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ACEITE ESENCIAL DE OREGANO Lippia graveolens COMO NUTRACEUTICO EN
LA DIETA DE OVINOS EN CRECIMIENTO
Adrian Mufoz Cuautle, D.C.
Colegio de Postgraduados 2020
RESUMEN

El objetivo de estudio fue evaluar el efecto nutracéutico del aceite esencial de orégano (AEO), el
cual se obtuvo de (ORE®) orégano mexicano (Lippia graveolens). Los compuestos fitoquimicos
con mayor concentracion fueron carvacrol, p-cimeno, cariofileno, y timol con porcentajes de
50.21, 29.13,4.16 y 3.72%, respectivamente. Se realizaron tres experimentos para evaluar el AEO.
En el primer trabajo se evaluaron tres dietas con la inclusion de O (testigo), 0.02 y 0.04% de AEO
en el alimento de 39 ovinos machos con una edad promedio de tres meses. Se evaluaron el
comportamiento productivo, la actividad antioxidante, algunas variables ruminales, rendimiento
de la canal y vida de anaquel de la carne. Los datos se analizaron usando un disefio completamente
al azar y la comparacién de medias con la prueba de Tukey. Los resultados mostraron diferencias
(P<0.05) en el porcentaje de proteina cruda de la carne, vida de anaquel, y actividad antioxidante
de la carne (P<0.05) con la adicion de 0.02 y 0.04% de AEO. En el segundo experimento se evaluo
la actividad larvicida in vitro de AEO en nematodos gastrointestinales de ovinos con la inclusion
de 0.02 y 0.04% de AEO. Para determinar el porcentaje de efectividad se realiz6 el conteo de
larvas muertas a las 24 h, la evaluacion de los datos se realizd mediante una prueba de Kruskal
Wallis, los resultados mostraron una efectividad del AEO de 100% en comparacion con el
tratamiento testigo (P<0.0001). En el tercer experimento se determind la produccién in vitro de
metano a diferentes tiempos, utilizando la inclusién de taninos condensados o AEO con diferentes
dosis, los datos se analizaron mediante un disefio completamente al azar con medidas repetidas en
el tiempo, los datos mostraron que el metano no se vio afectado por la inclusién de taninos
condensados o las distintas dosis de AEO (P>0.05). Se concluye que el AEO puede ser una
alternativa como nutracéutico en la produccion animal; sin embargo, se requiere una mayor
investigacion, para conocer las dosis adecuadas que maximicen sus efectos nutracéuticos.
Palabras clave: comportamiento productivo, antihelmintico, rumen, metano, antioxidante.
(Fuentes: AGROVOC, MeSH, NAL).



OREGANO ESSENTIAL OIL Lippia graveolens AS A NUTRACEUTIC IN THE RATION
OF GROWING SHEEP
Adrian Mufoz Cuautle, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the nutraceutical effect of essential oregano oil (AEO),
which was obtained from (ORE®) Mexican oregano (Lippia graveolens). The phytochemical
compounds found in the highest concentration were carvacrol, p-cymene, caryophyllene, and
thymol with percentages of 50.21, 29.13, 4.16, and 3.72%, respectively. Three experiments were
performed in order to evaluate AEO. In the first experiment, three diets with the inclusion of 0
(contro), 0.02 and 0.04% of AEO were fed to 39 male sheep with an average age of three months.
It was evaluated the productive behavior, antioxidant activity, rumen variables, carcass quality,
and shelf-life of the meat. Data were analyzed using a completely randomized design and mean
comparison with the Tukey test. Results showed only differences (P<0.05) on meat crude protein
during shelf-life and on antioxidant activity (P <0.05) with the addition of 0.02 and 0.04% of AEO.
The second experiment was carried out to evaluate in vitro larvicidal activity of AEO in
gastrointestinal nematodes of sheep, with the inclusion of 0.02 and 0.04% of AEO. Dead larvae
count was performed at 24 h. Data were analyzed using a Kruskal Wallis test. Effectiveness of
AEOQO was 100% compared to the control treatment (P<0.0001). In the third experiment, in vitro
evaluation of methane production was performed at different times, testing condensed tannins or
AEOQ at different doses. Data were analyzed with a completely randomized design with repeated
measures over time. The results showed that methane production was not affected by the inclusion
of condensed tannins or the different doses of AEO (P> 0.05). It was concluded that AEO might
be an alternative in animal production. However, it is necessary to carry out more investigations

in order to find adequate doses to enhance its nutraceutical effects.

Key words: productive behavior, anthelmintic, rumen, methane, antioxidant. (Sources:
AGROVOC, MeSH, NAL).
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INTRODUCCION GENERAL

Las tendencias actuales en los habitos de consumo, asi como las formas de produccién de los
alimentos, obligan a los productores a implementar continuamente estrategias nutricionales;
alternativas que no afecten la salud de los consumidores, cumplan las caracteristicas requeridas
del mercado y sean amigables con el medio ambiente (McGrath et al., 2018). Dentro de estas
alternativas, que mejoran la tasa de crecimiento y la eficiencia en la utilizacion de nutrientes de
los animales, ademas de reducir la morbilidad y mortalidad, se encuentran algunos &cidos
organicos, enzimas alimentarias, probidticos, prebidticos, extractos y aceites esenciales (Jayasena
y Jo, 2013; Rivaroli et al., 2016) estos compuestos pueden considerarse como nutracéuticos, cuya
funcidn es el tratamiento o prevencion de enfermedades o trastornos, en particular son nutrientes
que han sido estandarizados y tienen un grado farmacéutico (Ashton et al., 2019). Los aceites
esenciales considerados como nutracéuticos, son sintetizados por la planta para protecciéon de
depredadores como los animales herbivoros, se les ha atribuido efectos antibacterianos, antivirales,
antifungicos, insecticidas y también pueden repeler o atraer insectos (Bakkali et al., 2008). Los
aceites esenciales son uno de los productos importantes de la industria agricola, debido a su uso
en alimentos, bebidas, industria cosmética y productos farmacéuticos (Teixeira et al., 2013). Sus
caracteristicas y rendimiento depende de diversos factores incluidos el tipo de planta, clima,
ubicacion geografica, condiciones edaficas, cosecha, almacenamiento y método de extraccion,
ademas de la variabilidad genética (Hernandez et al., 2019; Hussain et al., 2008). La composicion
quimica de los aceites esenciales es una mezcla compleja que puede tener de 20 a 60 componentes
y varian en su concentracion; la mayoria de los componentes se encuentran presentes en trazas y
dos o tres se encuentran en concentraciones altas (20-70%). Se tienen dos grupos de compuestos:
los terpenos y terpenoides y otro de compuestos aromaticos y constituyentes alifaticos, ambos
grupos de bajo peso molecular (Bakkali et al., 2008). Dentro de los aceites esenciales, el de
orégano ha resultado efectivo como antioxidante, analgésico, bactericida, fungicida y
antiparasitario; estos efectos se atribuyen principalmente a dos compuestos que se encuentran en
mayor concentracion: timol y carvacrol (Bhargava et al., 2015; Rivera et al., 2018). El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto nutracéutico del aceite esencial de orégano (AEO) L. graveolens
en la dieta de ovinos en crecimiento y como antihelmintico, ademas del efecto in vitro en la

reduccién de metano.



Justificacion

La produccion de ovinos en México no cubre la demanda interna de consumo. Se buscan
alternativas que puedan mejorar la produccién, por lo que en este estudio se considera al AEO
(Lippia graveolens) para mejorar el comportamiento productivo, elevar la vida de anaquel de la
carne de ovino, asi como su efecto en la disminucion de produccion de metano y eliminacién de

larvas, lo que puede representar una mejora en la eficiencia del sistema de produccion ovina.

Planteamiento del problema

El uso indiscriminado de productos quimicos, utilizados en los sistemas de produccién animal,
originan problemas de contaminacion ambiental y de los alimentos, por lo que se buscan
alternativas, que no presenten efectos negativos (Gutiérrez et al., 2013) ademas de ocasionar la
trasferencia de genes de resistencia a bacterias patdgenas por lo que en paises de la Union Europea,
esta prohibido el uso de los antibi6ticos como promotores de crecimiento. Tras esta prohibicion se
ha promovido el desarrollo de alternativas que tengan un efecto similar a los antibiéticos, pero que
sean seguras y no tengan efectos nocivos para la salud humana y el ambiente. Dentro de estas
alternativas se han utilizado como principales opciones los acidos organicos, las enzimas, los
extractos vegetales, los probidticos y los prebidticos. La adopcion de estas tecnologias representa
un reto, por lo que se debe seguir con la busqueda de nuevos productos, que cumplan con la
garantias higiénico-sanitarias adecuadas y demuestren su eficacia para mejorar los indices de

conversion de los animales (Rodriguez et al., 2013).



Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto del aceite esencial de orégano L. graveolens como nutracéutico en la dieta de

ovinos en crecimiento.

Objetivos especificos

Evaluar el comportamiento productivo de ovinos al incluir aceite esencial de orégano L.
graveolens en la dieta.

Determinar la produccion de gas y metano in vitro al incluir aceite esencial de orégano L.
graveolens.

Determinar el efecto antihelmintico in vitro del aceite esencial de orégano L. graveolens.

Hipotesis

El uso del aceite esencial de orégano (L. graveolens) tendra un efecto nutracéutico en la
alimentacion de ovinos en crecimiento.
El aceite esencial de orégano (L. graveolens) reducira la produccion de metano y tendra un efecto

antihelmintico en la evaluacién in vitro.
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REVISION DE LITERATURA
ACEITE ESENCIAL DE OREGANO EN LA DIETA DE ANIMALES DE PRODUCCION

Actualmente la poblacion exige alimentos de alta calidad e inocuos, por lo que se buscan
alternativas que no afecten las caracteristicas de los alimentos pero que aumenten la produccion;
entre éstas se encuentra el uso de compuestos secundarios de las plantas y sus aceites esenciales
(Mahgoub et al., 2019). El orégano es una planta que se cultiva en diversas partes del mundo,
dadas sus caracteristicas tiene valor comercial como condimento, especia, ademas de poseer
propiedades nutracéuticas. A nivel mundial Turquia es el principal productor, seguido de México
(Garcia et al., 2012). Alrededor de 40 especies se conocen con el nombre genérico de orégano,
estas pertenecen a cuatro familias botanicas de plantas aromaticas (Ortiz, 2018); algunas son
endémicas de México. Los principales productores de orégano a nivel nacional son: Baja
California, Baja California Sur, Chihuahua, Estado de México y Oaxaca, con una superficie
cultivada de 57.16 ha y una produccion de 117.37 t (SIAP, 2018). Oreganum y Lippia son los dos
géneros mas utilizados, el primero se obtiene por medio de cultivos y el segundo generalmente se
encuentra en forma silvestre (Garcia et al., 2012). Los aceites esenciales se caracterizan por poseer
un fuerte olor, se componen de metabolitos secundarios complejos y volatiles, a los que se les
atribuye actividad bactericida, viricida y fungicida ademas de propiedades medicinales, se usan
como analgésicos, anestésicos, antimicrobianos, sedantes, antinflamatorios y espasmoliticos. Los
aceites esenciales tienen mayor importancia en la industria alimentaria y farmacéutica (Bakkali
et al., 2008). EI AEO posee diversos compuestos, los que se encuentran en mayor concentracion
son los terpenos de carvacrol y timol (Amadio et al., 2011). EI AEO es considerado una alternativa
en la produccién animal ya que no representa un riesgo para el consumidor y tiene efectos

nutracéuticos, mejorando la productividad de las especies de produccion (Zeng et al., 2015).

Uso de aceite esencial de orégano en aves

Se han realizado diversos estudios con AEO donde se han observado efectos positivos en el

crecimiento de pollos de engorda. Rewatkar et al. (2019) evaluaron el efecto en los valores

sanguineos Yy respuesta inmune de pollos broiler al utilizar cuatro dietas: TO dieta estandar para

pollos de engorda segun BIS (2007), T1 dieta estandar para pollos de engorda (BIS, 2007) + AEO

