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SUMMARY

Background: Oregano essential oil (OEO) is a natural alternative to conventional additives. OEO can improve
efficiency in ruminant diets, but the magnitude of the impact may vary according to the origin and dose applied.
Objective: To analyze the in vitro ruminal fermentation pattern by changing the origin and dose of OEO.
Methodology: The treatments had a 2*5+1 factorial arrangement, the factors were the origin: Mexican (MOEO) and
European (EOEQ), and the dose: at levels of 70, 140, 280, 560, and 1120 ppm of the wet base substrate plus a control
without addition of OEO. Contrasts and orthogonal polynomials were used to compare means. The variables quantified
were: fast (FRF), medium (FMF) and slow fermentation fractions, as well as their total fermentable fraction (FFT); in
vitro degradability of dry matter at 24 h (IVDMD24) and 72 h (IVDMD?72); the in vitro degradability of organic matter
at 72 h (IVOMD72); lag phase (L); fermentation rate (S); maximum volume (mV); VFA and CH4 production;
acetic/propionic ratio (A/P); global warming potential index (GWPI) and environmental impact indicator (EII).
Results. MOEO linearly affects FMF FTF, and Vm as the dose increases, while AEOE is a quadratic trend hence,
MOEQO is different from the control. [IVOMD?72 tends to decrease as the dose of the two OEOs increases; increasing
the inclusion of MOEO decreases A/P linearly; EOEO and MOEO are different from the control in VFA production.
There were no effects on environmental impact variables. Implications. The components of MOEO have greater
antimicrobial capacity against rumen bacteria than AEOE, MOEO could act similarly to the impact of feed additives
such as ionophores in reducing A/P. Conclusion. MOEO can better modulate ruminal fermentation than EOEO but
decreases digestion and total gas production more.
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RESUMEN
Antecedentes: El aceite esencial de orégano (AEO) es una alternativa natural a los aditivos convencionales. El AEO
puede mejorar la eficiencia en dietas de rumiantes, la magnitud del impacto puede variar segun el origen y la dosis
aplicada. Objetivo: Analizar el patron de fermentacion ruminal in vitro al variar el origen y dosis del AEO.
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Metodologia: Los tratamientos tuvieron un arreglo factorial 2*5+1, los factores fueron el origen: mexicano (AEOM);
y europeo, (AEOE) y la dosis: en niveles de 70, 140, 280, 560 y 1120 ppm del sustrato base himeda mas un testigo
sin adicién de AEO. Se utilizaron contrastes y polinomios ortogonales para la comparacion de las medias. Las variables
cuantificadas fueron: fracciones de rdpida (FRF), mediana (FMF) y lenta fermentacion, asi como su fraccion
fermentable total (FFT); degradabilidad in vitro de la materia seca a las 24 h (DIVMS24) y 72 h (DIVMS72); la
degradabilidad in vitro de la materia orgénica a las 72 h (DIVMO72); Fase lag (L); tasa de fermentacion (S); volumen
maximo (Vm); produccion de AGV’s y de CHg; relacion acético/propionico (A/P); indice potencial de calentamiento
global (IPCG) ¢ indicador de impacto ambiental (ILA). Resultados. E1l AEOM afecta linealmente la FMF, FTF y Vm
conforme se incrementa la dosis, mientras que el AEOE es una tendencia cuadratica por ello AEOM es diferente al
control. La DIVMO?72 tiende a disminuir conforme se incrementa la dosis de los dos AEO; el aumento de la inclusion
de AEOM disminuye A/P de marea lineal; AEOE y AEOM son diferentes al testigo en la produccion de AGV’s. No
se presentaron efectos en las variables de impacto ambiental. Implicaciones. Los componentes del AEOM tienen
mayor capacidad antimicrobiana contra las bacterias del rumen que el AEOE, el AEOM podria actuar de manera
similar a los efectos de los aditivos alimenticios como los ionéforos al reducir A/P. Conclusiéon. E1 AEOM puede
modular de mejor manera de la fermentacion ruminal que el AEOE, pero disminuye mas la digestion y la produccion

de gas total.

Palabras clave: Aceite esencial de orégano; fermentacion ruminal; Ovinos.

INTRODUCCION

El aceite esencial de orégano (AEO) es un aditivo
fitogénico de los mas divulgados como una alternativa
natural a los aditivos convencionales prohibidos para
su uso comercial, como es el caso de la Unién Europea
(Benchaar et al., 2008; Valenzuela-Grijalva et al.,
2017). Sus componentes son carvacrol, y-terpineno,
timol, p-cimeno y linalol, y la concentraciéon de estos
puede variar segun el origen y el tipo de AEO
(Sivropoulou et al, 1996; Baser, 2002). La
informacioén sobre el uso del AEO en la produccion
animal, particularmente en rumiantes, es limitada en
comparacion con su uso en la engorda de pollos, donde
existen estudios que sugieren beneficios (Ghazi et al.,
2015; Méndez-Zamora et al., 2016; Peng et al., 2016;
Reyer et al., 2017; Silva-Vazquez et al., 2018; Skoufos
etal., 2016).

El AEO como aditivo en dietas de rumiantes puede
aumentar la eficiencia al incrementar la digestibilidad
y reducir la liberacion de metano, importante gas de
efecto invernadero (Cobellins et al., 2016; FAO 2010).
El impacto del AEO mencionado es a través de
modificar el patron de fermentaciéon ruminal por
actividad antioxidante y antimicrobiana asociada a los
componentes timol y carvacrol encontrado en ¢l
(Calvo-Irabien, 2018; Pifion et al., 2015; Xu et al.,
2008).

