mas tiempo, evitando el crecimiento de
microorganismos que degraden estos nutrientes (Santos et al., 2014). El
incremento del pH observado en los tratamientos 3 y 4 puede ser consecuencia
de la adicion de urea, ya que su reaccion con el agua produce hidréxido de

amonio elevando el pH de la mezcla (Callejo, 2019).

Cabe sefialar que el pasto maralfalfa tiene un alto contenido de agua en
su composicion quimica que mejora la etapa fermentativa del ensilaje, pero a su
vez provoca un aumento en la proliferacion de microorganismos no deseados,

restandole valor nutritivo al alimento (Sanchez et al., 2024).

El ensilaje 1 exhibioé un contenido de MS mas alto (P < 0,05) que el Ensilaje
3. Para el caso del contenido de FDA el ensilaje 3 presentd un mas alto (P <
0,05). Se obtuvieron valores menores de fibra detergente acida en los
tratamientos 1 y 2, esto se traduce en cantidades superiores a carbohidratos

solubles a ser metabolizados por los microorganismos, mejorando la calidad del
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Cuadro 1. Andlisis bromatoldgico de los ensilajes del pasto Maralfalfa

Tratamiento

T1 T2 T3 T4 SEM  Valor p
pH 6.08 £ 0.09 P 6.00+ 0.15 P 8.19+0.032 5.06 £0.04°¢ 0.13 <0.01
Materia seca % 96.49 £0.032 95.61+0.023 9559+0.11° 9532+0.062 0.48 0.04
Humedad % 3.47+0.03° 3.79+0.02° 441+0.112 4.68 +0.06 2 0.09 <0.05
Ceniza % 10.49+0.10°> 10.21+0.12P 1244+0.082 11.81+0.082 0.68 <0.05
Extracto etéreo % 2.66 +0.02NS 2.65+0.02NS 3.65+0.03NS 2.68+0.06 N 0.22 0.07
Proteina Cruda % 8.92+0.12° 5.71+0.12°¢ 6.67+0.13°¢ 1191+0.11& 0.61 <0.01
FDN % 61.87 £0.06 NS 56.75+0.13NS 63.99+0.23NS 61.75+0.08 NS 14.00 0.09
FDA % 37.54+0.053 29.87+0.14° 4243+0.372% 3851+0.022 11.29 <0.05

Nota: Medias en la misma fila con las letras minusculas distintas son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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alimento. Para el caso de la fibra detergente neutro los resultados no fueron
significativos, pero se encuentran entre 44.0 a 71.9 %, valores establecidos para

este tipo de ensilaje que contiene sorgo (Nufez et al., 2010).

Para ensilajes con pasto maralfalfa el contenido de fibra detergente acida
suele rondar el 46 % (Sanchez et al., 2024) los valores obtenidos en nuestro
estudio revelan una mayor fermentacién del alimento, esto pudiera ser debido a
la accion de bacterias y hongos capaces de degradar los carbohidratos

estructurales de la pared celular (Morales et al., 2014).

El Ensilaje 4 mostré un contenido de PC mas alto (P < 0,05) que los otros
tratamientos, seguido por el Ensilaje 1. Como era de esperar, en los tratamientos
3y 4 se evidencio un aumento del nitrégeno (Cuadro 1) junto con el aumento de
las concentraciones de urea (Herrera et al., 2016). Lo que implica que una vez
consumido el alimento por el animal existirA mayor disponibilidad de este
nutriente para la microbiota ruminal y la sintesis de proteina verdadera. El
contenido de PC mas bajo (P < 0,05) se observé en los Ensilajes 2 y 3, que no
difirieron (P > 0,05) entre si. No se encontro efecto del tratamiento (P > 0,05) para
el contenido de EE y FDN. La adicion de urea no modifico la MS, la ceniza y el

EE, resultados similares a los obtenidos por Santos et al., (2014).
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Fermentacion in vitro y crecimiento microbiano: Caracteristicas en la fase
aerobia

Valores de pH

En el tratamiento con B-acidos a las 6 horas, el pH aument6 (P < 0,05) en
comparacion con el Control, mientras que los otros tratamientos (Galena y

Chinook) no mostraron incrementos significativos (P > 0,05).

A las 24 horas, el Control presenté un pH menor (P < 0,05) en comparacion
con los tratamientos Chinook y Galena (Grafica 1). El incremento de pH
observado a las 24 horas en los tratamientos de Chinook o Galena puede
deberse a que las concentraciones de -acidos que contienen estas variedades,
estas concentraciones varian entre las especies de lUpulo y siempre seran

menores al extracto de p-acidos empleado en el estudio.