(Origanum vulgare 0.015 mg kg de alimento), T2 dieta estandar para pollos de engorda +
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probittico encapsulado (Saccharomyces cerevisae 200 g t™* de alimento), T3 dieta estandar para
pollos de engorda segun (BIS 2007) + AEO (O. vulgare a 0.015 mg kg de alimento) + probidtico
encapsulado (S. cerevisae a 200 g t* de alimento). Los resultados en el contenido de colesterol
fueron diferentes (P<0.05). El tratamiento testigo presento el valor més alto (180.75 + 1.33) y el
valor méas bajo (160.59 + 1.83) se observé en la dieta suplementada con AEO y probidtico
encapsulado (S. cerevisae), la proteina total en suero tuvo valores mas altos con la mezcla de AEO
y S. cerevisae en comparacion con el testigo (P<0.05). La respuesta inmune no se vio afectada por
ninguno de los tratamientos (P>0.05). Ri et al. (2017) evaluaron el comportamiento productivo,
estado antioxidante y calidad de la carne de pollo de engorda (Arbor Acres) de diferentes dietas,
una basal TO. Dieta basal + 20 mg kg™ de dieta de antibi6tico quimico (virginiamicina) T1. Dieta
basal + 150 mg kg de dieta de O. vulgare T2. El consumo diario de alimento fue diferente
(P<0.05) con medias superiores en los tratamientos suplementados con el antibiético y O. vulgare
en comparacion con el tratamiento testigo. La capacidad antioxidante total también fue diferente
(P<0.05) el tratamiento con inclusion de O. vulgare fue el que presentd el mayor valor (11.46 U
ml de suero), en tanto que el testigo presentd el mas bajo (2.47 U ml? de suero). La respuesta
inmune y caracteristicas fisico-quimicas de la canal no presentaron diferencias (P>0.05). En una
prueba de comportamiento productivo realizada por Tzora etal. (2017) se evaluaron cinco
tratamientos en pollos de engorde (Ross-308), el tratamiento testigo (T0), el segundo tratamiento
(T1) se complementd con la adicion de atapulgita, (polvo Ultrafed, con 80% de atapulgita;
Geohellas S.A.) en dosis de 3 g kg de alimento, la dieta del tercer tratamiento (T2) fue adicionada
con polvo Ecodiar, que contenia 5% de AEO (Ecofarm Hellas S.A.) en concentracion de 0.5 g kg
1 de alimento, el cuarto tratamiento (T3) se adiciond con acido benzoico (polvo Vevovital con
acido benzoico al 100%; DSM S.A.) agregando 1g kg* de alimento, al quinto tratamiento se agrego
una mezcla de atapulgita, AEO y acido benzoico con las siguientes dosis 3 g kg, 0.5gkgly1g
kg! de alimento. Las caracteristicas productivas, ganancia de peso, consumo de alimento,
conversion alimenticia, peso del masculo a los 42 dias (pechuga y muslo), presentaron diferencias
significativas (P<0.05), donde los valores de los tratamientos adicionados con atapulgita, AEO,
acido benzoico y su mezcla fueron mas altos en comparacion al tratamiento testigo, en tanto que
la composicién quimica de la carne (pechuga y muslo) no presentaron diferencias (P>0.05). La
proliferacion celular (namero de nucleos de enterocitos) en el intestino delgado en los tratamientos
T2 y T4 en duodeno y yeyuno tuvieron valores mas altos (P<0.05) en comparacion con el
7



tratamiento testigo, no asi en la porcion del ileon (P>0.05), lo que sugiere un efecto benéfico dada
la estrecha relacion entre la asimilacion de nutrientes y la cantidad de enterocitos. En el estudio de
Skoufos et al. (2016) se utilizaron pollos (Ross-308), los que fueron asignados a dos tratamientos;
TO tratamiento testigo y T1 tratamiento con adicion de una mezcla de (polvo Ecodiar, que contenia
5% de AEO) en dosis de 300 g t™* de alimento y polvo Ultrafed, con 80% de atapulgita, 3 kg t* de
alimento. Los resultados mostraron diferencias (P<0.05) en el peso corporal, donde el tratamiento
con la mezcla de AEO vy atapulgita presentd un valor mayor en comparacion con la dieta testigo.
La morfologia intestinal en la altura de las vellosidades del ileon tuvo un valor més alto en el
tratamiento en el que se utiliz6 la mezcla de AEO y atapulgita mostrando diferencias (P<0.05) en
comparacion con el testigo. EI conteo de microorganismos coliformes presentd diferencias
(P<0.05), el valor més alto lo fue para el tratamiento testigo. Estos resultados mostraron un efecto
positivo en la microbiota intestinal del ileon. En el trabajo realizado por Giannenas et al. (2016)
se evaluaron cuatro tratamientos en pollos de engorda: el testigo (T0), el segundo tratamiento (T1)
se suplement6 con polvo Ecodiar, que contenia 5% de AEO (500 g t* de alimento), al tercer
tratamiento (T2) se agreg6 polvo Panorama, que contenia 0.5% de aceite esencial de laurel (200 g
t1) de alimento, el cuarto tratamiento (T3) fue la mezcla de polvo Ecodiar (500 g t* de alimento)
y polvo Panorama (200 g t* de alimento). Al finalizar la prueba, los pollos fueron sacrificados y
se tomaron muestras de carne (pechuga y muslo) asi como de intestino. Se observaron diferencias
(P<0.05) al suplementar AEO en el peso corporal, conversion alimenticia y mortalidad en
comparacion al testigo. Los tratamientos no presentaron diferencias (P>0.05) en la composicién
quimica de la carne. La microflora intestinal del ileon y ciego present6 valores significativamente
(P<0.05) maés altos de Lactobacilli spp. y Bifidobacteria spp. en los tratamientos con AEO y un
conteo menor de coliformes totales (P<0.05) en comparacion con el tratamiento testigo. Los
tratamientos suplementados con AEO también presentaron valores mas altos (P<0.05) en la altura
de las vellosidades intestinales en duodeno, yeyuno e ileon. Por su parte Silva et al. (2015)
evaluaron el uso de AEO (L. berlandieri Schauer) con variaciones en la concentracion de timol y
carvacrol. El primer tratamiento (AEO MOO1) contenia 4% de timol y 60% de carvacrol, el
segundo (AEO MOQ2) 40% de timol y 20% de carvacrol. Se utilizaron nueve tratamientos, que
se obtuvieron de las combinaciones de MOO1 + MOO?2 en dosis de 0, 400, y 800 mg kg-1 de
alimento: 0 + 0, 0 + 400, 0 + 800, 400 + 0, 400 + 400, 400 + 800, 800 + 0, 800 + 400 y 800 + 800.
Los resultados mostraron que el comportamiento productivo de pollos de engorda linea (Ross),
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fue diferente (P<0.05) por efecto del tratamiento en peso corporal, consumo de alimento, consumo
de agua, eficiencia alimenticia y ganancia de peso, presentando valores mas altos los tratamientos

con algun nivel de inclusion de AEO, mejorando la produccion.

Uso de aceite esencial de orégano en cerdos

El uso de alternativas no convencionales, como los aceites esenciales, ha permitido observar
efectos positivos sin el efecto dafiino de los aditivos y conservadores sintéticos (Flores et al.,
2016). Algunos estudios demuestran el efecto benéfico en pruebas de comportamiento productivo,
actividad antioxidante, microbiota intestinal, aprovechamiento de nutrientes y calidad de la carne.
Ranucci et al. (2015) evaluaron el uso de AEO (O. vulgare) mezclado con extracto de madera de
castafio (Castanea sativa) con un porcentaje de inclusién de 0.2% en la dieta, la mezcla estaba
compuesta de partes iguales de AEO y extracto de madera de castafio, esta se proporciono a los
cerdos en los dias 1, 95 y 155 de edad. Las variables productivas de peso vivo, ganancia diaria de
peso y peso de la canal caliente no presentaron diferencias significativas por efecto del tratamiento.
En relacion al estado oxidativo de la carne de cerdo, presento diferencias (P<0.05) con valores mas
bajos en el tratamiento con AEQ, asi como la oxidacion de lipidos que fue menor en el tratamiento
con suplementacion de AEO. El color en carne cruda no fue diferente (P>0.05), sin embargo, en
carne cocida el tratamiento con suplemento de AEO present6 los valores mas bajos (P<0.05) en
los parametros (luminosidad) L* y (matiz) H* y el valor mas alto (P<0.05) para el parametro
(coordenadas rojo/verde) a*. La pérdida por coccion, pérdida por goteo y los valores de fuerza de
corte no presentaron diferencias (P>0.05) por efecto de la inclusién de AEO. El analisis sensorial
de la carne de animales suplementados con el AEO, recibié puntuaciones mas altas (P>0.05) para
color y sabor, asi como en el gusto general. En un estudio realizado por Zhang et al. (2015) se
evalud el efecto de la capacidad oxidativa en el transporte de cerdos al suplementar AEO en polvo,
con un contenido de 5% de AEO de O. vulgare, en el estudio se probaron tres dietas: una dieta
testigo, otra con la adicion de 200 mg kg* de alimento de vitamina E (VE) y la tercera con 25 mg
de AEO por kg de alimento, las que se ofrecieron por 28 dias. Ademas de que los grupos se
dividieron en dos subgrupos uno (NS) con baja densidad en el transporte y descanso por 20 h, y
otro (TS) con alta densidad en el transporte y ruta ordinaria por 5 h. Los resultados mostraron que
hubo diferencias en la concentracion de cortisol en la interaccion transporte x dieta (P<0.01),

siendo menor en el tratamiento con AEO vy el transporte TS, lo mismo se observo en la
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concentracion de norepinefrina (P<0.01). Janacua-Vidales etal. (2019) determinaron el
rendimiento en canal, andlisis sensorial y aceptacion de carne de cerdos machos y hembras
suplementados con una dienta con AEO el cual se extrajo de flores y hojas de orégano mexicano
(L. graveolens) con un contenido de carvacrol de (62.2% v/v), p-cimeno (6.8% v/v) y timol (5.9%
v/Vv). En el estudio se evaluo una dieta comercial mas 0 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm de
AEO kg de alimento; cada tratamiento fue asignado a 12 cerdos, seis hembras y seis machos. La
calidad y rendimiento de las canales se evaluaron 24 h después del sacrificio, usando el mdsculo
Longissimus dorsi para la evaluacion sensorial. La ganancia diaria promedio no presentd
diferencias significativas por tratamiento ni por género, ni la interaccion entre los dos factores. El
porcentaje de rendimiento de la canal fria presentd deferencias (P<0.05) debido al nivel de
inclusion y género, asi como la interaccion de ambos factores, presentando una tendencia de un
mejor rendimiento al aumentar el nivel de AEO. Los cerdos que fueron suplementados con 1000
y 2000 ppm de AEO presentaron una longitud de canal mayor en comparacion con el tratamiento
testigo, mientras que la suplementacion con 3000 ppm de AEO, presento diferencias (P<0.05) en
el rendimiento del lomo, hombros y tocino, con valores méas altos para los tratamientos con
inclusion de AEO. El andlisis sensorial indicé diferencias para el color rosa (P<0.05), el cual fue
mayor en la carne de cerdos alimentados con 2000 ppm de AEO. Las variables sabor y textura no
presentaron diferencias (P>0.05). La aceptacién de la carne por parte de los consumidores fue
evaluada como totalmente desagradable (TD), totalmente agradable (TA) y un valor intermedio ni
agradable, ni desagradable (AD). La carne de los animales a los que se les suplementaron 2000
ppm de AEO fue la més aceptada obteniendo la mayoria de respuestas TA (P<0.05). Esto en
comparacion con la carne del tratamiento testigo y con 3000 ppm de AEO que tuvieron menor

aceptacion por parte de los consumidores, con mayoria de respuestas TD.

Uso de aceite esencial de orégano en rumiantes

Los aceites esenciales en los rumiantes han sido utilizados para modificar la fermentacion ruminal.

Existen diversos estudios donde los resultados muestran un efecto benéfico en relacion a su

actividad antiséptica y antimicrobiana (Cobellis et al., 2016)

Ovinos

Zhou et al. (2019) realizaron un estudio donde probaron tres tratamientos, el primero sin adicion

de AEO, el segundo con adicion de 4 g de AEO d* por animal y el tercero con 7 g de AEO d! por
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animal, se evalué el pH ruminal, el cual no present6 diferencias (P>0.05). El conteo de
protozooarios se vio disminuido (P<0.05) en los tratamientos con inclusion de 4 g d*, se encontr6
que aumentd (P<0.05) la poblacion bacteriana, mientras que la inclusion de AEO en una dosis de
7 g d%, disminuyo (P<0.05) la poblacion microbiana en comparacion con el tratamiento testigo.
Gumis etal. (2017) realizaron una investigacion con corderos en la que evaluaron tres
tratamientos, el primero una dieta base (testigo), el segundo con la inclusion de 200 mg kg™ de
una preparacion comercial (Orego-Stim de Ecopharm Hellas S.A®) conteniendo 5% de AEO O.
vulgare subsp. Hirticum, y 95% de vehiculo inerte; el tercer tratamiento con inclusion de 400 mg
kg™ de Orego-Stim®. Los parametros de comportamiento productivo fueron similares (P>0.05)
con respecto al tratamiento testigo, asi como los niveles séricos de glucosa, urea, acido Urico y
triglicéridos. Los de fdésforo, sodio y cloro en suero fueron similares en los tres grupos, no asi para
el nivel de calcio y potasio, que disminuyeron (P<0.05) en el tratamiento con inclusion de 200 mg
kg de alimento en comparacion al tratamiento testigo y al tercer tratamiento. Los niveles séricos
de magnesio aumentaron (P<0.05) en el tratamiento con 200 mg de AEOQ. El perfil lipidico en
suero no presento diferencias entre tratamientos (P>0.05). La oxidacion lipidica en el tratamiento
con la dosis baja de AEO fue significativamente menor, en comparacion a la dosis alta de AEQO y
al tratamiento testigo. EI AEO no tuvo un efecto significativo sobre la actividad de la superoxido
dismutasa (P<0.05). Sin embargo, en la carne la actividad de la superéxido dismutasa fue menor
en el tratamiento con inclusién de 200 mg de AEO, comparada con el tratamiento testigo y la
inclusion de 400 mg de AEO (P<0.05). La actividad enzimatica de la catalasa y glutation en el
higado y carne tuvo efecto (P<0.05) al incluir las dosis de AEO, aumentando la actividad de la
catalasa y glutation.

En otro estudio realizado por Imik et al. (2018) evaluaron la calidad de carne de corderos
alimentados con tres tratamientos, dieta basal como testigo, el segundo tratamiento fue la dieta
basal mas 200 mg de AEO kg de alimento, y el tres recibi6 una racion basal mas 400 mg de AEO
kg™ de alimento, utilizando Orego-Stim de Ecopharm Hellas S.A®, con un contenido de 5% de
AEO (O. vulgare subsp. Hirticum) y 95% de vehiculo inerte. Los resultados al evaluar la calidad
de la carne mostraron que la actividad del agua (Aw) no presentd diferencias por efecto de
tratamiento, tampoco en el tiempo de almacenamiento, ni en la interaccién tratamiento y tiempo
de almacenamiento (P>0.05). El valor de pH fue diferente en el tiempo de almacenamiento. El

nivel de TBARS en el musculo Longissimus dorsi fue menor en el tratamiento con 200 mg de
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AEOQ, con efecto por tratamiento, tiempo de almacenamiento e interaccion tratamiento y tiempo
de almacenamiento (P<0.05). La inclusion de 200 mg kg™ de AEO en la dieta de corderos afectd
el color de la carne del masculo Longissimus dorsi el valor L* aumento y disminuyo el valor de
a* (P<0.05); al adicionar 400 mg kg™ de AEO disminuyo el valor de L* (P<0.05). Los valores de
(coordenadas amarillo/azul) b* fueron variables por efecto del tratamiento, tiempo de
almacenamiento y la interaccion tratamiento y tiempo de almacenamiento (P<0.05). La inclusion
de las distintas dosis de AEO previno el crecimiento de bacterias de los géneros Micrococcus y
Staphylococcus en la carne, este efecto se mantuvo durante el tiempo de almacenamiento evaluado,
siendo diferente (P<0.05) al tratamiento testigo. El efecto contra Pseudomonas spp. fue diferente
(P<0.05) en el tratamiento con 200 mg de AEO con valores menores para los dias 1, 5, 7, 11y 13.
La dosis de 400 mg solo tuvo efecto en el dia 11 del periodo de almacenamiento.