El estudio de la fermentacion ruminal puede hacerse
en condiciones in vitro ya que ahorra recursos, a la vez
que permite prever lo que podria suceder in vivo
(Danielsson et al., 2017). La magnitud del efecto del
AEO en el patron de fermentacién ruminal puede
variar con el origen del orégano (Mata-Gonzélez y
Meléndez-Gonzalez, 2005). A la par del origen, la
dosis aplicada a la dieta también se ha identificado
como una posible fuente de variacion en la magnitud

de la respuesta de la fermentacion ruminal (Castillejos
et al., 2008), por lo que conviene estudiar el impacto
de estos dos factores. El objetivo del estudio fue
analizar el patron de fermentacion ruminal in vitro al
variar el origen y dosis del AEO, para generar
informacion que acredite el uso del AEO como aditivo
fitogénico en dietas por rumiantes.

MATERIALES Y METODOS

El proceso de fermentacion ruminal in vitro se realizo
en el Laboratorio de Microbiologia Pecuaria, del
Departamento de Zootecnia, Universidad Auténoma
Chapingo y en el Laboratorio de Nutricion y
Metabolismo Animal, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autéonoma de
Nuevo Leon.

Disefio experimental y tratamientos

Se utiliz6 un disefio factorial con dos factores: origen
de AEO (dos niveles) y dosis de adicion (cinco
niveles:), también se tuvo un testigo sin adicion de
AEOQ. El origen de AEO fue: orégano mexicano,
Lippia berlandieri Schauer (AEOM); y europeo,
Origanum vulgare (AEOE) y las dosis fueron: 70, 140,
280, 560 y 1120 ppm del sustrato base humeda. La
composicion de cada uno de los AEO se presenta en la
tabla 1. El disefio experimental fue completamente al
azar con 6 repeticiones, considerando como unidad
experimental un vial de 125 mL.

Obtencion de liquido ruminal

La extraccion de liquido ruminal se realizé siguiendo
la norma nacional mexicana sobre uso animal (NOM-
062-Z00, 1999). Se obtuvo contenido ruminal de tres
ovinos adultos hembra mediante sonda esofagica, que
consumian 2.5 kg por dia de alimento concentrado



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 133

formulado para la engorda intensiva de corderos de
acuerdo con las especificaciones del NASEM (2007)
que contenia 16% de PC y 3.0 Mcal kg! de EM. El
alimento se ofreci6 dos veces al dia (7:30 y 15:00 h).
Los ovinos se adaptaron a la dieta por 8 d previos a la
primera toma de indculo para las pruebas de
fermentacion in vitro. La toma de indculo ruminal
(aproximadamente 0.900 L) se realizd en la mafiana
2:00 h postprandial, inmediatamente después de su
coleccion se filtro a través de 8 capas de tela de gasa
(grado 50).

Tabla 1. Componentes activos de los AEO
utilizados.

Componente AEOM (%) AEOE (%)
Beta.-Mirceno 0.59 5.54
Alfa-Terpineno 0.68 6.25
p-Cimeno 14.10 6.51
Eucaliptol 0.14
Gamma-terpineno 2.69 7.42
Linalol 0.16
4-Terpineol 0.32 11.60
Metil timil éter 0.16
Thimol 4.65 16.52
Carvacrol 67.94 17.37
Eugenol 0.23
Acetato de timol 0.24
Cariofileno 2.13
Alfa Cariofileno 1.46 24.13
Beta-bisaboleno 0.23
Oxido de cariofileno 0.96

AEOM: Aceite esencial de orégano mexicano.
AEOE: Aceite esencial de orégano europeo.

Produccion de gas in vitro

La fermentacion in vitro se realiz6 mediante la técnica
de produccion de gas siguiendo las directrices
generales de Menke y Steingass (1988). Se hicieron
dos corridas cada una con 72 viales. Se colocaron 500
mg del mismo alimento concentrado que consumieron
las donadoras de inoculo en frascos &mbar de 125 mL
de capacidad y se les anadieron simultineamente, un
flujo continuo de bidxido de carbono y 90 mL de
indculo ruminal diluido 1:9 con una solucion mineral
constituida de 680 mL de H,O, 75 mL de solucion A
(6.0 g KoHPO4 por L de H>O), 75 mL de soluciéon B
(6.0 g KH2POq4, 6.0 g (NH4)2S04, 12 g de NaCl, 2.45 g
de MgS0O4 y 1.6 g de CaCl,2H,0 por L de H,0), 50
mL de solucion C (80 g de Na,COs por L de H,O) y 20
mL de solucion reducida (2.5 g de cisteina, 15 mL de
NaOH (2 N), 2.5 g de NaS y 0.1 mL de (resazurina
1% por 100 mL). Posteriormente los frascos se
mantuvieron bajo un flujo constante de CO; y se
sellaron herméticamente con un tapén de goma y un
anillo de aluminio como lo describen Theodorou et al.
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(1994) y se colocaron en un bafio de agua a 39 °C. El
proceso de fermentacioén in vitro se realizdo a dos
tiempos de incubacion 24 y 72 h, al término de cada
uno la muestra se filtr6 para obtener el residuo no
digerido.

Variables medidas y calculadas

Durante el proceso de la fermentacion in vitro a las 72
h, se determino la presion de gas con un mandmetro
(Metron, modelo: 63100, México) a 0, 2, 4, 6, 8, 12,
16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 60 y 72 h de incubacion
(Bliimmel y Lebzien 2001).