Estos resultados se relacionan con los conteos de levaduras obtenido para
los tratamientos evaluados. El incremento observado se mantiene en valores
acidos, lo que asegura la actividad antimicrobiana de las lupulonas. Es conocida
gue esta molécula tiene mayor eficacia en condiciones acidas a diferencia de las

alcalinas (Castillo et al., 2023).

Recuentos microbianos
No se observo crecimiento de E. coli/Coliformes en ninguno de los

tratamientos evaluados (datos no mostrados).
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Grafica 1. Valores de pH del ensilaje con la adicion de lapulo var. Chinook,
lpulo var. Galena y pB-acidos 0.003 g para todos los
tratamientos (P = 0.0002, EE= 0.00445).
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El crecimiento de las levaduras en la fase de deterioro aerobio de los
ensilajes evaluados se muestra en la Cuadro 2. No fue encontrado efecto sobre
el crecimiento de levaduras en agar Malta entre los tratamientos de lUpulo
aplicados y el tiempo evaluado en el experimento 2. Los tratamientos Control,
Chinook y Galena tuvieron valores estadisticamente similares entre ellos (P >
0.05). Los resultados obtenidos revelan que el ensilaje tratado con el extracto de
B-acidos mantuvo controladas las poblaciones de levaduras, disminuyendo los
conteos a la mitad durante los tiempos de incubacion evaluados, resultados
descritos por (Bocquet et al., 2018). Sin embargo, no estan definidas las
concentraciones para estos microorganismos, discrepando de Siragusa et al.,

(2008) que reporta que el lupulo no posee actividad antifangica.

En el caso del tiempo todos los horarios de muestreo fueron diferentes
estadisticamente. Se evidencia el aumento de las poblaciones de levaduras en
el tiempo, siendo el menor la hora 0 y los mayores conteos obtenidos fueron a

las 24 horas (P < 0.05, Cuadro 3).

Concentraciones de amoniaco

No se encontrd interaccion (P = 0,16) entre la adicion de lupulo y B-acidos
y los tiempos evaluados en el estudio (Cuadro 3). El tratamiento de lupulo Galena
mostré la concentracion de amoniaco mas alta (P < 0,05) en comparacion con el

Control y Chinook. El tratamiento Control mostré el valor mas bajo (P < 0,05) en
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comparacion con los tratamientos Galena y 3-acidos. Los valores obtenidos en

nuestro estudio evidencian un aumento en las concentraciones de N para todos

Cuadro 2. Conteos de las levaduras durante la incubacién en Agar Malta (28 °C
de 24 h) del ensilaje con la adicién de 0.003 g de lupulo var. Chinook,
lupulo var. Galena y B-4cidos (P=0.0019, EE = 0.11132).

Levaduras (UFC/mL) SEM Valor de p

Tratamiento

Control 1.19+£0.692
Chinook 1.08+£0.552
0.78 0.0019
Galena 1.01+£0.612
B-acido 0.53+0.21°
Tiempo
0 0.5+0.04°¢
6 1.03 £+0.46° 2.23 <.0001
24 1.41+0.72

Nota: Medias con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (P < 0.05)

41



Cuadro 3. Concentracién de Amoniaco del ensilaje con la adicién de 0.003 g de
lpulo var. Chinook, lupulo var. Galena y B-acidos (p= 0.0018
tratamiento, P= 0.0459 tiempo EE= 0.783887).

Conc. de amoniaco (mmol/mL) SEM Valor de p
Tiempo
0 7.72+0.9° 0.18
6 8.25+0.13%2 0.03 0.0459
24 8.32+0.5842 0.12
Tratamiento
Control 7.58 +0.56 ¢ 0.11
Chinook 7.83+0.53 k¢ 0.11
0.0018
Galena 8.69 +0.69 2 0.14
B-acido 8.29+0.06 2 0.01

Nota: Medias con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (P < 0.05)
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los tratamientos respecto al control, evidenciando una mayor proteolisis en todos
los tratamientos con ldpulo, optimizando asi las caracteristicas del ensilado y
aportando mayor cantidad de péptidos y aminoacidos para ser utilizados por la
microbiota ruminal y (Bernal et al., 2008) por el animal. Esto mejora la calidad de

los productos finales como la leche y la carne (Rodriguez et al., 2007).

Para el factor tiempo, la concentracion mas baja (P < 0.05) se observo
para el tratamiento a las 0 horas. Se encontraron diferencias (P < 0.05) entre los

tratamientos a las 0 horas en comparacion con las 6 y 24 horas (Cuadro 3).