Bovinos

En becerros se ha utilizado AEO agregado al sustituto de leche, para ver su efecto en el sindrome
de diarrea neonatal. En el estudio realizado por Ozkaya et al. (2018), se formaron cuatro grupos
de becerros: TO tratamiento testigo; T1 inclusion de 1% de AEO kg de dieta; T2 inclusion de
1.5% de AEO kg? de dieta y T3 inclusion de 2% de AEO kg™ de dieta. No se encontraron
diferencias (P>0.05) en el peso vivo y medidas del cuerpo, pero la ingesta de alimento fue mayor
en los animales suplementados con AEO al 2%. La actividad antioxidante fue mayor en el
tratamiento con inclusion de 2% de AEO, mostrando diferencias (P<0.05) en comparacion con los
otros tratamientos. La suplementacion con 2% de AEO tuvo efecto (P<0.05) contra
Enterobacteriaceae. La firmeza fecal en las heces de los terneros suplementados con AEO
(P<0.05) fue diferente, con puntuaciones de firmeza mayores que para el tratamiento testigo. La
frecuencia de pulso fue mayor en los grupos con adicion de AEO en comparacion con el
tratamiento testigo (P<0.05). El efecto de la adicién de AEO en la frecuencia de dias que los
animales presentaron secrecion nasal, secrecion ocular y diarrea fueron diferentes (P<0.05). Se
observaron valores mas bajos en los tratamientos con AEO en comparacion con el tratamiento
testigo. Se observaron efectos positivos al incluir el AEO. Lejonklev et al. (2016) trabajaron con
vacas lecheras, evaluando la adicion de AEO (O. vulgare) y comino silvestre (Carum carvi); los
aceites esenciales se agregaron a 0.2 g de aceite kg™ MS para el nivel bajo y 1.0 g de aceite kg
MS para el nivel alto. Los resultados no mostraron diferencias (P<0.05) en las emisiones de

metano. Los atributos sensoriales de la leche si presentaron diferencias (P<0.05) presentando
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valores mas altos para los tratamientos de comino silvestre (alto y bajo) y AEO (bajo). EI AEO
(alto) no presentd diferencia (P>0.05) con respecto al testigo. En otro estudio se evalud la
produccion de metano al adicionar AEO, se utilizaron dos fuentes de orégano (O. vulgare. spp
vulgare y O. vulgare spp hirtum), se evaluaron siete tratamientos: una dieta testigo, dieta testigo
mas inclusion de 18, 36 y 53 g kg-1 de alimento de O. vulgare. spp vulgare y las mismas dosis de
orégano O. vulgare spp hirtum. La fermentacidn ruminal no se vio afectada por ninguna de las dos
fuentes de orégano (P>0.05). La produccion de metano tampoco mostré diferencias (P>0.05) en
ninguno de los tratamientos evaluados (Olijhoek et al., 2019). En el estudio realizado por Grandi
et al. (2016) con vaquillas lecheras de remplazo, se estudio el efecto de la adicion de AEO en la
prevalencia y dindmica de desprendimiento de oocistos de Eimeria spp. adquiridos naturalmente,
probando dos tratamientos, uno testigo y otro con la inclusion de AEO (2.0 mg kg * de peso
corporal), se tomaron muestras fecales directamente del recto de las vaquillas a los 30, 45, 60, 90,
120 y 150 dias de edad y se cuantificaron los ooquistes de Eimeria spp. Los resultados no
mostraron diferencias (P>0.05) en la prevalencia de infeccion entre ambos grupos, por lo que no
se demostro actividad coccidicida.

Caprinos

Lei et al. (2018) estudiaron la inclusion de AEO y cobalto (Co) en cabrios de Cachemira, utilizando
el producto Rum-A-Fresh® con un contenido de Co de 0.75% y 1.3% de AEO. Los tratamientos
evaluados fueron tres, un testigo, en el segundo se agregaron 52 y en el tercero 92 mg dia™* animal-
! de Rum-A-Fresh®. Los resultados mostraron que la suplementacion con la mezcla de AEO y Co
en dosis de 52 y 92 mg, tuvieron valores mas altos (P<0.05) en las medias de peso final, ganancia
diaria de peso y conversion alimenticia en comparacion con el tratamiento testigo. EI marmoleo
de la carne, peso de la canal, porcentaje de rendimiento, porcentaje neto de carne, relacion carne-
hueso y grasa perianal fueron diferentes (P<0.05) con medias superiores en los tratamientos con
52 y 92 mg de la mezcla de AEO y Co, en comparacion con el tratamiento testigo. La calidad de
la carne presentd diferencias en el porcentaje de carne cocida, con valores mas altos para los
tratamientos con inclusion de la mezcla de AEO y Co. El acido miristico tuvo un valor menor en
el tratamiento con 92 mg de la mezcla, siendo diferente (P<0.05) a los tratamientos con 0 y 52 mg.
La concentracion de acidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados, y saturados fue similar
(P>0.05) entre tratamientos. Lei et al. (2019) evaluaron diferentes variables ruminales en cabras
con tres niveles de Rum-A-Fresh® (Co 0.75%, 1.3% de AEO), testigo, 52 y 91 mg dia™ animal. La
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inclusién de 52 mg mostro un pH ruminal més bajo que los otros tratamientos (P<0.05); la cantidad
de NHs-N en rumen disminuyo significativamente con los tratamientos con inclusion de la mezcla
de AEO y Co. La cantidad de acetato tuvo un valor més alto con la dieta con 52 mg en comparacion
con los tratamientos con inclusion de 0 y 91mg (P<0.05). Los niveles de propionato y butirato no
fueron diferentes (P>0.05) entre tratamientos. La altura de las vellosidades en la parte del rumen
dorsal fue mayor en el tratamiento testigo (P<0.05). El tratamiento con 91 mg aumento
significativamente el ancho de las vellosidades en el saco ruminal dorsal (P<0.05). EI metagenoma
mostro que las comunidades bacterianas de Bacteroides spp. y Succinivibrio spp. se asociaron a la
produccién de AGV’s con adicion de AEO a la dieta, reflejando un mejor metabolismo

fermentativo del rumen.

Uso de aceite esencial de orégano en peces

En peces se ha evaluado el comportamiento productivo al incluir AEO, dado los componentes
activos que contiene, ademas de ser una opcion que no representa un riesgo y tiene funcion
terapéutica (Aanyu et al., 2018). EI AEO en dietas de peces aumenta su crecimiento, ademas de
elevar la resistencia a enfermedades y mejorar su supervivencia (El-Hawarry et al., 2018;
Radhakrishnan et al., 2015). Mabrok y Wahdan (2018) realizaron un estudio con Tilapia zillii
alimentada con una dieta basal mas la inclusion de AEO (1 g kg™ de alimento), en donde las tilapias
fueron desafiadas con Vibrio anguillarum; los resultados mostraron el efecto (P<0.05) bactericida
del AEO a las 12 y 24 h posteriores en comparacion con las que sélo se alimentaron con la dieta
basal. Otra investigacién mostré que la suplementacion con AEO en la dieta de Cyprinus carpio
con 0, 500, 1500 y 4500 mg kg de alimento, extraido de Origanum vulgare, que los niveles de
proteasa y lipasa fueron significativamente mayores (P<0.05) con la inclusién de 1500 y 4500 mg
de AEO kg de alimento y la amilasa fue mayor (P<0.05) en el tratamiento con mayor inclusion
de AEO en comparacion con los demas tratamientos. La suplementacion en el alimento con AEO
aumento los niveles de lisozima (P<0.05), y las proteinas del complemento C3 (P<0.05) y
complemento del anticuerpo C4 (P<0.05), la actividad de la superoxido dismutasa y glutation
peroxidasa en los grupos suplementados con AEO fueron mayores (P<0.05) al tratamiento testigo,
por lo que la actividad antioxidante aumento6 con el AEO. El nivel de malondialdehido disminuyd
significativamente en todos los tratamientos con inclusion de AEO en comparacion con el
tratamiento testigo (P<0.05). La expresion génica intestinal fue diferente (P<0.05), presentando el
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valor mas bajo para la expresion de TNF-a con la dosis de 500 mg de AEO kg™ de alimento, la
expresion de TGF-B disminuyd6 significativamente en todos los tratamientos con AEO (P<0.05),
la interleucina 1B (IL-1B) no fue diferente (P>0.05). La supervivencia acumulativa de C. carpio
fue mayor con la suplementacion con AEO, siendo diferentes (P<0.05) en comparacion al
tratamiento testigo. El tratamiento con inclusion de 4500 mg de AEO kg* de alimento tuvo
resultados favorables (P<0.05) en la composicion de la biota microbiana del intestino (Zhang et al.,
2020). Mizuno etal. (2018) evaluaron AEO contra ectoparasitos, observando que la
suplementacion del aceite en dosis de 0.02% mostro ser preventivo contra la infeccion generada
por Ichthyobodo salmonelis y Trichodina truttae en juveniles de Oncorhynchus keta, en

comparacion con el tratamiento testigo (P<0.05), mostrando su accién como antiparasitario.

Uso de aceite esencial de orégano en otras especies

En jabali se evaluo la actividad antioxidante en semen, al proporcionar a los animales tratamientos
con diferentes niveles de inclusion de AEO, un tratamiento testigo, con la adicion de 100 mg kg™
de alimento de acetato de a-tocoferilo, y tratamientos suplementados con 250, 500 y 750 mg kg
de AEO. Los resultados mostraron que ninguno de los tratamientos con inclusion de AEO tuvo
efecto sobre la produccion o la motilidad del esperma. El contenido de a-tocoferol espermatico,
mostro valores mas altos en los animales tratados con inclusion de 500 y 750 mg kg™ de AEO, en
comparacion a los del tratamiento testigo, por lo que existe una mayor retencion de a-tocoferol.
La dosis de 500 y 750 mg kg de alimento de AEO produjeron valores mas bajos (P<0.05) de
especies reactivas al oxigeno lo que sugirio una actividad antioxidante en los espermatozoides de
jabalis (Liu et al., 2017).

El uso del AEO ha mostrado su actividad antioxidante, antiparasitaria, bactericida y antifingica
en diferentes especies, lo que indica que puede utilizarse como aditivo en produccion animal. Sin
embargo, dada la variacion de las dosis investigadas y los diferentes compuestos activos usados
los resultados no han sido consistentes, por lo que es necesario realizar mas estudios con AEO,
para tener un mayor conocimiento de los efectos que tiene en los animales, asi como establecer las
dosis y compuestos activos mas adecuados para usarse en las diferentes especies animales de

importancia econémica.
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CAPITULO 1. EFECTO DE LA INCLUSION DE ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO EN LA DIETA DE OVINOS EN CRECIMIENTO

1.1 RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento productivo, variables ruminales,
rendimiento de la canal, balance de nitrgeno, actividad antioxidante en la carne y vida de anaquel,
al incluir aceite esencial de orégano (AEO) Ore® en la dieta de ovinos en crecimiento. Se utilizaron
39 ovinos machos recién destetados con una edad promedio de tres meses, los que se distribuyeron
en forma aleatoria a tres tratamientos con inclusion de 0, 0.02 y 0.04 % de AEO. El analisis de
datos de comportamiento productivo, variables ruminales, balance de nitrogeno, rendimiento de
canal y actividad antioxidante de la carne se realiz6 mediante un disefio completamente al azar y
comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey (P<0.05). Los datos de vida de anaquel
se analizaron mediante el procedimiento PROC MIXED, utilizando un disefio completamente al
azar. Los resultados mostraron que no hubo diferencias (P>0.05) en el consumo de materia seca
(CMS), ganancia diaria de peso (GDP) y conversion alimenticia (CA) entre los corderos de los
tres tratamientos. Las variables ruminales, balance de nitrogeno y rendimiento de canal fueron
similares (P>0.05) entre los corderos de los tres tratamientos. En los resultados de vida de anaquel
se observo que el porcentaje de proteina cruda aument6 en los corderos tratados con AEO,
encontrando efecto por tratamiento y tiempo (P<0.05), en tanto que la MS presentd diferencias
(P<0.05) debido al tiempo. En los valores de pH, extracto etéreo y cenizas, no se observaron
diferencias (P>0.05). La actividad antioxidante fue mayor (P<0.05) en los tratamientos con
inclusién de AEO. EI comportamiento productivo, variables ruminales, balance de nitrégeno y
rendimiento de canal, no fueron diferentes con la inclusion de AEO. EI AEO mantiene estable la
PC de la carne y mejora su actividad antioxidante, aumentado la vida de anaquel.

Palabras clave: timol, carvacrol, corderos, carne. (Fuentes: MeSH, NAL).

1.2 ABSTRACT
The objective of this work was to evaluate the productive behavior, ruminal variables, carcass
performance, nitrogen balance, and antioxidant activity in meat and shelf life when Ore® essential
oil of oregano (AEO) was included in the diet of growing sheep. Thirty-nine weaned male sheep

with an average age of three months were used for this experiment. They were randomly
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distributed to three treatments with the inclusion of 0, 0.02, and 0.04% of AEO. The analysis of
data on productive behavior, ruminal variables, nitrogen balance, carcass yield and antioxidant
activity of meat were carried out using a completely randomized design and multiple comparisons
of means with the Tukey test (P <0.05). Shelf life data were analyzed using the PROC MIXED
procedure, using a completely randomized design. The results showed that there were no
differences (P> 0.05) in dry matter intake (DMI), daily weight gain (DWG), nitrogen balance and
feed conversion (FC), ruminal variables, nitrogen balance and carcass yield were similar (P> 0.05)
among treatments. Crude protein percentage increased through time (P<0.05) in all treatments with
AEQ. DM content was different (P < 0.05) due to the effect of time. pH, ether extract, and ash did
not show differences (P>0.05). The antioxidant activity was higher (P <0.05) for the treatments
with the inclusion of AEO than in control treatment. Productive behavior, ruminal variables,
nitrogen balance and carcass yield, were not different with the inclusion of AEO. AEO keeps the

meat's PC stable and improves its antioxidant activity, increases shelf life.