En el caso del proceso de la fermentacion in vitro a las
24 h se determind el volumen total de gas de
fermentacion, se midi6 con una jeringa de vidrio de 50
mL de capacidad, a las 6, 12, 18 y 24 h de incubacion.
En cada medicion y después de registrar el volumen,
el gas atrapado en la jeringa se transfirié a frascos de
vidrio (125 mL de capacidad) herméticamente
cerrados, los cuales tenian 45 mL de una soluciéon 1M
de hidroxido de potasio (KOH) se mezcld
perfectamente el gas con la soluciéon de KOH con el fin
de hacer reaccionar todo el CO, con el KOH. El
volumen de gas residual que retorna a la jeringa
después de la mezcla correspondera al volumen de
metano mas gases menores (Figura 1).

Al final de este periodo de incubacion de 24 h y antes
de filtrar para medir digestibilidad, se deposité 4.0 mL
de liquido ruminal en tubos de plastico con 1.0 mL de
acido meta-fosforico, el cual detuvo el proceso de
fermentacion. Los tubos se congelaron y almacenaron
a 20 °C hasta el momento del analisis. La cantidad de
material residual de la muestra en fermentacion se peso
a 24 y 72 h de incubacion este peso fue luego de un
secado a 60 °C durante 48 h.

Con base a las determinaciones de fermentacion y
presion de gas se calculd: fracciones de fermentacion
(mg g'! de alimento) rapida (FFR), media (FFM), lenta
(FFL) y total (FFT); porcentaje de degradabilidad in
vitro a 24 y 72 h (DIVMS24 y DIVMS72), y de
degradabilidad in vitro de la materia orgéanica a 72 h
(DIVMO72); Volumen (V, mLg'MS); volumen
méximo (Vm, mL g-!), velocidad de fermentacion (S,
h-!) y fase de retraso (L, h); proporcion de acidos
grasos volatiles acético, propionico y butirico (mmol
100mol!) y la relacién acético:propionico (A/P);
metano (CH4, %) indicador potencial de calentamiento
global (IPCG, CO, eq MS™') e indice de impacto
ambiental (IIA).

Fracciones de fermentacion. Se obtuvieron volumenes
fraccionales de gas acumulado para los intervalos de 0
a 8 h (Vf0-8), 8 a 24 h (V{8-24) y 24 a 72 h (V24—
72) de incubacion. Los volimenes resultantes se
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usaron para estimar las fracciones de fermentacion
FFR, FFM y FFL de cada tratamiento de acuerdo con
las ecuaciones de regresion lineal propuestas por
Miranda et al. (2015):
FFR = Vf0-8 / 0.4266

FFM = V{8-24/0.6152
FFL = V{24-72/ 0.3453

Donde:

Vf0—8 = volumen de gas producido de 0 a 8 h de
fermentacion;

V1{8-24 = volumen de gas producido de 8 a 24 h de
fermentacion;

V124-72 = volumen de gas producido de 24 a 72 h de
fermentacion.

La suma de las tres fracciones sera FFT.

Degradabilidad in vitro

Al final de cada periodo de incubacion (24 y 72 h), se
obtuvieron los residuos de cada muestra utilizando un
embudo Buchner con filtro (papel de filtro). La
degradabilidad in vitro de la MS se estimé secando el
material residual a 60 °C durante 48.0 h, y su
porcentaje se calculd con base en la MS inicial y
residual a las 24 h (DIVMS24) y 72 h (DIVMS72). La
degradabilidad in vitro de la materia organica (MO) se
estimo6 incinerando el material residual a 500 °C, y el
porcentaje se calculdé a partir de la MO inicial y
residual solamente a las 72 h (DIVMO72) (Monforte-
Bricefio et al., 2005; Miranda et al., 2015).

Cinética de fermentacion

Los valores de presion de gas (kg cm™) se
transformaron a volumen (mLg'MS) de gas mediante

= | Volumen J
T total ;
q
Vial de Solucion
fermentacion 1M de KOH
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la siguiente ecuacion de regresion lineal: V = (P +
0.0186) (0.0237) ! (Elmasry et al., 2016), donde V =
volumen de gas producido y P = presion generada en
cada frasco. Los datos del volumen de gas se utilizaron
para obtener los parametros de la cinética de
produccion de gas, mediante el procedimiento de
analisis no lineal (NLIN) de SAS (SAS, 2021)
mediante el uso del modelo logistico V =Vm /1+ e &
48 () (Schofield y Pell, 1995), donde V = volumen de
gas a lo largo del tiempo (t), Vm = volumen maximo
de gas correspondiente a la digestion del sustrato
(asintota), S = velocidad de fermentacion, similar a la
velocidad de degradacion, y L = tiempo requerido para
que los microorganismos colonicen el sustrato.

Acidos grasos volatiles

La proporcion de AGV's se midié por la técnica de
cromatografia de gases en un cromatografo modelo
Star 3400 Cx (Varian®, Palo Alto, CA, Estados
Unidos), equipado con una columna ZB- WAX de 30
m X 0.53 mm x 0.5 3m (Phenomenex®, Torrance, CA,
Estados Unidos) utilizando nitrébgeno como gas de
arrastre y un detector de tipo FID (detector de
ionizacion de flama). Para determinar los AGV se
calibré el equipo mediante las especificaciones del
fabricante. Al momento del andlisis las muestras se
descongelaron, éstas antes de inyectarse al
cromatografo se les preparé mediante una decantacion
del liquido ruminal en tubos de 5 mL (VacutainerTM,
Becton Dickinson and Company®, Franklin Lakes,
NJ, Estados Unidos) los cuales se centrifugaron a
10,000 g por 10 min en una centrifuga modelo
Universal 320R (Hettich zentrifugen®, Tuttlingen,
Alemania), después con una jeringa Hamilton se
inyectaron en el cromatografo de gases.