Las concentraciones de proteina cruda en el ensilaje deben rondar entre
el 5%y 7 %, valores mayores a este entre el 10 y 15 % solo son esperados en
ensilados con pastos como la alfalfa, debido a la alta disponibilidad de proteina
soluble que podemos encontrar en estos (Basurto, 2020). El pasto maralfalfa
también posee un valor de proteina por encima de 7 %, por lo tanto, nuestros

resultados son consistentes con lo registrado en la literatura (Gonzalez, 2015).

Concentraciones de acidos acético, propiénico y butirico

Para los acidos acético y propionico, no se encontré interaccion entre los
tratamientos de lUpulo evaluados y el tiempo. Se puede ver que no hubo
diferencias significativas en la concentracion de acidos acético o propionico para
los tratamientos evaluados (Cuadro 4). Para el factor tiempo en el acido acético,
se determiné que no hubo diferencias significativas entre las 0 y 6 horas (P >

0.05) (Cuadro 4). A las 24 horas, se obtuvo el valor mas bajo de acido acético,
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Cuadro 4. Concentracion de Acido propionico y acido acético a las 0, 6, 24h de
incubacion del ensilaje con la adicion de 0.003 g de lupulo var.
Chinook, lupulo var. Galena y B-acidos (p= 0.0004 EE= 0.06135309).

Acido propiénico (mmol/mL) SEM Valor de p
Tratamiento
Control 0.61 +0.26 NS
Chinook 0.76 + 0.44NS
0.02 0.72
Galena 0.65 + 0.26NS
B-acido 0.7 £0.18Ns
Tiempo
0 0.77+0.212
6 0.85+0.322 0.4 0.005
24 0.43 + 0.61°
Acido acético (mmol/mL)
Tratamientos
Control 3.43+3.67NS
Chinook 4.74 £ 4.67NS
2.40 0.68
Galena 3.42 £ 3.63\
B-acido 3.61 + 3.48Ns
Tiempo
0 8.01+1.462
6 2.50 +3.2° 11.17 <.0001
24 0.89 + 0.61°
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Nota: Medias con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (P < 0.05)

estadisticamente diferente a los otros puntos de tiempo (P < 0.05). Dicha
disminucién pudiera estar relacionada con la transformacion del acido acético a
acido butirico como consecuencia de la presencia de nitritos en el pasto

maralfalfa para la realizacion del ensilaje (Wroébel et al., 2023) .

Por otro lado, la concentracién de acido propiodnico disminuyo cuatro veces
con el tiempo, entre las 0 y 6 horas (P > 0.05) (Cuadro 4). A las 24 horas, fue la
concentracion mas baja y fue estadisticamente diferente a los otros puntos de

tiempo (P < 0.05).

La produccién de acido butirico en el ensilaje esta dada en su mayoria por
bacterias esporuladas entre las que podemos encontrar géneros como
Clostridium sp, Bacillus sp y Paenibacillus sp (Pahlow et al., 2003; Doyle et al.,
2015). Este acido graso volatil de cadena corta (AGV) no aparece comunmente
en los ensilados de buena calidad. En la literatura cientifica podemos encontrar
autores que reportan la alta probabilidad del ensilaje de pasto maralfalfa a ser
degradado por Clostridium sp (Sanchez et al., 2024). En el cuadro 5 se observa
el efecto de los tratamientos y tiempos evaluados para la concentracion de acido
butirico en el ensilaje expuesto al aire. El tratamiento con Iipulo Chinook presento
una disminucion (P < 0.05) en la concentracion molar de acido butirico a las 6
horas, que persisti6 hasta las 24 horas siendo esta la mas baja observada. La
segunda concentracién mas baja fue mostrada por $-acidos; sin embargo, no fue

diferente (P > 0,05) en comparacion con los tratamientos de control y Galena.
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Cuadro 5. Concentracion de Acido butirico (mmol/mL) a las 24h de incubacion
del ensilaje con la adicion de 0.003g de lupulo var. Chinook, lapulo var.
Galena y B-acidos (P=0.0188 EE= 0.02071567).