Key words: thymol, carvacrol, lambs, meat. (Sources: MeSH, DeCS).

2.3 INTRODUCCION
La industria pecuaria ha utilizado antibidticos a niveles subterapéuticos para mejorar la tasa de
crecimiento y la eficiencia de utilizacion de nutrientes, ademas de reducir la morbilidad y
mortalidad (Zeng et al., 2015). No obstante, ahora se tiene una restriccion en muchos paises en el
uso de antibio6ticos como aditivos, esto debido a la creciente proliferacion de bacterias resistentes,
por lo que se han buscado alternativas que sean inocuas para el consumidor. Dentro de estas
alternativas se encuentran algunos &cidos organicos, enzimas alimentarias, pro o prebioticos,
extractos y aceites esenciales (Jayasena y Jo, 2013; Rivaroli et al., 2016a). Los antioxidantes
inhiben la oxidacion de moléculas, evitando la generacion o propagacion de las especies reactivas
al oxigeno (ERO) que estan relacionadas con diversas patologias en humanos y en produccion
pecuaria (Garcia et al., 2012). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la
inclusién de AEO en la dieta sobre el comportamiento productivo de ovinos en crecimiento,

calidad de la canal y tiempo de anaquel de la carne.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Localizacion
La prueba de comportamiento productivo se realizd en el mddulo ovino del Colegio de
Postgraduados en el Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27°33"" N, 98° 5424""
0, y 2240 msnm). El clima presenta la siguiente clasificacion: C(w). (w)b1 templado sub-himedo
con lluvias en verano, precipitacion de 636.5 mm y temperatura anual de 15.2 °C (Garcia, 2004).
1.4.2 Aceite esencial de orégano
Se utilizé aceite esencial de orégano (AEQO) proveniente de orégano silvestre L. graveolens,
recolectado en los meses de agosto y septiembre (ORE, Saucillo, Chih). El aceite fue analizado
por cromatografia de gases-masas en el Laboratorio de Ecologia Quimica y Agroecologia del
Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad perteneciente a la UNAM. Este
aceite tiene certificacion como producto organico por BioAgriCert Certificate N° 00062_2017
control code MXBIO132k77W
1.4.3 Unidades experimentales
Para evaluar el comportamiento productivo de corderos Suffolk x Hampshire, se utilizaron 39
corderos machos, recién destetados, con una edad promedio de tres meses y peso vivo de 19 + 3.7
kg. Los corderos fueron alojados en corraletas individuales y recibieron una dosis de bacterina
(BIOBAC-11 vias, BIO ZOO 2.5 ml animal®?, via intramuscular). La distribucion de los
tratamientos a los corderos fue aleatoria; cada tratamiento tenia un total de 13 repeticiones. Los
corderos tuvieron un periodo de adaptacion de 20 dias y un periodo de prueba de 60 dias. Este
estudio se realizd de acuerdo al reglamento para el uso y cuidado de animales destinados a la
investigacion en el Colegio de Postgraduados (CP, 2019).
1.4.4 Dietas, manejo alimenticio y variables de estudio
Se utilizaron tres dietas isonitrogenadas e isoenergéticas (Cuadro 2.1), con la inclusion de 0, 0.02
y 0.04% de AEO, formuladas de acuerdo con los requerimientos indicados para ovinos en
crecimiento por NRC (2007).
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Cuadro 1.1 Ingredientes y composicion quimica (g 1001 MS) de las dietas experimentales.

Ingredientes % BS T1 T2 T3
Maiz, molido 54 53.98 53.96
Melaza 3 3 3
Urea 1 1 1
Pasta de soya 20 20 20
Rastrojo 20 20 20
Aceite esencial de orégano 0 0.02 0.04
Sal mineral* 2 2 2
Composicion quimica (g 100t MS)

MS 89.5 88.6 88.1
PC 17.59 17.42 17.39
EE 3.23 3.35 3.31
FDN 23.14 21.70 21.29
FDA 8.52 7.85 1.74
EM (Mcal kg?) 2.67 2.54 2.54

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO.
*Contenido de la sal mineral: CoSO4, 0.068%; CuSo0s, 1.04%; FeSQ,, 3.57%; Zn0O, 1.24%; MnSO4, 1.07%; IK,
0.052%; y NaCl, 92.96%.

La alimentacidn se realizd dos veces al dia, a las 9:00 y a las 14:00 h, los animales tuvieron acceso
al agua ad libitum. La ganancia diaria de peso (GDP) se calcul6 por la diferencia entre el peso final
y el peso inicial entre los dias transcurridos de cada pesaje. EI consumo de materia seca (CMS) se
obtuvo por la diferencia entre el alimento ofrecido y rechazado diariamente. Se calcul6 la
conversién alimenticia (CA) como la relacion de la cantidad de alimento consumido por dia y la
GDP. El érea del ojo del lomo (AOL) del masculo Longissimus dorsi y el espesor de grasa (EG)
se evaluaron a los 30 y 60 dias del periodo de prueba, por medio de un ultrasonido con un
transductor de sefial (17 cm modelo 5040 conectado a un equipo Aloka SSD-500 V), el
procesamiento de imagenes fue realizado con el software CUP (Centralized Ultrasound

Processing) utilizando el plano transeccional entre las 122 y 132 costillas (Delfa et al., 1995).
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1.4.5 Variables ruminales

La toma de muestra de liquido ruminal se realiz6 a los 60 dias del experimento, por medio de
sonda esofégica tres horas después de dar el alimento por la mafiana, para determinar pH,
concentracion de AGV’s y N-amoniacal. Las muestras de liquido ruminal se acidificaron con acido
metafosfdorico en una relacion 4:1, el pH se midio con un potenciémetro Thermo Scientific A121.
La concentracion de AGV's, (Erwin et al., 1961) se realiz6 con un cromatdgrafo de gases (HP
6890, USA), la determinacién de la concentracion de N-amoniacal se realiz6 con un
espectrofotometro Cary 1E Varian, USA (McCullough, 1967).

1.4.6 Balance de nitrogeno

Al concluir la prueba de comportamiento, se seleccionaron ocho corderos al azar por cada
tratamiento colocados en jaulas metabdlicas para la recoleccion de muestras de heces y orina
durante un periodo de 8 dias. Al finalizar los ocho dias de muestreo, se mezclaron las muestras
diarias de cada cordero, para obtener una sola muestra por animal. La recoleccion de orina total,
se realizo colocando recipientes bajo la jaula con 10 ml de &cido clorhidrico al 50% para evitar la
pérdida de amoniaco. La colecta de orina se realiz6 simultdneamente a la colecta de heces, las
muestras de orina de cada cordero fueron homogenizadas y se tomd una muestra de 100 ml para
su posterior analisis. El balance de nitrégeno se calcul6 mediante la formula de Harris (1970):
Balance de nitrogeno = nitrégeno consumido — nitrégeno excretado.

1.4.7 Determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas de la canal

Los corderos fueron sacrificados mediante decapitacion, previo ayuno de 12 h. Se calculd el
rendimiento de la canal caliente (RCC), y rendimiento bioldgico de la canal caliente (RBCC),

utilizando las siguientes formulas:

PCC
RCC = % 100]
PVS

PCC
RBCC = [<W> % 100]

PVS = peso en vivo al sacrificio.

PVV = peso vivo vacio (PVS — el peso del contenido gastrointestinal).

PCC = peso de la canal caliente.

Para la medicion de pH y temperatura se utilizé un potenciémetro (Hanna HL99163) con electrodo

de penetracion. La determinacion se realiz6 en el masculo Longissimus dorsi directamente en la
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canal, entre la vértebra toracica y la primera lumbar, registrando los valores a los 15 minutos
después del sacrificio.

1.4.8 Vida de anaquel

Se tomaron muestras de musculo Longissimus dorsi de los corderos sacrificados; este se cortd en
cinco porciones iguales para ser empaquetadas y almacenadas a -4 ° C para su posterior evaluacion
a las 24 h post mortem, y a los 3, 6, 12 y 24 dias, para determinar la vida de anaquel. Las variables
evaluadas en cada periodo fueron pH y temperatura mediante un potenciometro (Hanna HL99163).
En el analisis de composicion quimica de la carne se determind proteina cruda (PC), extracto etéreo
(EE), materia seca (MS) y cenizas de acuerdo a la metodologia propuesta por AOAC (2012)
1.4.9 Actividad antioxidante

Una muestra de musculo Longissimus dorsi se tomo de cada animal, se almacend a una temperatura
de -60 °C, durante 24 horas, posteriormente se liofiliz6 y moli6. Se determind la capacidad
antioxidante del ion férrico (FRAP) mediante la técnica descrita por Benzie y Strain (1999) y
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) descrita por Ohkawa et al., 1979).

1.4.10 Anélisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar para las variables de comportamiento productivo,
variables ruminales, balance de nitrégeno, rendimiento de la canal caliente y actividad
antioxidante. Con la informacion obtenida se realizaron analisis de varianza y se compararon las
medias de los tratamientos usando la prueba de Tukey mediante el procedimiento PROC GLM
(SAS, 2018). Las variables de vida de anaquel se analizaron con un procedimiento PROC MIXED

(SAS, 2018) y un disefio completamente al azar con medidas repetidas en el tiempo.

1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1 Aceite esencial de orégano

Los resultados del analisis cromatografico del AEO indicaron una proporcién de Timol/Carvacrol
de 6.9/93.1% En el analisis de cromatografia del AEO se observan trece compuestos, los cuales se
muestran en el Cuadro 2.2. La composicion de los polifenoles del AEO puede variar, dependiendo
del género de oregano, la especie y subespecie utilizada, ademas de la parte de la planta que se
destile (Amadio et al., 2011). Normalmente se presentan dos o tres componentes principales en
concentraciones altas: carvacrol, p-cimeno y timol (monoterpenos); y cariofileno (sesquiterpeno);

el resto de los compuestos en concentraciones traza. El factor relacionado con la obtencion de estas

25



concentraciones, es la técnica de extraccion. En este caso las concentraciones de monoterpenos se
tienen en un porcentaje mayor al usar la técnica de extraccion con vapor de agua (Cerdn Salazar y
Cardona Alzate, 2011).

Cuadro 1.2 Compuestos contenidos en el aceite esencial de orégano L. graveolens.

TR % Compuesto IK IK Adams
489 0.63 a-Pineno 936 932
599 3.12 b-Mirceno 992 988
6.60 3.00 a-Terpinino 1020 1014
6.82 29.13 p-Cimeno 1031 1020
6.89 0.66 D-Limoneno 1033 1024
10.65 0.96 4-Terpineol 1169 1155
12.13 0.66  Timol metil éter 1237 1232
13.61 3.72 Timol 1294 1289
13.97 50.21 Carvacrol 1315 1298
17.02 4.16 Cariofileno 1428 1417

17.44 0.74 Noidentificado 1445 1493
17.85 2.12 a-Cariofileno 1462 1452
18.47 0.88 Noidentificado 1487 1496

TR: tiempo de retencion en minutos, %: proporcion de la muestra, IK: indices Kovat (Kovats, 1965) experimentales

IK Adams: indices Kovat reportados por Adams (Adams, 1996).

2.5.2 Comportamiento productivo

Los resultados de la prueba de comportamiento en ovinos en crecimiento se muestran en el Cuadro
2.3. El efecto del AEO en la produccion puede verse afectado por su tipo, composicion,
condiciones de procesamiento y conservacion, esto determina sus propiedades bioldgicas (Bakkali
et al., 2008).
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Cuadro 1.3 Variables productivas de ovinos alimentados con diferentes dosis de AEO en la

dieta.

Tratamientos

Variables Tl T2 T3 EEM P<F

PI (kg) 29.05 27.93 29.49 2.95 0.3942
PF (kg) 48.83 48.29 48.94 3.85 0.8985
CMS (kg) 1.54 1.51 1.53 0.12 0.8530
GDP (kgd?) 0.329 0.339 0.324 0.04 0.7301
CA 4.61 4.40 4.66 0.58 0.4772
EG (mm) 3.46 3.58 3.69 0.50 0.5132
AOL (mm?)  1233.69 1194.42 1176.62 88.36 0.2561

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusién de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO, PI1=Peso
inicial, PF=Peso final, CMS=Consumo de materia seca, GDP=Ganancia diaria de peso, CA=Conversién alimenticia,
EG=Espesor de grasa dorsal, AOL=Area del musculo Longissimus dorsi. EEM=error estandar de la media. No se

encontraron diferencias significativas (P>0.05).

La adicion de 0.02 y 0.04% de AEO en la dieta no disminuy6 el consumo de materia seca, el peso
final, ganancia diaria de peso y conversion alimenticia (P<0.05). Estos resultados son similares a
los que obtuvieron Giimiis et al. (2017) en un estudio donde evaluaron la inclusion de 2000 g tty
4000 gt de (Orego-Stim de Ecopharm Hellas S.A, Kilkis, Grecia), con un contenido de 5% de
AEOQO (O. vulgare subsp. Hirticum) y 95% de vehiculo inerte a la dieta de corderos, sin que
observaran diferencias. En el estudio realizado por Unal Baruh y Kocabagli (2017), tampoco
encontraron diferencias (P>0.05) en las variables de peso al incluir AEO en la dieta de corderos.
En becerros suplementados con AEO al 1% y 1.5% no se presentaron diferencias significativas en
el peso final y consumo de alimento (Ozkaya et al., 2018). Sin embargo, otros estudios muestran
diferencias, observando valores més altos en los tratamientos con inclusion de AEO. El uso de
AEO en corderos, mostrd un peso corporal de 23.07 kg al incluir 2 g dia? de OILIS SD
(NEOVIA/Francia que es una mezcla del AEO O. vulgare y aceite esencial de Citrus spp. el cual
fue mayor (P<0.05) en comparacion al tratamiento testigo que tuvo un valor para el peso corporal
de corderos de 20.43 kg (Dudko etal., 2018). Los resultados positivos encontrados en esta

investigacion pueden deberse a que debido a que se utilizaron dos aceites esenciales distintos, pudo
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haberse presentado una interaccion de los compuestos con un efecto sinérgico, lo que favorecio la
efectividad de la mezcla en el comportamiento productivo de los corderos (Marie et al., 2009). En
cabras al proporcionar una mezcla de AEO y Co en dosis de 52 y 92 mg dia™! por animal, se
obtuvieron los valores més altos (P<0.05) en las variables de peso final, ganancia diaria de peso y
peso de la canal, en comparacion con el tratamiento testigo (Lei et al., 2018).