. . CHasem

-
vl

CO:z

# Y
k-ole. A

Agi{é’r'

Figura 1. Método para obtener Metano mas gases menores (CHa+gm).
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El volumen inyectado del liquido al cromatdgrafo fue
de 1 pL, la temperatura del inyector y detector fue
250°C, mientras que para la columna primero se
realizéd un calentamiento a 90°C durante 2 minutos
para después aumentar 20°C/minuto hasta llegar a una
temperatura final de 200°C y estabilizarse durante 3
minutos. El software utilizado para el manejo del
equipo, asi como para la lectura de los cromatogramas
fue el Software Control + Varian Star 3400cx
(Varian® Palo Alto, California, Estados Unidos).

Variables de impacto ambiental

El volumen de CHs:igm se ajustd a metano tedrico
(CHy) multiplicando por 0.77 cada valor de CHasigm
(Zhong et al., 2016). Con los valores de CO, y CHas se
obtuvo el IPCG, considerando un valor equivalente por
metano de 23 (Berra et al, 2009) y la siguiente
ecuacion: IPCG (mL CO; eq g! MS) = CO, (mL g)
+ CH4 (mL g!) x 23. E11IA correspondio a la relacion
del IPCG y el VTGF, de acuerdo con la ecuacion: ITA
(CO2 eq MS) = (IPCG / VTGF).

Analisis estadistico

Todas las variables se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) con el procedimiento del
modelo lineal general GLM de SAS (SAS, 2021).

Para definir la tendencia de respuesta a los niveles de
adicion (dosis) se recurrio al analisis de los contrastes
de polinomios ortogonales para determinar el efecto
lineal, cuadratico o cubico; este analisis se hizo para
cada tipo (origen) de orégano y su comparacion entre
ellos. En este andlisis se corrigié el coeficiente de
contraste de polinomio ortogonal, debido a que las
dosis no son equidistantes, a través del procedimiento
IML de SAS (SAS, 2021).

Para el analisis estadistico se utilizd el modelo
correspondiente al disefio experimental utilizado:

Yiig=p+7T;+Dj+ P+ (T X D)+
donde:
Y;ji = variable respuesta,
p = media general de todos los datos experimentales,
7;= efecto asociado con el tipo de AEO
D;= efecto asociado con la dosis (nivel)
P = experimento repetido en el tiempo
(T X D);j= es el efecto de la interaccion de primer
orden entre el tipo de AEO y la dosis (nivel)
&;ji= error aleatorio asociado con cada medicion de la
variable de respuesta, se asumio e;~NIID(0,52).
i =AEOM, AEOE
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j =0, 70, 140, 280, 560, 1120
k=1,2

RESULTADOS

Fracciones de fermentacion y degradabilidad in
vitro

Todas las fracciones tuvieron efectos importantes
(Tabla 2), la FFR, FFM y la FFT fueron afectadas por
los factores de tipo de origen (P<0.01), la dosis
(P<0.01) y la interaccion de origen por dosis. La FFR
mostrd una tendencia cubica en los dos origenes de
AEOQ, aunque en el AEOE fue altamente significativa
(P<0.01) mientras que en el mexicano fue significativa
(P<0.05). E1 AEOE, mostr6 su valor mas alto en la
dosis de 560 ppm aunque fue numéricamente mayor,
la diferencia con el control no fue significativa de
acuerdo con la prueba de comparacion por contrastes
ortogonales (P>0.05); mientras que la diferencia entre
AEOM y AEOE si lo fue (P<0.01), siendo mayor
AEOE.

Para el caso de la FFM se observé una tendencia lineal
significativa (P<0.01) con AEOM obteniéndose el
mayor resultado con la dosis de 1,120 ppm mientras
que con AEOE fueron significativas (P<0.05) las
tendencias lineal y cubica, asi como la tendencia
cuadratica (P<0.01) siendo mayor la dosis de 560 ppm,
en los contrastes los origenes de AEO son diferentes
entres si (P<0.01), el AEOM es diferente al control
(P<0.01) y el AEOE no tuvo diferencia con el control
(P>0.05). La FFL solo se present6 un efecto cuadratico
significativo (P< 0.05) cuando se afiadi6 AEOE. La
FFT tuvo una tendencia lineal para AEOM (P<0.05) y
cuadratica para AEOE (P<0.05), al igual que en los
casos anteriores, la dosis que presentd los resultados
mayores fue la de 1120 en AEOM y la de 560 en
AEOE. El AEOM fue diferente al control (P<0.05),
mientras que AEOE y el control son iguales (P>0.05).

La DIVMS24 muestra efectos de la interaccion de los
factores (Tabla 3), ya que el AEOM tiene un efecto
inhibidor més marcado en la menor dosis, aunque
alcanza mayor degradabilidad con forme esta se
incrementa, por lo que presenta una tendencia lineal
marcada (P<0.01) mientras que el AEOE no presentd
efectos. El tiempo parece influenciar ya que para el
caso de DIVMS72 el AEOE obtuvo su menor
degradabilidad en las dosis mas altas con una
tendencia polinomial lineal altamente significativa
(P<0.01). Este comportamiento fue similar para
DIVMO72 y para AEOM que también mostré una
tendencia  lineal (P<0.01) al disminuir Ila
degradabilidad conforme se aumentaba la dosis.
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Tabla 2. Fracciones de fermentacion in vitro con la adicion de AEO de diferente origen y a diferentes dosis’.