Tiempo
Tratamiento 0 6 24 SEM Valor de p
Control 0.37+0.012 0.14+0.062 0.16+0.012
Chinook 0.37+0.012 0.24+0.22° 0.01+0.0003°
0.01 0.0005
Galena 0.37+£0.012 0.04+0.01° 0.23+0.022
B-acido 0.37+0.012 0.29+0.252 0.14+0.182

Nota: Medias con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (P < 0.05)
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El tratamiento que empled Galena a las 6 horas mostro la concentracion
mas baja (P < 0,05) de &cido butirico, pero esta aumento 5 veces a las 24 horas.
Altas concentraciones provocan el rechazo del alimento por el animal, ademas
de considerarse un ensilado con bajo contenido de energia y de proteina por la
degradacion de esta presente en el forraje originalmente. Basurto (2020),
establecié que la concentracion maxima era de 0.5 mmol/mL para considerar un

ensilaje de buena calidad.

Las concentraciones obtenidas no superaron este valor para ninguno de
los tratamientos evaluados, lo que sugiere la ausencia de bacterias capaces de
producir &cido butirico (Castillo et al., 2023). El ensilaje evaluado tiene una baja
concentracion de acido butirico en el tratamiento con la adicion de Galena
(0.2287 mmol/mL £ 0.0035) siendo el valor maximo obtenido sin superar el limite

establecido, el efecto en este parametro aun no se encuentra del todo claro.

A las 6 horas, el acido butirico del tratamiento Control fue similar (P > 0.05)
a los B-acidos, Galena y Chinook. La disminucion observada en el tratamiento de
control a lo largo del tiempo no fue diferente (P > 0,05) en comparacién con el

punto de tiempo de la hora O.
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Emerstorfer et al., (2011) empleando 50-100 mg de Beta-Stabl0A®
(solucion acuosa de B-acidos) en el ensilaje de pulpa de betabel prensada con

contaminantes del suelo encontré una disminucién significativa de acido butirico.

Fermentacion ruminal in vitro

pH y produccién de gases totales, hidrégeno, metano, amoniaco,
dioxido de carbono y AGV

Los parametros de la fermentacidén ruminal in vitro no se vieron afectados
por la adicion de lapulo, ni el extracto de B-acidos, factor importante para tener
en cuenta para utilizacion de este tipo de compuestos en los ensilajes. Las
caracteristicas de la fermentacion ruminal in vitro a las 24 h de los ensilajes
estudiados en cuanto a pH, produccion de gases totales, produccion de
hidrégeno (H,), produccién de metano (CH,) y concentraciones de gas amoniaco

(Cuadro 6) no mostraron diferencias (P > 0.05) en los tratamientos evaluados.

Sin embargo, existen inconsistencias entre los diferentes ensayos
realizados por la comunidad cientifica en cuanto al efecto del Iupulo como
modificador de la fermentacion ruminal, en gran medida estan dadas por la
variedad de la planta, la edad de la planta, la region de cultivo, las condiciones
de almacenamiento, entre otros factores que se deben tener en cuenta a la hora
de extraer el aceite esencial de la planta o el procesamiento de esta (Klein et al.,

2013).

Se conoce que los B-acidos pueden controlar las poblaciones bacterianas

qgue pudieran provocar acidosis en animales con dietas altas en carbohidratos
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segun Flythe & Harlow, (2019), siendo una estrategia para evitar problemas
metabdlicos en el animal, todo debido a la capacidad de estos acidos de actuar
como ionodforos. En el 2008 Garcia et al., utilizaron lupulo adicionado a la

fermentacién ruminal in vitro empleando un sustrato compuesto por heno de
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Cuadro 6. Efecto de lupulo Chinook, Galena y extracto de B-acidos en las caracteristicas de la fermentacion ruminal in vitro

Tratamientos SEM Valorde P

Control Chinook Galena B-acidos
pH 7.39 £ 0.0800 7.35+0.0900 7.44+0.624 745+0529 0.07 0.363
Produccion total de gas, mL 11.5 £ 0.228 11.1£0.373 10.2+1.14 9.69+0.854 1.12 0.213
Hidrogeno, pmol/mL 0.000 £ 0.000 0.000 £ 0.000 0.011 £0.0190 0.000 0.000 0.009 0.441
Metano, pmol/mL 15.0 £ 0.298 15.4 +0.192 14.7 £ 0.712 15.7+0.249 254 0.770
Diéxido de carbono, mmol/mL  31.9 + 0.3452° 33.6+0.2682 284 +1.15° 26.9+0.864° 326 0.046
Amoniaco, ymol/mL 7.58 +0.113 7.83+£0.107 8.69+0.139 8.29+0.0122 2.82 0.085
Acido acético, ymol/mL 9.64 +0.193 8.82+1.22 16.9 + 0.459 30.7+0.874 543 0.088
Acido propiénico, pmol/mL 0.702+0.127° 1.04 £0.056® 1.76+0.668° 6.02+0.2612 1.07 0.020
Acido butirico, pmol/mL 0.261 £ 0.008 0.485+0.086 0.791+0.284 1.88+£0.080 0.19 0.068
Relacion C2:C3 7.16 £ 0.022 8.27 £ 0.151 13.2+ 0.650 510+0.156 16.9 0.363