1.5.3 Variables ruminales

Las variables ruminales (Cuadro 2.4) no se vieron afectadas al incluir AEO. El valor de pH se
encontrd dentro del rango normal en el rumen (Ojeda et al., 2012). EI pH es un factor que tiene un
gran efecto en las poblaciones bacterianas del rumen (Challacombe y Kuske, 2012). Los valores
de los acidos grasos volatiles, componentes traza (acido isobutirico, acido isovalérico y acido
valérico) y nitrdgeno amoniacal no presentaron diferencias (P<0.05), esto coincide con un estudio
in vitro donde se evalué una mezcla de aceites esenciales de orégano, tomillo, canela y limén, en
dosis de 0, 50, 200 and 500 mg L™, no encontrando diferencias en los valores de las variables
ruminales en relacion al testigo (Lin et al., 2012). La variabilidad de los compuestos de los aceites
esenciales, puede tener diversos efectos (aditivos, sinérgicos o antagdnicos), encontrando datos
variables debido al efecto del AEO (Burt, 2004).

Cuadro 1.4 Variables ruminales de ovinos alimentados con diferentes dosis de AEO en la
dieta.

Tratamientos

Variables Tl T2 T3 EEM P<F

pH 6.26 6.14 6.26 0.40 0.7391
ACE (mmol I') 45.73 42.37 45.49 7.31 0.4346
PRO (mmol I') 28.87 27.42 26.46 9.07 0.7930
BUT (mmol I 7.50 7.41 6.98 2.81 0.8819
A:P (mmol IY) 1.71 1.65 1.75 0.56 0.8964
Otrost (mmol 1) 2.14 2.34 1.88 0.74 0.3135
Total (mmol I%) 84.25 78.77 78.52 17.17 0.6334
NHs (mgdl?) 15.09 12.49 11.70 7.11 0.4535

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusién de 0.02% de AEOQO, T3=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO.

ACE=Acido acético, PRO=Acido propionico, BUT=Acido butirico, A: P=Relacion del &cido acético: propidnico.

28



£=Sumatoria de &cido isobutirico, isovalérico y valérico. EEM=error estdndar de la media. No se encontraron
diferencias significativas (P>0.05).

1.5.4 Balance de nitrégeno

El Cuadro 2.5 muestra los resultados de balance de nitrogeno (N) obtenidos con los diferentes
niveles de inclusién de AEO en dietas para ovinos de engorda, no encontrando diferencias
(P>0.05).

Cuadro 1.5 Balance de nitrogeno de ovinos alimentados con diferente porcentaje de inclusion

de aceite esencial de orégano en la dieta.

| Tratamientos

Variables (g) T1 T2 T3 EEM P<F

Nitrogeno consumido 39.47 36.67 3494 4379 0.1381
Nitrégeno en heces 1.082 1.073 1.061 0.177 0.9728
Nitr6geno en orina 14.24 14.66 14.01 1.486 0.6858
Nitrogeno retenido 24.15 20.94 19.86 4.439 0.1579
Nitrogeno retenido (%) 60.67 56.33 56.54 6.772 0.3691

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusién de 0.04% de AEO. EEM:
Error estandar de la media. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05).

El balance de nitrogeno depende del consumo de materia seca, concentracion de N, digestibilidad
de la dieta y la sintesis de proteina microbiana en el rumen. Soltan et al. (2018) encontraron
diferencias (P<0.05) en el nitrdgeno retenido, sugiriendo un efecto de la digestion postruminal de
la dieta con microencapsulados de una mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, eugenol,
carvacrol y oleorresina de pimiento). En este estudio la inclusién de AEO, no modificé el balance
de nitrogeno (P>0.05), aunado a que el AEO no es considerado una fuente de nitrogeno.

1.5.5 Determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas de la canal

Las variables de peso al sacrificio, peso de la canal caliente, rendimiento de la canal caliente,
rendimiento biolégico verdadero, temperatura y pH no presentaron diferencias (P>0.05) por efecto
de la inclusién de AEO en la dieta (Cuadro 2.6.).
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Cuadro 1.6 Rendimiento de la canal de ovinos alimentados con diferentes dosis de aceite

esencial de orégano en la dieta.

Tratamientos

Variable T1 T2 T3 EEM P<F

Peso al sacrificio (kg) 4587 46.14 4522 255 0.7565
Peso de la canal caliente (kg) 25.18 2547 25.88 1.28 0.5533
Rendimiento de la canal caliente (%) 5499 56.10 56.41 224 0.4544
Rendimiento bioldgico (%) 59.02 59.26 60.06 3.19 0.8021
pH (sacrificio) 6.08 5.92 5.97 0.31 0.6092
Temperatura (C °) 23.81 2426 2437 348 0.9479

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO. EEM:
Error estandar de la media. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05).

Simitzis et al. (2008) reportaron que la suplementacion con AEO (1 ml kg de MS) en la dieta de
corderos con una concentracion de (83.10%) de carvacrol y (2.10%) de timol, no afect6 el peso
final, peso de la canal caliente y el rendimiento de la canal. En el presente estudio tampoco se
encontré efecto del AEO (con una concentracion de 50.21 y 3.72% de carvacrol y timol
respectivamente) en estas variables y concuerdan con los datos reportados por Unal y Kocabagli
(2014), que adicionaron 250 y 500 ppm kg* de MS de AEO en la dieta de corderos. En otro estudio
donde se proporciond AE mas cobalto en la dieta de cabras, el peso final fue diferente con la
inclusién de 91 mg de la mezcla por animal al dia, asi como el peso de la canal en comparacion al
testigo presentando diferencias (P<0.05) por la inclusion de la mezcla; esta diferencia la atribuyen
a una estimulacion del consumo (Lei et al., 2018). La inclusion de orégano en polvo con una dosis
de 150 g kg de MS en pollos broiler no afecté el rendimiento de la canal (Rivaroli et al., 2016a).
En los estudios donde se ha reportado un efecto positivo del AEO se considera que mejora la
absorcion de nutrientes (Janacua et al., 2019). Unal y Kocabagli (2014) mencionan que los
rendimientos de canal caliente estan relacionados con los resultados obtenidos en el
comportamiento productivo. Lo que concuerda con este estudio, donde los rendimientos de canal
caliente fueron similares entre tratamientos. Los valores de pH fueron mayores a los reportados
por Partida et al., (2016). Sin embargo, Safiudo (2008) menciona que los valores de pH en un rango

de 5.5 — 6.0 se consideran como normales.
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1.5.6 Vida de anaquel

Los resultados de la composicion quimica de la carne se presentan en el Cuadro 2.7. El porcentaje
de proteina cruda de la carne fue diferente debido al tratamiento y tiempo (P<0.05). Los valores
de materia seca presentaron diferencias debido al tiempo, sin embargo, no se observaron
diferencias debido al tratamiento o por la interaccion entre tratamiento y tiempo (P>0.05).
Tampoco se encontraron diferencias por tratamiento, tiempo e interaccion de tratamiento y tiempo

(P>0.05) en los valores de extracto etéreo, cenizas y pH.

Cuadro 1.7 Vida de anaquel de la carne de ovinos alimentados con diferentes dosis de aceite

esencial de orégano en la dieta.

TRAT Tiempo P<F

% 24 h 3d 6d 12d 24d Trat T Trat*T
T1 17.03;x  15.98., 15.29,, 14.75.,;, 14.60ay,

PC T2 17.08ax 16.25.x  16.55px  16.83px 16.57y« 0.05 0.05 0.06

T3 16.92.x 16.57ax  16.48,x  16.31sx 16.17yx
T1 25.54y 27.71x 27.78x 28.77x 24.13;
MS T2 24.85y 27.93« 25.58xy  27.77« 24.78y 042 0.05 061
T3 25.54y 27.32 27.88x 28.67x 24.58y
T1 13.93 16.70 14.84 16.55 15.47

EE T2 13.77 13.98 13.11 14.54 15.73 044 0.74 0.78
T3 13.17 12.76 14.82 13.97 13.20
T1 4.25 412 4.15 4.75 4.10

CENIZAS T2 4.39 4.33 4.36 4.18 4.65 038 0.25 0.20
T3 4.32 4.20 4.25 4.23 4.30
T1 5.53 5.34 5.45 5.44 5.28

pH T2 5.46 5.38 5.56 5.39 5.49 0.79 0.16 0.88
T3 5.52 .41 5.43 5.45 5.39

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusién de 0.04% de AEO. EEM:
Error estandar de la media. X, y=Literales diferentes en la misma fila indican diferencias (P<0.05). a, b=Literales
diferentes en la misma columna indican diferencias (P<0.05). TRAT=Tratamiento, T=Tiempo, TRAT*T=Interaccién

tratamiento tiempo. PC=Proteina cruda, MS=Materia seca, EE=Extracto etéreo, C=Cenizas, pH=Potencial hidrégeno.
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El contenido de proteina cruda en la carne a las 24 h y tres dias, fueron similares entre tratamientos,
para el dia 6, 12 y 24, los tratamientos con inclusion de AEO presentaron valores mas altos de
proteina cruda en carne, en comparacion con el tratamiento testigo (P<0.05). El tratamiento testigo,
presentd diferencias a través del tiempo con las siguientes medias de proteina cruda de la carne
17.03, 15.98, 15.29, 14.75, y 14.60 para las 24 h, 3, 6, 12 y 24 dias, respectivamente. La adicion
de AEO no afect6 la composicion quimica de la carne a las 24 h, ya que las dietas fueron
isoenergéticas e isonitrogenadas. Los resultados observados para estas variables son similares a
los encontrados por Rivaroli et al. (2016b), donde evaluaron una mezcla de aceites esenciales
(orégano, ajo, limon, romero, tomillo, eucalipto y naranja) en la dieta de becerros. El valor de la
proteina cruda en la carne a las 24 h no fue diferente (P>0.05) entre tratamientos. La oxidacion de
la grasa tiene un efecto importante por la formacion de perdxidos y aldehidos, estos productos
reaccionan facilmente con las proteinas de la carne afectando la calidad de la misma durante el
almacenamiento (Waszkiewicz-Robak et al., 2017). En este estudio el contenido de grasa no fue
diferente (P>0.05), sin embargo, la inclusién de 0.02 y 0.04% de AEO en la dieta disminuyo la
oxidacion lipidica, por lo que la proteina se mantuvo por mayor tiempo en los tratamientos con
AEQ. La materia seca fue diferente a través del tiempo (P<0.05) en los tres tratamientos, esta
variacion pudo verse afectada por el contenido de grasa en el musculo Longissimus dorsi si bien
el extracto etéreo de la carne no presento diferencias (P>0.05); por efecto de tiempo y tratamiento,
su variacion numérica se pudo reflejarse en el porcentaje de MS. Rotondi et al., (2018) y Shashie
et al.,(2018) encontraron resultados donde el porcentaje de MS aumentaba al aumentar el
contenido de grasa intramuscular presentando diferencias (P<0.05) en la variable de materia seca
de la carne en la evaluacién de calidad de carne de borregos y cabritos. EI pH afecta diversas
caracteristicas de la calidad de la carne, la vida util puede disminuir, afectar la terneza y el color,
los rangos deseables de pH en la carne de ovino se encuentran entre 5.4 y 5.8 (Al-Khalasi y
Mahgoub, 2018). Los valores de pH en este estudio se encontraron dentro de este rango, sin
presentar diferencias por efecto de tratamiento, tiempo e interacciéon de ambos factores (P>0.05).
Pérez et al. (2012) reportaron valores de extracto etéreo de 16.8 y un contenido de minerales de
1.2 en corderos de raza Merino, similares en grasa a lo observado en este experimento, pero
diferente al de cenizas, que fue menor en comparacion a los encontrado en esta investigacion, con

medias de 4.25, 4.39 y 4.32 para los tratamientos de T1, T2 y T3 respectivamente. Sin embargo,
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Shashie et al. (2018), reportan valores en el porcentaje de cenizas entre 4.08 a 6.15, mas cercanos
a los observados en el presente estudio.

1.5.7 Actividad antioxidante

En muestras de masculo Longissimus dorsi, se determiné la capacidad antioxidante mediante la
técnica de FRAP; los resultados presentaron diferencias (P<0.05) con los siguientes valores de las
medias 1.49, 1.76 y 2.13, para los tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente. El valor de TBARS
se vio afectado debido a la inclusién de AEO, presentando un valor menor el T3, con una media
de 7.28 (P<0.05). Los resultados se muestran en el (Cuadro 2.8).

Cuadro 1.8 Valores de FRAP y TBARS en musculo Longissimus dorsi de ovinos alimentados

con diferentes dosis de AEO.

TRATAMIENTOS
Variable T1 T2 T3 EEM P<F
FRAP (mcmol Trolox g* de proteina) 1.49a 1.76ab 2.13b 0.29 0.0011
TBARS (nmol MDA g de proteina) 13.26a 9.31b  7.28b 2.93 0.0047

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 0.02% de AEO, T3=Dieta base + inclusién de 0.04% de AEO. EEM:

Error estandar de la media. a,b=Literales diferentes en la misma fila indican diferencias (P<0.05).