Origen Dosis (ppm) FRF (gkg!) FMF (gkg!) FLF (gkg!) FFT (gkgh
Sin AEO 0 282.98 231.68 263.00 777.66
DEM +47.38 +20.37 +32.43 +57.50
AEOM 70 278.39 187.77 244.60 710.77
140 233.66 174.70 248.18 656.55
280 239.49 192.04 273.71 705.24
560 247.26 195.77 268.32 711.35
1120 253.98 230.13 281.31 765.42
DEM +32.90 +27.24 +44.01 +63.63
Efecto C* L** NS L**
AEOE 70 268.40 199.57 241.15 709.12
140 298.48 21591 251.45 765.84
280 240.61 206.76 286.76 734.14
560 295.76 252.43 294.74 842.93
1120 262.28 221.91 249.03 733.21
DEM +35.05 +29.09 +46.61 +76.75
Efecto O L* Q**C* Q** Q**
Nivel de significancia Origen <0.001 <0.001 0.892 0.002
Dosis 0.001 <0.001 0.119 0.010
Origen*Dosis <0.001 <0.001 0.465 0.002
Contraste AEOE vs AEOM <0.001 <0.001 0.892 0.002
AEOM vs Sin AEO 0.011 <0.001 <0.001 0.007
AEOE vs Sin AEO 0.162 0.119 0.927 0.423

'AEO= Aceite esencial de orégano, AEOM= Aceite esencial de orégano mexicano, AEOE= Aceite esencial de orégano
europeo. FRF= Fraccion de rapida fermentacion FMF=Fraccion de mediana fermentacion, FLF= Fraccion de lenta
fermentacién, FFT= Fraccion fermentable total. Efectos significativos de los polinomios ortogonales (** P 0.01; *P
0.05) lineales (L), cuadraticos (Q) y cubicos (C). NS, no significativo.

Tabla 3. Degradabilidad in vitro de 1a materia seca y organica con la adicion de AEO de diferente origen y a
diferentes dosis'.

Origen Dosis (ppm) DIVMS24 (%) DIVMS72 (%) DIVMO72 (%)
Sin AEO 0 70.75 83.38 94.48
DEM 2.41 0.62 0.03
AEOM 70 64.78 85.57 95.67
140 72.60 85.35 95.48
280 75.13 85.73 95.46
560 72.30 82.34 92.52
1120 73.32 82.80 92.91
DEM 3.94 2.33 2.33
Efecto L**C**Q** NS L**
AEOE 70 73.94 83.56 93.60
140 75.30 84.19 94.24
280 74.61 85.37 95.17
560 69.73 84.89 95.24
1120 72.50 79.10 89.97
DEM 2.72 2.91 2.66
Efecto NS L**Q* L*Q*
Nivel de significancia Origen 0.036 0.211 0.312
Dosis <0.001 0.011 0.043
Origen*Dosis <0.001 0.127 0.178
Contraste AEOE vs AEOM 0.036 0.211 0.312
AEOM vs Sin AEO 0.458 0.437 0.955
AEOQE vs Sin AEO 0.098 0.975 0.498

'AEO= aceite esencial de orégano, AEOM= aceite esencial de orégano mexicano, AEOE= aceite esencial de orégano
europeo. DIVMS24= degradabilidad in vitro de la materia seca a las 24 h, DIVMS72= degradabilidad in vitro de la
materia seca a las 72 h, DIVMO72= degradabilidad in vitro de la materia organica a las 72 h. Efectos significativos de
los polinomios ortogonales (** P<0.01; *P<0.05) lineales (L), cuadraticos (Q) y cubicos (C). NS, no significativo.
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Cinética de fermentacion y produccion de AGV's

No se encontraron efectos significativos (P>0.052) del
AEOM ni del AEOE en sus diferentes dosisen Ly S
(Tabla 4), pero hubo algunos efectos importantes en
Vm. Tanto el origen como la dosis y su interaccion
fueron significativos (P<0.01).

El AEOM mostr6é una tendencia lineal (P<0.01) en
incrementar el volumen de gas conforme se aumenta
la dosis, el registro mas bajo se present6 con la dosis
de 140 ppm y el mas alto con la dosis de 1120, aunque
este resultado sigue siendo inferior al control, por lo
cual el Vm de AEOM es significativo cuando se
contrasta con el control (P<0.01), al igual que cuando
se compara con el AEOE (P<0.01) ya que los
resultados de AEOM siguen siendo bajos a pesar de
que aumenta el volumen conforme aumenta la dosis.
El AEOE, a diferencia del AEOM, mostré una
tendencia cuadratica (P<0.01) con respecto a la dosis,
pero el AEOE no fue diferente del control, pero
numéricamente la dosis de 560 ppm fue la mayor.

En la tabla 5 se muestra la produccion de AGV's no
fue afectada por el origen de AEO (P>0.05), pero si
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por la dosis (P<0.05) mientras que su interaccion
(origenxdosis) afectd la concentracion de acido acético
(P>0.05), que, aunque los dos origenes muestran una
tendencia lineal altamente significativa (P<0.01), el
AEOM suprime la produccion de este acido graso de
cadena corta conforme se incrementa la dosis, mientras
que AEOE aumenta su concentracion paralelamente
con el incremento en dosis. La interaccion de los
factores también afectdé la produccion de acido
butirico, el AEOM mostr6 un comportamiento
cuadratico (P<0.01) alcanzando mayores niveles en las
dosis intermedias, mientras que el AEOE suprimio la
produccion conforme se aumentaba la dosis, por lo que
su polinomio ortogonal lineal es altamente
significativo (P<0.01).