Nota: Medias con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
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alfalfa, heno de hierba y grano de cebada, con 0.7 g de lapulo y no
obtuvieron ningan cambio en la produccion de gas. Por otro lado, Lavrencic et al.,
(2015) al emplear una racién totalmente mezclada obtuvieron disminuciones en
la produccién de gases, al igual que Staerfl et al., (2010) que encontraron solo
una ligera disminucion en la produccion de gas de 24 h cuando se agregaron
conos de lupulo en concentraciones de 75y 150 g/kg de sustrato de MS a una
dieta que consistia en ensilaje de maiz, harina de soja y grano de trigo. Las
diferencias entre los estudios pueden estar dadas por el empleo de cantidades

diferentes de lupulo.

El tratamiento con mayor concentracion de CO, fue el lupulo Chinook
(Cuadro 6); sin embargo, no hubo diferencias (P > 0.05) en comparacién con el
Control. Los tratamientos Galena y (-acidos tuvieron concentraciones menores
al control, a pesar de que esta disminucion tuvo significancia (P > 0.05).
Resultados que se corresponden con los obtenidos por Gulumser et al., 2024 en
su estudio empleando una mezcla de lupulo y ensilaje de alfalfa, en el cual
encontraron que a medida que aumentaban las concentraciones de lupulo se

obtenian valores mas bajos de COg, al igual que para los valores de CHa.

Las concentraciones de los acidos grasos volatiles de la fermentacion
ruminal in vitro de los ensilajes en estudio se muestran en el Cuadro 6. Los
valores de las concentraciones de acetato y butirato no tuvieron diferencias entre

tratamientos (P > 0.05).
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Mientras que, para el propionato, el tratamiento con -acidos mostré la
mayor concentracion con respecto a los otros tratamientos (P < 0.05). Sin
embargo, entre los tratamientos Control, Chinook y Galena fueron similares (P >
0.05). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas con relacion
a la proporcion de acetato/propionato para los diferentes tratamientos evaluados
(P > 0.05). Las variaciones que podemos encontrar en los AGV al utilizar los
metabolitos secundarios de ldpulo no estdn totalmente esclarecidas en la
literatura cientifica (Lavrencic et al., 2015). El aumento significativo del propionato
esta ligado al mayor efecto antimicrobiano del lGpulo por bacterias Grampositivas,
favoreciendo el crecimiento de géneros Gramnegativos como Prevotella sp. Este
género tiene una gran presencia en el rumen y tiene gran versatilidad a la hora
de metabolizar carbohidratos produciendo grandes cantidades de propionato que
pueden ser utilizadas por el animal para la gluconeogénesis, aumentando
indicadores productivos como son la carne y la leche (Betancur et al., 2022). En
el tratamiento control, las cantidades de propionato son bastante pequefias y muy
similares a las obtenidas en los tratamientos con Chinook y Galena (P > 0.05);
sin embargo, en el tratamiento con 3-acidos la cantidad aumento seis veces con
respecto al resto. La explicaciéon estaria en que la concentracion de los -acidos
en las variedades Chinook y Galena peletizadas es menor que en el extracto.
Esta pudiera ser una estrategia para aumentar indicadores productivos y a la vez
disminuye la disponibilidad de hidrégeno paran la sintesis de metano (Flythe et

al., 2017) (Flythe & Harlow, 2019).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
La adiciobn de urea en las concentraciones probadas incrementa la
cantidad de nitrogeno en los ensilajes, ademas el aumento en la cantidad de

grano de sorgo reduce el pH en forma evidente en ensilajes con urea.

Los resultados de este estudio revelan que pudiera ser efectivo el empleo
de extractos de B-acidos para el reducir el deterioro del ensilaje una vez expuesto
al aire. En este estudio se exhibié que los B-acidos en los ensilajes tratados
podria tener efecto residual favoreciendo la produccion de propionato en la

fermentacion ruminal.

Sin embargo, se recomienda la realizacion de estudios subsecuentes para
determinar la dosis adecuada para obtener resultados éptimos en la produccion,
asi como realizar estudios in vivo para tener una mejor comprension del efecto

del lapulo en la fermentacion ruminal.
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