Una de las limitantes para la vida Gtil de la carne y su almacenamiento en refrigeracion o
congelacién es la oxidacion de los lipidos; estos al oxidarse causan un deterioro importante en su
calidad (Campo et al., 2006). El valor de FRAP en el T3 con inclusion de 0.04% de AEO fue
diferente a la dieta testigo T1 (P<0.05), lo que indica que al agregar AEO en la dieta se tuvo una
mayor capacidad antioxidante. Existen diversos estudios donde se evalla la capacidad antioxidante
del AEO: Soto-Dominguez et al. (2012) mencionan que la actividad antioxidante del orégano
aumenta conforme se aumenta la concentracion del extracto. Velasco et al. (2017) evaluaron el
uso de orégano seco (Origanum vulgare) en la dieta de pollos y encontraron que la oxidacion en
musculo del muslo era mayor en el tratamiento testigo, en comparacion a los tratamientos con
inclusién de orégano seco; los tratamientos con inclusién de 3.75 y 5% mostraron indices menores
de peroxidos (P<0.05). En otro estudio donde se evalud la actividad antioxidante en carne de
cordero utilizando AEO en una dosis de 1ml kg™ de concentrado, se observd que la inclusion de

AEO en la dieta redujo (P<0.05) la oxidacion lipidica (Simitzis et al., 2008). Los valores de
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TBARS con inclusion de 0.02 y 0.04% fueron menores en comparacion al tratamiento testigo, lo

que indica una menor oxidacion.

1.6 CONCLUSION
La adicion de 0.02% y 0.04% de AEO en la dieta no afectdé (P>0.05) las variables de
comportamiento productivo, el balance de N, ni las variables ruminales. Sin embargo, el porcentaje
de proteina cruda se mantuvo estable hasta los 24 d en la carne al incluir AEO en 0.02 y 0.04 %
en la dieta. También se observo que la actividad antioxidante en la carne fue mayor en las dietas
con inclusién de AEO, por lo que la inclusion de 0.02% de AEO en la dieta de ovinos en
crecimiento, mantiene la estabilidad de la proteina cruda de la carne y su actividad antioxidante

aumentando la vida de anaquel.
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CAPITULO 2. ACTIVIDAD LARVICIDA in vitro DE ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO (Lippia graveolens) EN NEMATODOS GASTROINTESTINALES DE
OVINOS

2.1 RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue hacer la evaluacion in vitro de aceite esencial de
orégano Lippia graveolens (AEQ) para determinar su efecto larvicida sobre nematodos
gastrointestinales de ovinos. Se realiz6 una prueba de mortalidad larval in vitro, evaluando dos
concentraciones de AEO: 0.02 y 0.04 mg ml, ademas de un testigo absoluto (agua destilada) y
un testigo comercial (0.1 mg ml* de levamisol). Los resultados mostraron que los tratamientos
con AEO o levamisol produjeron mayor (P<0.0001) mortalidad larval (100%) que con el
tratamiento de agua destilada a las 24 h. Se concluye que el AEO a 0.02 mg ml™* tuvo una eficacia
del 100% contra larvas de nematodos gastrointestinales, mostrando buena eficacia larvicida in
vitro.

Palabras clave: mortalidad larval, terpenos, efectividad. (Fuentes: MeSH, DeCS).

2.2 ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of oregano essential oil (Lippia graveolens)
(AEO) on larvae survival on gastrointestinal nematodes of sheep. An in vitro larval mortality test
was performed, evaluating two concentrations of AEO 0.02 and 0.04 mg ml-%, and two controls:
distilled water, and 0.1 mg ml?! of levamisole. The results of the treatment with AEO and
levamisole produced higher (P<0.0001) larval mortality (100% ) than whith the treatment of
distilled water at 24 h, It is concluded that the AEO at 0.02 mg ml-! was 100% effective against
larvae of gastrointestinal nematodes, when it was applied in vitro.

Key words: larval mortality, terpenes, effectiveness. (Fuentes: MeSH, DeCS).

2.3 INTRODUCCION
Los nematodos gastrointestinales (NGI) son uno de los principales problemas en los sistemas de
produccidn de pequefios rumiantes, causando anemia, condicion corporal baja, diarrea y en casos
de infestacién graves la muerte (Barone et al., 2018). Esto genera un impacto econémico negativo

debido a pérdidas directas e indirectas, ademas de que el uso inadecuado de medicamentos
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antihelminticos ha provocado que se generen parasitos resistentes, ademas de residuos que afectan
el ambiente y a alimentos de origen animal que pueden repercutir en el consumidor (Silva Soares
et al., 2018). Una poblacion resistente fue definida por Conder y Campbell (1995) como “una
reduccion hereditaria de la sensibilidad de una poblacién de pardsitos a la accién de una droga”,
debido a esto se busca obtener alternativas naturales que ayuden al control de los NGI. Los
metabolitos secundarios como los aceites esenciales de las plantas o frutas pueden ser eficaces
para el control de parasitos, por lo que se pueden usar como una alternativa (Barone et al., 2018;
Oliveira et al., 2017). Estos compuestos secundarios pueden reducir la carga parasitaria y la
inhibicion de los cambios patofisiologicos negativos causados en el huésped (Hoste et al., 2015).
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto in vitro del aceite esencial de orégano

Lippia graveolens sobre larvas Lz de nematodos gastrointestinales de ovinos.

2.4 MATERIALES Y METODOS
El estudio se realizo en el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
2.4.1 Obtencion de huevos
Las muestras se obtuvieron de un rancho particular del municipio de Texcoco, estado de México,
donde se colectaron de 10 a 15 g de heces directamente del recto de borregas de edad aproximada
de dos afos, cruza Suffolk x Dorper; las muestras se transportaron al laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM en una hielera con gel
refrigerante. Inmediatamente se realiz6 la técnica de McMaster para verificar la presencia de
huevos de NGI (Miller, 1997).
2.4.2 Obtencion de larvas
Se realiz6 un coprocultivo a partir de los huevos obtenidos, se agregd hule espuma finamente
picado y la mezcla se coloc6 en una estufa a 37°C durante un periodo de 10 dias para obtener
larvas Ls. Posteriormente a la incubacion, la mezcla se deposité en un equipo Baermann, que se
basa en la migracion activa de las larvas, hundiéndose hacia el fondo para posteriormente ser
colectadas (Wagland et al.,1992).
2.4.3 Aceite esencial de orégano (AEO)
Se utiliz6 AEO (ORE, Saucillo, Chih) proveniente de orégano silvestre L. graveolens, recolectado

en los meses de agosto y septiembre. El aceite de orégano utilizado fue certificado como producto
40



organico por BioAgriCert Certificate N° 00062_2017control code MXBIO132k77W que garantiza
que se ajusta a los estandares organicos (REG UE.2019/91). El aceite fue analizado por
cromatografia de gases-masas en el Laboratorio de Ecologia Quimica y Agroecologia del Instituto
de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad perteneciente a la UNAM.

2.4.4 Mortalidad de larvas

Se determind la mortalidad de larvas en una microplaca de 25 pozos en los que se colocaron 25
larvas L3z contenidas en 1 ml de agua. Se evaluaron dos concentraciones de AEO (L. graveolens)
0.02 y 0.04 mg mIt. Ademas de un testigo absoluto (agua destilada) y un testigo comercial (0,01
mg ml-1 de levamisol). Cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Las especies de nematodos
encontrados fueron Haemonchus contortus, Trichostrongylus spp, y Oesophagostomum spp. Se
incubaron durante 24 h a 27°C y se observaron en un microscopio compuesto (10x). Se determin6
el porcentaje de inhibicion de la motilidad (Marie et al., 2009). Para determinar la efectividad del
extracto se contabilizaron las larvas para obtener el porcentaje de eficiencia (Cabardo y
Portugaliza, 2017). Se considerd como larvas muertas, aquellas que presentaran un cuerpo estirado
0 enroscado, sin movimiento sinusoidal después de haber sido estimuladas por la luz del
microscopio.

La eficiencia del AEO a las diferentes dosis fue calculada de acuerdo a Wood et al. (1995)
mediante la siguiente formula:

%Eficiencia = [(C-T/C) *100]

Donde:

C=Promedio o porcentaje del grupo control.

T= Promedio o porcentaje del grupo tratado.

2.4.5 Anélisis estadistico

El porcentaje de eficiencia para control de nematodos gastrointestinales se analiz6 mediante la
prueba de Kruskal Wallis, el valor probabilistico indicativo de significancia estadistica fue de
(p<0,05), los datos se analizaron con el programa estadistico SAS 9.4 utilizando el procedimiento
NPARIWAY WILCOXON (SAS, 2018).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis cromatografico del AEO mostro trece compuestos, de los cuales seis (carvacrol, p-
cimeno, cariofileno, timol, b-mirceno y a-terpinino) se encontraban en mayor concentracion

porcentual (Cuadro 3.1).

Cuadro 2.1 Compuestos contenidos en el aceite esencial de orégano L. graveolens utilizado

en la prueba in vitro.

TR % Compuesto IK  IK Adams
489 0.63 a-Pineno 936 932
599 3.12 Db-Mirceno 992 988
6.60 3.00 a-Terpinino 1020 1014
6.82 29.13 p-Cimeno 1031 1020
6.890 0.66 D-Limoneno 1033 1024
10.65 0.96 4-TErpineol 1169 1155
12.13 0.66  Timol metil éter 1237 1232
13.61 3.72 Timol 1294 1289
13.97 50.21 Carvacrol 1315 1298
17.02 4.16 Cariofileno 1428 1417

17.44 0.74 Noidentificado 1445 1493
17.85 2.12 a-Cariofileno 1462 1452
18.47 0.88 Noidentificado 1487 1496

TR: tiempo de retencion en minutos, %: proporcion de la muestra, 1K: indices (Kovats, 1965) experimentales IK

Adams: indices Kovat reportados por (Adams, 1996).

Se observo que las dosis utilizadas de AEO (0.02 y 0.04 mg ml™) mostraron resultados similares
(P>0,001) al tratamiento positivo de Levamisol, con una eficiencia larvicida del 100%, en
comparacion con el tratamiento testigo con agua donde la eficacia fue de 0 % a las 24 h (Figura
1).
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Figura 2.1 Distribucion de puntuaciones Wilcoxon para el porcentaje de efectividad
antihelmintica del AEO.

La composicién del AEO contenia una mezcla de diversos metabolitos secundarios que produce
la planta que posiblemente le confieren capacidad larvicida. De los compuestos encontrados en el
AEO utilizado en este estudio, el carvacrol y el timol se encontraron en una concentracién de 50.21
y 3.72% , estos compuestos han demostrado tener diferentes funciones farmacologicas, entre ellas
capacidad antihelmintica (André et al., 2017). En este estudio la efectividad del AEO contra larvas
fue del 100% a las 24 h, similar al uso de acetato de carvacrol reportado por (André et al., 2016)
quienes realizaron un estudio in vitro de motilidad de larvas utilizando 1 ml de 200, 100, 50 y 25
ug mlt de acetato de carvacrol y carvacrol; cada tratamiento se aplico a larvas Ls de Haemonchus
contortus que colocaron en placas de 24 pocillos con una densidad de tres larvas por pocillo. El
tratamiento de acetato de carvacrol inhibid la motilidad de las larvas en un 100%, mientras que el
carvacrol, inhibi6 la motilidad de larvas en un 41.8% a las 24 h, afectando principalmente a la
cuticula. Se ha reportado que el modo en que actla el carvacrol para tener efecto parasiticida es
por su interaccion con los receptores de acetilcolina (NAChR) en el sistema neuromuscular de los
nematodos, lo que se ha observado en Ascaris suum, donde actia como un antagonista de NnAChR
afectando la motilidad (Marjanovi¢ et al., 2018). En el estudio realizado por Andreé et al. (2017)
se utilizo 1 ml de 800, 400, 200 y 100 pg ml de acetato de timol y timol, los resultados mostraron
una disminucion en la motilidad de 83.4 y 100% respectivamente a las 24 h, el efecto del timol se

atribuye a la inhibicion de la actividad de las proteinas de la membrana (Sanchez et al., 2004). El
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efecto del AEO puede deberse a diversas caracteristicas Marie et al. (2009) mencionan que la
sinergia de varios terpenoides puede ser efectiva contra nematodos y helmintos. Los aceites
esenciales en los que se encuentran los compuestos de timol y carvacrol afectan la cuticula y son

neurotoxicos en nematodos (Lei et al., 2010).

2.6 CONCLUSIONES
El aceite esencial de orégano Lippia graveolens a 0,02 mg ml? tuvo una eficacia larvicida del
100% en 24 horas, contra larvas de nematodos gastrointestinales de ovinos, lo cual sugiere su
potencial antiparasitario. Sin embargo, es necesario realizar evaluaciones de reduccion de carga

parasitaria en estudios in vivo.
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CAPITULO 3. EFECTO in vitro DE LA ADICION DE ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO Lippia graveolens EN LA PRODUCCION DE METANO

3.1 RESUMEN

Se realiz6 un estudio in vitro para evaluar el efecto de taninos condensados y diferentes dosis de
aceite esencial de orégano (Lippia graveolens) en la produccion de gas in vitro, concentracion de
metano (CHs.), dioxido de carbono (CO2), &cidos grasos volatiles (AGV’s), nitrdgeno amoniacal
(NHs) y los valores del potencial hidrégeno (pH). Se evaluaron siete tratamientos, T1: dieta testigo;
T2: con inclusion de 4% de taninos condensados kg™ de MS; T3, T4, T5, T6, T7: con inclusion de
0.02, 0.04, 0,06, 0.08 y 0.10% de aceite esencial de orégano AEO kg de MS, respectivamente, la
concentracion de CHs y CO3 se realizd a las 24 y 48 h, el resto de las variables se evaluaron a las
6, 12, 24 y 48 h de incubacion. Los resultados no mostraron diferencias en la produccion de gas in
vitro debido al tratamiento con inclusion de taninos o los distintos niveles de AEO (P>0.05); sin
embargo, al aumentar el tiempo, se incremento su produccion (P>0.05), en tanto que la interaccion
tratamiento por tiempo no tuvo ningun efecto (P>0.05). EI tiempo incremento la produccion de
metano (P<0.05) en los tratamientos con inclusion de 4% de taninos y 0.02% de AEO kg™ de MS,
presentando mayores valores a las 48 h. No obstante, no se encontraron diferencias debido al
tratamiento o a la interaccién tratamiento por tiempo (P>0.05). En interaccion tratamiento por
tiempo, fue diferente (P<0.05) el porcentaje de acido acético con valores mas altos para el T1, T5
y T6 en comparacion con el resto de los tratamientos. El &cido butirico, tuvo mayores porcentajes
en los tratamientos T2, T3, y T4 con medias de 10.33, 10.85 y 13.19%. EIl &cido propionico
presentd diferencias (P>0.05). La concentracion de NHsz aumentd a traves del tiempo (P<0.05),
observando la mayor concentracién a las 48 h en todos los tratamientos, sin observar diferencias
(P>0.05) debido al tratamiento o a la interaccién tratamiento por tiempo. Los valores de pH no se
vieron afectados (P>0.05) debido al tratamiento, tiempo o a la interaccion tratamiento tiempo. Los
niveles de taninos y de AEO usados en esta investigacion in vitro, no redujeron la produccion de
gas, CHs y CO», los AGV’s acético y butirico incrementaron su concentracion, en tanto que los
valores de NHz y pH fueron similares entre tratamientos.