El AEOM aument6 la produccion de acido propionico
conforme se incremento la dosis de una manera lineal
(P<0.05), mientras que AEOE no tuvo ninguna
influencia en este acido graso volatil. El efecto en los
acidos acético y propidnico por parte del AEOM se
reflejo en su relacion, que se comport6é de una manera
lineal altamente significativa (P<0.01) a reducirse,
mientras que para AEOE no hubo efecto en esta
relacion.

Tabla 4. Variables de cinética de produccién de gas in vitro con la adicién de AEO de diferente origen y a

diferentes dosis!.

Origen Dosis (ppm) L (h) S (h') Vm (mL g!)
Sin AEO 0 2.082 0.0359 334.90
DEM +0.858 +0.0013 +18.10
AEOM 70 2.410 0.0350 298.98
140 2.910 0.0332 275.45
280 2.295 0.0334 296.67
560 2.183 0.0335 299.05
1120 2.582 0.0351 327.87
DEM +1.077 +0.0035 +26.54
Efecto NS NS L**
AEOE 70 2.941 0.0360 301.37
140 1.841 0.0367 326.60
280 2.248 0.0329 310.48
560 2.459 0.0356 362.32
1120 2.406 0.0366 316.70
DEM +1.136 +0.0038 +31.41
Efecto NS NS Q**
Nivel de significancia Origen 0.740 0.052 <0.001
Dosis 0.912 0.250 <0.001
Origen*Dosis 0.487 0.563 <0.001
Contraste AEOE vs AEOM 0.740 0.052 <0.001
AEOM vs Sin AEO 0.432 0.146 <0.001
AEOQE vs Sin AEO 0.562 0.796 0.283

'AEO= Aceite esencial de orégano, AEOM= Aceite esencial de orégano mexicano, AEOE= Aceite esencial de orégano
europeo. Vm= Volumen maximo, S= Taza de fermentacion, L= Fase Lag. Efectos significativos de los polinomios
ortogonales (** P 0.01; *P 0.05) lineales (L), cuadraticos (Q) y ctbicos (C). NS, no significativo.
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No hubo diferencia entre el AEOM y el AEOE, pero
marcan diferencia en el testigo segin los contrastes
(P<0.05), el acético es menor, el propionico aumenta
al igual que el butirico mientras que la relacion A/P
disminuye cuando se adiciona AEO de origen
mexicano o europeo.

Indicadores de impacto ambiental

No se encontraron diferencias  estadisticas
significativas en las variables de impacto ambiental
(P>0.05), no hubo tendencias de los polinomios, ni los
contrastes tuvieron algun efecto, asi como la
significancia de los factores. Los mayores valores se
presentaron con la dosis de mayor inclusion de 1,120
para los 2 tipos de AEO, mientras que el menor registro
se obtuvo con 140 ppm.

DISCUSION

Fracciones de fermentacion y degradabilidad in
vitro

La fermentacion entre intervalos de tiempo es un
indicador directo de las diferencias en el contenido de
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polisacaridos, proteinas y fibras (Guo et al., 2008), que
se pueden expresar como fracciones fermentables
(Miranda et al., 2015). En el presente estudio, en
ambos origenes FFR tuvo un comportamiento cubico
significativo (Tabla 2), lo que sugiere que la dosis
interactia con la fermentacién de los carbohidratos
solubles, asi como aztcares simples, monosacaridos y
algunos aminoacidos (Hartmann, 2007). Este inicio
rapido a moderado del proceso de fermentacion (Tabla
2) puede deberse a una fermentacion adicional de su
fraccion soluble que contiene azlcares simples
(Miranda et al., 2015).

El comportamiento lineal de AEOM en FFM muestra
que la dosis mas alta puede estar facilitando la
digestion del almidén y por consiguiente un aumento
la  FFT, mientras el AEOE mantuvo un
comportamiento cuadratico altamente significativo
estadisticamente (P<0.002). Esto podria aseverar que
la dosis de 1,120 en AEOM promueve mayor sincronia
entre la digestion de azucares simples, almidon,
pectinas y para el caso AEOE también la celulosa y
hemicelulosa lo que aumenta la cantidad fermentada a
los diferentes niveles (Albores-Moreno et al., 2018).

Tabla 5. Concentracién molar de acidos grasos volatiles in vitro con la adicion de AEO de diferente origen y a

diferentes dosis!.

Origen Dosis (ppm) Acético (mol Propionico Butirico (mol A/P
100 mol'")  (mol 100 mol ) 100 mol")

Sin AEO 0 58.95 28.95 12.10 2.05
DEM 2.96 2.37 0.63 0.27

AEOM 70 53.43 33.70 12.87 1.59
140 52.75 33.64 13.61 1.57

280 51.92 33.87 14.21 1.54

560 51.12 34.52 14.37 1.48

1120 50.48 35.67 13.85 1.42

DEM 1.38 1.17 0.66 0.09

Efecto L** L* Q** L**

AEOE 70 51.80 34.12 14.07 1.52
140 50.91 34.52 14.57 1.48

280 50.90 35.09 14.01 1.45

560 54.05 33.17 12.78 1.63

1120 54.31 33.79 11.91 1.62

DEM 2.02 1.51 1.24 0.12

Efecto L** NS L** NS
Nivel de significancia Origen 0.419 0.792 0.220 0.629
Dosis <0.001 <0.001 0.002 <0.001