Palabras clave: fermentacion, acidos grasos volatiles, rumen, microflora del rumen. (Fuentes:
AGROVOC, NAL).
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3.2 ABSTRACT
An in vitro study was conducted to evaluate the effect of condensed tannins and different doses of
oregano essential oil (Lippia graveolens) on in vitro gas production, methane concentration (CHs),
carbon dioxide (CO.), volatile fatty acids (AGV’s), ammoniacal nitrogen (NHz) and the values of
the hydrogen potential (pH). Seven treatments were evaluated, T1: control diet; T2: including 4%
of kg condensed tannins of DM; T3, T4, T5, T6, T7: including 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 and 0.10%
of oregano essential oil AEO kg™ of DM, respectively. The concentration of CH4 and CO, was
performed at 24 and 48 h, the rest of the variables were evaluated at 6, 12, 24 and 48 h of
incubation. The results did not show differences in the production of gas in vitro due to the
treatment (P>0.05); however, with increasing time, their production increased (P>0.05), while the
treatment-by-time interaction had no effect (P>0.05). The time increased the CH4 production
(P<0.05) in the treatments including 4% tannins and 0.02% AEO kg-1 of DM, presenting higher
values at 48 h. However, no differences were found due to treatment or treatment-time interaction
(P>0.05). In treatment interaction by time, the percentage of acetic acid with higher values for T1,
T5 and T6 was different (P<0.05) compared to the rest of the treatments. Butyric acid had higher
percentages in treatments T2, T3, and T4 with means of 10.33, 10.85, and 13.19%. Propionic acid
showed differences (P>0.05). The NH3 concentration increased over time (P<0.05), observing the
highest concentration at 48 h in all treatments, without observing differences (P>0.05) due to the
treatment or the treatment interaction by time. The pH values were not affected (P>0.05) due to
treatment, time or treatment time interaction. The tannin and AEOQ levels used in this in vitro
investigation did not reduce the production of gas, CH4 and CO, the acetic and butyric AGV's

increased their concentration, while the NHz and pH values were similar between treatments.

Key words: fermentation, volatile fatty acids, rumen, rumen microflora. (Fuentes: AGROVOC,
NAL).
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3.3 INTRODUCCION
La importancia de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) ha llevado a buscar
alternativas que reduzcan la produccion de CHas, ya que éste tiene un potencial de calentamiento
25 veces mayor al del CO2 (Benchaar et al., 2011; Tekeli et al., 2017). El sector agropecuario
aporta alrededor de 13% de la emision total de GEI en el mundo, 80% del 6xido nitroso (N20) y
el 50% de CH4 (Benaouda et al., 2017). EI CHj4 es resultado de la fermentacion entérica de los
rumiantes representando una de las principales fuentes de produccion; su formacién depende del
tipo y presentacion del alimento, microflora ruminal presente, estado fisiologico y pardmetros
productivos del animal (Benaouda et al., 2017; Benchaar y Greathead, 2011; Dammgen et al.,
2012). La produccion de CH4 en los rumiantes constituye una pérdida de la eficiencia nutricional
que alcanza el 7% de la energia bruta consumida, lo que afecta la produccion en los sistemas
pecuarios (Bonilla y Lemus, 2012; Hill et al., 2016; Prieto et al., 2017). Han surgido diversas
alternativas que buscan mitigar las emisiones de CHjs sin afectar el rendimiento productivo del
animal. Por ejemplo, compuestos secundarios de plantas contenidos en los aceites esenciales (AE)
(Cobellis et al., 2015). Los AE son una mezcla compleja que pueden tener de 20 a 60 componentes
y varian en su concentracion. La mayoria de los componentes se encuentran presentes en
cantidades trazas y Unicamente dos o tres se encuentran en concentraciones altas (20-70%). Se
tienen dos grupos de compuestos: los terpenos y terpenoides y el otro de aromaéticos y
constituyentes alifaticos; ambos de bajo peso molecular (Bakkali et al., 2008). Los AE tienen un
efecto antimicrobiano contra diversos microorganismos como protozooarios, bacterias y hongos.
Los terpenoides y fenil-terpenoides tienen efecto contra bacterias Gram +, afectando la membrana
celular de éstas, causando cambios morfoldgicos en la estructura de la membrana (Benchaar et al.,
2008; Cobellis et al., 2015; Polin et al., 2014). EI AE de orégano (Oreganum vulgare L.) es
conocido por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y medicinales (Martinez et al., 2015;
Raut y Karuppayil, 2014). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto in vitro de la adicion de
taninos y aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens) en la fermentacion ruminal y

produccién de metano.
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3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Localizacion del area experimental
La prueba in vitro se realiz6 en el laboratorio de Nutricion Animal, del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, Texcoco, México. Se utilizaron tres novillos de raza Holstein, con fistula
ruminal, para la recoleccion de liquido ruminal y su utilizacion en la técnica de produccion de gas
in vitro. Los novillos estaban consumiendo una dieta con 40% forraje y 60% concentrado.
3.4.2 Tratamientos para la evaluacion de produccion de gas in vitro.
Se probaron siete dietas integrales formuladas para cubrir los requerimientos de ovinos en
crecimientos con base en el NRC (2007). El primer tratamiento fue una dieta base, el segundo con
inclusion de 4% de taninos condensados kg™ de MS y los siguientes tratamientos con inclusion de
0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1% de AEO (Cuadro 1). Las dietas se molieron en un molino Wiley
(Thomas Scientific® Swedesboro, NJ, EE.UU.) con tamiz de 1 mm. Los taninos se proporcionaron
con la adicion de un producto comercial SilvaFeed®, con un porcentaje de 86% de taninos
condensados, su analisis fue realizado en el Laboratorio de Nutricibn Animal del Colegio de
Postgraduados. EI AEO es un producto comercial de la empresa ORE® que se obtiene a partir de
orégano mexicano (Lippia graveolens), el cual tenia un contenido de 50.21, 29.13 y 3.72% de
carvacrol, p-cimeno y timol, respectivamente. El andlisis de la muestra fue realizado por el
Laboratorio de Ecologia Quimica y Agroecologia del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas
y Sustentabilidad perteneciente a la UNAM.
3.4.2 Anélisis quimico de las dietas
A las dietas experimentales se les determind materia seca (MS), proteina cruda (PC), cenizas (CE)
y extracto etéreo (EE) (AOAC, 2012), asi como fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente
acida (FDA) (Van Soest et al., 1991).
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Cuadro 3.1 Composicidn y analisis quimico de las dietas experimentales.
Ingredientes % MS T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7

Maiz, molido 54 54 53.98 53.96 53.94 53.92 53.90
Melaza 3 3 3 3 3 3 3
Urea 1 1 1 1 1 1 1
Pasta de soya 20 20 20 20 20 20 20
Avena 20 16 19 19 19 19 19
AEO 0 0 0.02 004 006 0.08 0.1
Taninos condensados 0 4 0 0 0 0 0
Sal mineral 2 2 2 2 2 2 2
Composicion quimica (% MS)
PC 1759 1734 1742 1739 17.32 17.45 17.64
EE 323 344 335 331 29 3025 3.01
FDN 23.14 20.39 21.70 21.29 2438 21.89 22.19
FDA 852 881 785 774 791 770 7.79
MS 895 893 886 831 885 891 880

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 4% de taninos condensados, T3=Dieta base + inclusion de 0.02% de
AEOQO, T4=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO, T5=Dieta base + inclusion de 0.06% de AEO T6=Dieta base +
inclusién de 0.08% de AEO T7=Dieta base + inclusion de 1% de AEO. PC=proteina cruda, EE=extracto etéreo, FDN=

fibra detergente neutro, FDA=fibra detergente 4cido y MS=materia seca.

3.4.3 Biodigestores

El liquido ruminal se recolectd 2 h posteriores a la alimentacion, se filtrd con cuatro capas de gasa
y se mantuvo en condiciones anaerobias a una temperatura de 39 °C. Se utilizaron frascos de 120
ml sellados con tapdn de hule de neopreno y casquillo de aluminio de 20 mm con centro removible.
En cada frasco se agregaron 0.5 g de muestra y 60 ml de una mezcla de liquido ruminal y solucion
buffer. Los frascos se mantuvieron con un flujo constante de CO2, posteriormente se sellaron y
colocaron en un bafio mariaa 39 °C. La presion de gas in vitro se midio con un manoémetro manual
con escala de 0 a1 kgcm2alas 6, 12, 24 y 48 h de incubacion. Las lecturas se transformaron a
volumen de gas con la ecuacion de regresion lineal V=(P+0.0145)(0.018) (@rskov y McDonald,
1979). Para la correccion de produccién de gas a partir del liquido ruminal se utilizaron cuatro

botellas sin sustrato como blancos.
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3.4.4 Medicion de produccion de metano (CHa) y dioxido de carbono (CO2)

La produccién de metano y didxido de carbono se determind mediante un cromatografo de gases
Perkin Elmer, modelo Clarus 500. Las temperaturas del horno, columna y detector de
conductividad térmica fueron de 80 °C, 170 °C y 130°C, respectivamente. La cantidad de muestra
inyectada fue de 0.3 ml de muestra, con un tiempo de retencion de 0.73 min para el CHs y 1.05
min para el CO..

3.4.5 Determinacion de &cidos grasos volatiles (AGV’s) y nitrégeno amoniacal (NHs)

Del liquido de las pruebas de los frascos de produccién de gas se tomaron muestras (1 ml) a las 6,
12, 24 y 48 h, se mezclaron con acido metafosférico (25% p/v) en una relacion 4:1, y se
refrigeraron a 4°C. Las muestras se centrifugaron por 15 min a 15,000 rpm en una centrifuga EBA
21 de Hettich, del sobrenadante se tomaron 20 pl se depositaron en tubos de 13x10 mm y se
adicion6 1 ml de fenol y 1 ml de hipoclorito de sodio basificado con hidréxido de sodio; los tubos
se incubaron a 37 °C durante 30 min y se agregaron 5 ml de agua destilada. EI NHz se midié en
un fotocolorimetro marca CARY 1E, modelo Varian a una longitud de onda de 530 nm
(McCullough, 1967). La concentracién de AGV se determind con un cromatografo de gases Perkin
Elmer, modelo Clarus 500, columna capilar Elite FFAP. Las temperaturas del horno, columna y
detector de conductibilidad térmica fueron de 140 °C, 200 °Cy 250°C, respectivamente. Se inyectd
1 pl de muestra, con un tiempo de retencién de 7 min.

3.4.6 Anélisis estadistico

Las variables de produccion de gas in vitro, CHs, COz2, produccion de AGV’s, nitrogeno amoniacal
y pH, fueron analizados mediante un disefio completamente al azar con medidas repetidas en el
tiempo, mediante el procedimiento PROG MIXED del paquete estadistico SAS (2018) y las

diferencias entre las medias se estimaron con una prueba de Tukey (P<0.05).

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1 Produccion de gas
Los resultados de produccion de gas a través del tiempo hasta las 48 h se muestran en la Figura 1,
observando una respuesta exponencial en todos los tratamientos. La inclusion de taninos y los
diferentes niveles de inclusion de AEO no tuvieron efecto (P>0.05) en la produccion de gas; todos
los tratamientos presentaron diferencias (P<0.05) por efecto del tiempo, la interaccién tratamiento

y tiempo no tuvo efecto en la produccion de gas. Getachew et al. (1998) mencionan que el gas se
52



produce por la fermentacion de carbohidratos, mientras que la proteina y los lipidos son poco
fermentables. La adicion de taninos y las diferentes dosis de AEO no afectaron la produccion de

gas in vitro en este estudio.

40 -

30 1

1 TESTIGO
4%TC

20 A 0.02%AEO

1 0.04%AEO

C— 0.06%AEO

C— 0.08%AEO

104 / C— 0.1%AEO

VOL ml
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Figura 3.1 Produccion de gas a las 6, 12, 24, y 48 h de incubacion en la dieta testigo, dieta

testigo + 4% de taninos condensados y dieta testigo + diferentes dosis de AEQ.

4.5.2 Produccion de metano y bioxido de carbono al incluir diferentes dosis de AEO

La concentracién de metano y bioxido de carbono, no presentaron diferencias (P>0.05) por efecto
del tratamiento o interaccion tratamiento y tiempo, sin embargo, se encontraron diferencias
(P<0.05) debido al tiempo (Cuadro 4.2).
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Cuadro 3.2 Produccion de metano y bioxido de carbono in vitro al incluir taninos y diferentes
dosis de AEO.