Origen*Dosis 0.006 0.288 <0.001 0.121
Contraste AEOE vs AEOM 0.419 0.792 0.220 0.629
AEOM vs Sin AEO <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

AEOQE vs Sin AEO 0.001 <0.001 0.022 <0.001

'AEO= Aceite esencial de orégano, AEOM= Aceite esencial de orégano mexicano, AEOE= Aceite esencial de orégano
europeo. A/P= Relacion acético propionico. Efectos significativos de los polinomios ortogonales (** P 0.01; *P 0.05)
lineales (L), cuadraticos (Q) y cubicos (C). NS, no significativo.
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El AEOM puede causar un cambio en la poblacion
microbiana del rumen que resulta en un perfil de
fermentacién que beneficiara la produccién de
rumiantes con dietas altas en concentrado. Cardozo et
al. (2005) encontraron resultados similares, aunque
estos autores reportan que a una dosis alta la
fermentacion se limita. Una hipoétesis pudiera ser que
los componentes del AEOM tiene mayor capacidad
antimicrobiana con las bacterias del rumen
principalmente el carvacrol que es el que se encuentra
en mayor cantidad, y es conocido por su fuerte
actividad antimicrobiana (Macheboeuf e al., 2008).
Con dosis bajas las poblaciones de Gram negativas y
Gram positivas pueden ser disminuidas por igual, pero
al momento de encontrarse mayor presencia de AEOM
podria actuar mayormente contra las bacterias gram
positivas y considerando que se alter6 la fermentacion
del almidon (Tabla 2; FFM) es para que exista
presencia de gram positivas, por lo que el aumento en
la dosis mejoro la fermentacion linealmente.

En cuanto al AEOE los resultados del presente estudio
coinciden con los reportados por Castillejos et al.
(2008). Estos autores, también con una dieta alta en
concentrado, encontraron para el aceite esencial de
Origanum vulgare, un comportamiento cuadratico de
las principales variables de fermentacion, recalcando
que con las dosis menores se obtuvieron los mejores
resultados, aqui no fue en las primeras dosis, pero si en
una intermedia, siendo la de 560 ppm de AEOE la que
mejores parametros registro.

La parcial mejora en la fermentacion de las fracciones
de fermentacion observada din la adiciéon de AEO
coincide con lo que afirmaron Albores-Moreno et al.
(2018) y Jiménez-Santiago et al. (2019), quienes
encontraron los mejores valores de fermentacion in
vitro con arbdreas con un bajo contenido de taninos
condensados y alcaloides, y la ausencia de saponinas,
que son similares en efecto a los terpenos del AEO.

La disminucién de la degradabilidad con respecto a
incrementar linealmente la dosis de AEO (Tabla 3)
concuerda con lo encontrado en multiples estudios
(Cobellis et al., 2015; Patray Yu et al., 2012; Righi et
al., 2017), este ultimo con un concentrado como
sustrato (maiz molido) donde el AEOE tuvo un efecto
marcado para reducir la degradabilidad de la MS. Otro
estudio (Zhou et al, 2020) reportd una tendencia
cuadratica; mientras que en otro no reportaron ningin
efecto (Castaneda et al., 2018) todos estos con 24 h de
incubacion.

Para la presente investigacion la inconsistencia en
DIVMS24 que se presentdé (Tabla 3), indica
posiblemente una mayor unién microbiana de las
bacterias a las particulas del alimento con una
reduccion de las bacterias fermentadoras de
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carbohidratos no estructurales que no permitié una
degradacion consistente a este tiempo de 24 h, efecto
que también encontraron Righi ez al. (2017) iniciando
a las 4 h de fermentacion.

La inhibicion de la digestion del alimento se debe a las
actividades antimicrobianas no selectivas del aceite
esencial de orégano que afectan una amplia gama de
subpoblaciones microbianas. Los compuestos de peso
molecular pequefio, como el carvacrol (componente
principal de los aceites esenciales de orégano), tienen
la capacidad de destruir las membranas adicionales de
las bacterias gram-negativas mediante la eliminacion
de la unién de lipopolisacaridos y el aumento de la
permeabilidad de las membranas citoplasmaticas
(Calsamiglia et al., 2007). Esto puede explicar porque
el AEOM muestra una actividad antibacteriana mas
fuerte que AEOE.

Cinética de fermentacion y produccion de AGV's

Los parametros de L y S no fueron diferentes por la
adicion de ninguno de los origenes en sus diferentes
dosis (Tabla 4), estos parametros de fermentacion
ruminal generalmente no se ven afectados si la energia
y proteina de la dieta son apropiadas para un
funcionamiento normal del rumen (Blaxter vy
Wainman, 1962), esto puede evidenciar que la dieta
utilizada como alimento para los ovinos donadores de
inoculo y como sustrato tenia un buen balance entre
estos dos nutrimentos. La L del AEOE es mucho
mayor que la reportada por Benchaar et al. (2007),
pero la asintota de produccion de gas (Vm) fue mayor
para el presente estudio.

La marcada reduccion en la produccion total de gas in
vitro después de la adicion de AEOM podria atribuirse
a la mayor concentracion de carvacrol (>67%), lo que
puede afectar la poblacion microbiana ruminal y sus
productos al fermentar la materia organica (Bhatta et
al.,2013; Patra et al., 2017). El comportamiento de los
resultados en la produccion de gas contradice a los
reportados con otras especies de Orégano como
Thymus capitatus L. (Cobellins et al., 2015) o cuando
se combind timol con carvacrol (Castafieda et al.,
2019) donde la produccion de gas decrecié conforme
aumento la dosis.