Tiempo (horas)
24 48 24 48
Trat % CHg4 % CO>
1 3.73a 4.31, 30.43, 35.93

2 2.964 4.09 28.91, 34.85p
3 3.68 4 4.92 29.72, 36.67b
4 3.054 3.94, 30.184 34.09,
5 347, 4.04, 30.96, 34.86a
6 3.664 4.07, 29.42, 34.12
7 3.57a 4.204 30.37, 34.83p

P<F Trat T Ttrat*T Trat T Trat*T
0.1116 0.0001 0.3991 0.9311 0.0001 0.4831

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 4% de taninos condensados, T3=Dieta base + inclusion de 0.02% de
AEO, T4=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO, T5=Dieta base + inclusién de 0.06% de AEO T6=Dieta base +

inclusion de 0.08% de AEO T7=Dieta base + inclusion de 1% de AEO. a-b los valores con diferentes literales difieren

significativamente (P<0.05). x-z los valores con diferente literal difieren significativamente (P<0.05).

Los taninos causan un efecto toxico en las arqueas metanogénicas disminuyendo la produccion de
metano (Makkar, 2003); sin embargo, en este estudio no se observaron diferencias (P>0.05) debido
al efecto de la adicion de 4% de taninos condensados. Se observaron diferencias debido al tiempo,
con medias de produccién de metano de 2.96 y 4.09% a las 24 y 48 h, respectivamente (P<0.05),
sin que tenga efecto (P>0.05) la interaccion tratamiento y tiempo. La produccion de CO? con la
adicion de taninos condensados no tuvo efecto por el tratamiento o la interaccion tratamiento y
tiempo (P>0.05), pero si en el tiempo (P<0.05), obteniendo los siguientes resultados: 28.91 y
34.85% a las 24 y 48 h, respectivamente. El efecto que pueden tener los taninos sobre la produccion
de metano depende en mucho de su origen, ya que se pueden obtener de diversas plantas (Adejoro
et al., 2019). Jayanegara et al. (2015) obtuvieron resultados positivos con el uso de taninos
hidrolizables, e indican que pueden tener un mayor efecto en la reduccién de metano en

comparacion con los condensados. El efecto de los AE sobre la produccion de CHsy CO- se
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relaciona con una disminucion de las arqueas metanogénicas o afectando procesos metabdlicos
microbianos (Knapp et al., 2014). El tratamiento con 0.02% de AEO presento diferencias por
efecto del tiempo (P<0.05) con medias de 3.68 y 4.92% para las 24 y 48 h respectivamente. El
porcentaje de CO> se elevd significativamente (P<0.05) presentando porcentajes de 29.72 y 36.67
alas 24 y 48 h respectivamente, en tanto que el tratamiento y la interaccidn tratamiento por tiempo
no fueron significativos. No se encontraron diferencias (P>0.05) en la produccion de metano y de
CO2 en ninguno de los tratamientos evaluados, asi como en el tiempo e interaccion tratamiento por
tiempo. Cobellis et al. (2015) realizaron un estudio in vitro donde encontraron que se redujeron
los porcentajes de CHay CO; al incluir AEO en niveles de 1.0, 1.5y 2.0 g I'! de liquido ruminal,
encontrando diferencias entre los niveles evaluados (P<0.05). Posiblemente la diferencia en los
resultados con el presente trabajo se deba a la especie utilizada, lo que causé el efecto en la
reduccion de CHs y CO». Garcia et al. (2012) mencionan que existe una variacion en la

composicién fitoquimica del AEO dependiendo del género utilizado.

3.5.3 Produccion de acidos grasos volatiles al incluir diferentes dosis de AEO

No se encontraron diferencias entre tratamientos (P>0.05) en la produccion de &cido acético a las
6, 12, 24 y 48 h. Sin embargo, si hubo efecto del tiempo y de la interaccién tratamiento por tiempo
(P<0.05) en que se incremento a las 48 h en el tratamiento testigo y con inclusion de 0.08 y 0.1%
de AEO. La produccidn de &cido propiodnico fue similar en todos los tratamientos (P>0.05) en el
tiempo e interaccion tratamiento por tiempo. En el caso del acido butirico, tampoco se encontraron
diferencias entre tratamientos (P<0.05), sin embargo, si se observaron (P<0.05) por la adicion de
taninos 0 AEO en el tiempo y la interaccion tratamiento por tiempo, siendo diferente el tratamiento
con inclusién de 4% de taninos, 0.02% y 0.04% de AEO a las 48 h con medias de 10.33, 10.85 y
13.19 respectivamente, siendo estos valores superiores al resto de los tratamientos a los mismos
tiempos. La produccidn total de acidos grasos volatiles fue mayor (P<0.05) en el tratamiento con
inclusién de 0.06% de AEO a las 6, 24, 48 h, sin que se encontraran diferencias debido al

tratamiento o interaccion tratamiento por tiempo (Cuadro 4.3).

55



Cuadro 3.3 Concentracion de acidos grasos volatiles (%) a las 6, 12, 24 y 48 h en dietas

integrales de ovinos con inclusion de taninos y diferentes dosis de AEO.

Trat Tiempo P<F
6 12 24 48 Trat T Trat*T
1 70.65ax 75.45.x 69.70.x  73.81lanx
2 757lax 69.53ax 68.65.x  70.45.«
3 75.18.x 71.115x 63.57ax 69.97.x
4 70.51ax  72.40.x 66.72ax 63.00.x 0.6959 0.0001 0.0009
5 71.63ax 73.05:x 65.70ax  72.82abxy
6 69.75ax 57.37ax 67.70:x  73.26abxy
7 6855, 68.77ax 69.17ax  72.15.xy
1 16.18 12.47 16.41 15.10
2 14.37 16.57 16.55 16.65
3 14.27 15.11 15.83 15.87
4 16.59 16.47 17.45 19.48 0.5997 0.0594 0.1991
5 14.76 16.31 18.32 15.07
6 16.07 17.54 17.72 14.49
7 16.49 18.43 18.32 15.77
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6

% Acético

% Propidnico

9.33,x  8.56ax 10.53,x  8.88ax
7.93.x  10.11sx 1115,  10.33apx
8.4%ax  9.60axy 11.92;y 10.85a5xy
10.32.x  9.07ax 1148, 13.19s,x 0.7327 0.0001 0.0002
10.20ax  8.66ax 1148,  9.22.
10.76ax  7.89%x 1119,  8.834x
11.345x 1019,  10.09.x  8.864x
8200 13721 15097  122.81
99.80  163.16 136.38  109.54
8400 12243 8359  106.46
9766  83.97 12548  122.98  0.2529 0.0004 0.0001
132.85,, 93.43, 159.63,5 188.07,
14664 8474 6806  168.26
7 10731 9064 8297  190.90

% Butirico

mmol AGV total

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 4% de taninos condensados, T3=Dieta base + inclusiéon de 0.02% de
AEO, T4=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO, T5=Dieta base + inclusién de 0.06% de AEO T6=Dieta base +
inclusion de 0.08% de AEO T7=Dieta base + inclusion de 1% de AEO. a-b los valores con diferentes literales difieren

significativamente (P<0.05). x-z los valores con diferente literal difieren significativamente (P<0.05).

56



La bdsqueda de alternativas a los antibidticos ha permitido el desarrollo de diversas
investigaciones, donde se utilizan diferentes fuentes naturales, como los aceites esenciales, los
cuales tienen variacion en la concentracion y composicion de elementos fitoquimicos (Unal Baruh
y Kocabagli, 2017), lo que puede afectar la concentracion total de AGV’s. Otro factor es el nivel
empleado: Ortiz et al., (2014), y Medjekal et al. (2017) evaluaron plantas medicinales (Nigella
sativa, Rosmarinus officinalis y Zingiber officinale) y encontraron que su adicion en la dieta en la
fermentacion ruminal in vitro incrementaba la proporcion de AGV's; en tanto que Wu et al. (2018)
en un estudio in vitro en el que agregaron aceite esencial de citricos, no encontraron diferencias
(P>0.05); sin embargo, al probarlo in vivo observaron que la concentracion total de AGV’s
disminuyo al incluirlo en 16 y 8 ml It de liquido ruminal (P<0.05) en comparacion con el
tratamiento testigo. Los resultados de este estudio son similares a los obtenidos por Unal Baruh y
Kocabagli (2017) quienes encontraron un aumento en la concentracion de &cido acético y butirico
a través del tiempo, pero no debido al tratamiento (P>0.05), sin que se tuvieran diferencias en la
concentracion de propidnico por el tiempo o tratamiento. Chaves et al. (2008) evaluaron el uso de
carvacrol y cinamaldehido en niveles de 0.20 g kg™t MS, reportando que la concentracion total de
AGV’s aumentdé en comparacion con el tratamiento testigo, sin que se afectaran las
concentraciones individuales de los acidos acético, propionico y butirico.

Los valores de nitrégeno amoniacal y pH se muestran en el Cuadro 4.4, donde se observa que la
concentracion de nitrogeno amoniacal se vio afectada (P<0.05) por el tiempo, aumentado su
concentracion en todos los tiempos de incubacion, pero no debido al tratamiento, sin que se
encontraran diferencias por la interaccién tratamiento y tiempo. Estos resultados indican que la
actividad proteolitica fue adecuada (Cobellis et al., 2016). Los valores de pH no presentaron

diferencias (P>0.05) por efecto de tratamiento, tiempo o la interaccion de ambos factores.
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Cuadro 3.4 Nitrogeno amoniacal (mg/dl) a las 6 12 24 y 48 h en dietas integrales de ovinos

con inclusion de taninos y diferentes dosis de AEO.

Trat Tiempo P<F
6 12 24 48 Trat T Trat*T
11.84s 14.31p 27.74c 36.044
10.50. 13.54y 25.59. 34.864
11.68, 13.31p, 25.61c 28.64q
12.48, 15.16p 28.57. 30.85¢ 0.1131 0.0001 0.5029
11.53s 15.39, 28.08c 32.374
12.99, 14.73y, 25.45. 37.284
12.04, 14.54y 25.50¢ 35.674
6.26 6.29 5.92 6.65
6.53 6.16 6.43 6.31
6.17 6.21 6.12 6.28
6.33 6.09 6.20 6.06 0.3209 0.2855 0.3794
6.19 6.15 6.07 6.16
6.43 6.15 6.38 6.53
7 581 638 592 6.07

T1=Dieta base, T2=Dieta base + inclusion de 4% de taninos condensados, T3=Dieta base + inclusién de 0.02% de
AEOQO, T4=Dieta base + inclusion de 0.04% de AEO, T5=Dieta base + inclusion de 0.06% de AEO T6=Dieta base +

inclusion de 0.08% de AEO T7=Dieta base + inclusion de 1% de AEOQ. a-b los valores con diferentes literales difieren

mg dI* N-NHs

pH

S o1 A W DN PN OB N

significativamente (P<0.05). x-z los valores con diferente literal difieren significativamente (P<0.05).

Algunos estudios muestran resultados diferentes a los obtenidos en el presente estudio, ya que los
tratamientos aumentan o disminuyen la concentracion de amoniaco. La evaluacion in vitro con la
adicion de 30% de Acacia decurrens considerada como una fuente de taninos, redujo la
concentracion de amoniaco a las 24 y 48 h mostrando diferencias (P<0.05) en relacion al
tratamiento testigo (Vasquez y Peralta, 2017). Los resultados obtenidos en el presente estudio no
mostraron efecto de los taninos condensados al adicionarlos en 4%, lo que pudo deberse a diversos
factores como estructura y concentracion de taninos, tipo de planta, madurez y etapa fenoldgica

afectando la bioactividad de los taninos condensados (Pereira et al., 2018). En otro estudio donde
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se utilizd aceite de anis (500 mg animal dia™*) obtuvieron una disminucién en la produccion de
NHs considerando que el anis disminuye la desaminacion (Fandifio et al., 2008). Paraskevakis
(2018) encontré que la concentracion de NHs en el tratamiento testigo fue diferente (P<0.05) al
tratamiento con la adicion de un hidrodestilado de hojas secas de orégano (Oreganum vulgare)
con un contenido de aceite esencial de 5.0% (v/m), atribuyendo este efecto a su alto contenido de
carvacrol (89%). El pH es un indicador de la actividad fermentativa de las bacterias, ya que se
modifica por la produccion de AGV’s, resultado de la fermentacion de carbohidratos; los
resultados de pH obtenidos en este estudio coinciden con los de Unal Baruh y Kocabagli (2017) al
evaluar la adicion de 250 y 500 ppm de AEO kg de MS. Wu et al. (2018) encontraron que al
incluir aceite esencial de citricos en concentracion de 0.8 ml It de liquido ruminal el pH aumento.
En el presente trabajo el aporte de carbohidratos rapidamente fermentables favorecio la reduccion
del pH con valores menores a los del rango deseable 6.6-7.0 para un mayor crecimiento de

microorganismos celuliticos (Ojeda et al., 2012).

3.6 CONCLUSIONES
La inclusidn de taninos condensados o diferentes niveles de AEO no disminuyo la produccién de
gas, CH4 y CO2, sin embargo, aumentaron la concentracion de &cido acético y butirico, mientras

que los valores de NHz y pH fueron similares.
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CONCLUSION GENERAL

Las variables de comportamiento productivo, variables ruminales, balance de N y rendimiento de
canal de corderos no presentaron diferencias con la inclusion del AEO en la dieta. Sin embargo,
se mejoro la actividad antioxidante en carne, ademas de mantener estable el valor de la proteina
cruda en carne hasta los 24 dias de refrigeracion, lo que representa una mayor vida de anaquel. El
AEO de Lippia graveolens a una concentracion in vitro de 0.02%, tuvo una eficacia del 100% a
las 24 h, contra larvas de nematodos gastrointestinales. Las concentraciones in vitro de CHs y CO>
no disminuyeron por la inclusion de las distintas dosis de AEO; la concentracion total de acidos
grasos volatiles fue similar en todos los tratamientos. Individualmente, el &cido acético presento
un aumento al incluir AEO a 0.08 y 0.1% de AEO a las 48 h de evaluacion; el acido butirico
aumentd su concentracion con la inclusion de 0.02% de AEQ; y el &cido propionico fue similar en
los tratamientos evaluados, asi como las concentraciones de NHz y valores de pH. Por lo que el

AEO puede ser una alternativa de uso en produccion ovina, presentando efectos nutracéuticos.
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