Los resultados obtenidos en el presente estudio con la
adicion de AEOE sobre produccion de gas son
diferentes a los reportados por Zhou et al. (2020).
Estos autores observaron un comportamiento
cuadratico en una fermentacion a 24 h igual con
Origanum vulgare, obteniendo el volumen mas alto en
la ltima dosis y en el control, cuando en este
experimento se encontrd en la dosis media de 560 ppm.
Los resultados de Zhou et al. (2020) son similares a lo
que encontrado en este trabajo con el AEOM ya que de
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igual manera la produccion de gas se encontrd en la
dosis mas alta, asi como en el control. Los resultados
de AEOE difieren también de los obtenidos in vitro por
Patra y Yu (2012) y Cobellis ef al. (2016). En ambos
estudios se reportd un marcado decremento de la
produccion de gas conforme se aumentaba la dosis de
AEO.

Los acidos grasos volatiles son los productos finales de
la fermentacion microbiana del rumen y representan el
principal suministro de energia metabolizable para los
rumiantes (Van Soest, 1982). La concentracion total de
AGV’s es el resultado de la fermentacion de la dieta, y
la relacion acetato:propionato mas bajo refleja un
cambio en la fermentacidbn ruminal que es mas
eficiente para los sistemas de produccion de rumiantes
(Wolin et al., 1997; Brockman, 2005).

Los aditivos naturales para alimentos, como el AEO,
pueden ser ttiles en la nutricion de rumiantes cuando
determina un aumento de la produccion total de AGV
y acido propioénico y una disminucion de la proporcion
de acido acético/propidnico (Calsamiglia ef al., 2007).
Aunque como se describe en la literatura, Ia
suplementacion con aceites esenciales puede causar
efectos contradictorios en la concentracion total de
AGV’s (Benchaar et al., 2008). Esto puede estar
relacionado con la dosis ya que varios estudios
demostraron que las concentraciones totales de AGV's
no se vieron afectadas por el AEO en dosis bajas, o
solo lo hicieron levemente, pero disminuyeron en dosis
altas (Patra, 2011; Cobellis et al., 2015).

La adicion de AEO resultd en reducciones en la
produccion total de gas total (Tabla 4), lo que sugiere
que la fermentacion y la actividad microbiana se
vieron afectadas negativamente con las dosis
utilizadas. Estos efectos son consistentes con los
hallazgos de otros autores (Castillejos et al., 2006;
Patra y Yu, 2012; Cobellis ef al., 2015). En general,
algunos estudios demuestran que dosis altas de AEOE
disminuyen la fermentacion y la actividad microbiana
(Busquet et al. 2006; Cobellis et al. 2015; Davidson y
Naidu, 2000), pero en otro estudio con AEOM Ila
concentracion de acido acético propionico y butirico
no tuvo ningun cambio debido al tratamiento (Mufioz-
Cuautle et al., 2022).

Busquet et al. (2006) observaron que, a las
concentraciones mas altas, el AEOE redujo la
produccion total de AGV'’s, como posible reflejo de la
disminucion de la digestion del alimento, resultados
similares fueron reportados por Castillejos et al.
(2006), suceso que en este estudio se puede confirmar
con la degradabilidad que se encontré6 (Tabla 3)
aunque en algunas dosis la degradabilidad aument6. La
razon por la que la degradabilidad podria aumentar con
una disminucién de los AGV puede estar relacionada
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con la produccion de enzimas microbianas
extracelulares que mejoran la digestibilidad de la fibra
y la MS (Priest, 1977), pero los productos de hidrélisis
no se fermentaron a AGV.

En el rumen, las bacterias gram positivas son
generalmente bacterias productoras de acetato y
butirato, mientras que las gram negativas son
generalmente bacterias productoras de propionato
(Jouany, 1991). Es posible que el efecto del AEO en
los microrganismos del rumen fuera selectivo,
inhibiendo algunas cepas mas que otras (Tekippe et al.,
2011; Patra y Yu, 2012). Por ejemplo, en el presente
estudio, el AEOM puede haber afectado més a las
cepas microbianas involucradas en la digestion de la
fibra, como sugiere la menor proporcion de acetato a
propionato observada conforme se incrementa la dosis
(Tabla 5) que es el efecto tipico de los aditivos
alimenticios como los iondforos (McGuffey et al.,
2001), lo que coincide con los resultados de algunos
investigadores que demostraron que algunos aceites
esenciales tienen efectos positivos en las proporciones
molares de AGV al disminuir la produccion de acetato
y aumentar la produccion de propionato (Mohammed
et al., 2004; Busquet et al., 2005). La resistencia o
susceptibilidad de las bacterias del rumen puede
depender més de la composicion lipidica y la carga
superficial neta de las membranas microbianas
(Trombetta et al., 2005).

Los efectos observados sugieren que el carvacrol tiene
especificidad antimicrobiana y puede inhibir bacterias
grampositivas (la mayoria de las bacterias productoras
de acetato y butirato) o gramnegativas (normalmente
bacterias productoras de propionato) de forma
dependiente de la dosis, lo que sugiere que su uso
puede ser confuso en un ambiente microbiano
complejo como el rumen (Busquet et al., 2006). El
aumento en la concentracion molar de propionato y
butirato que se muestra en nuestro estudio con el
AEOM coinciden con lo reportado con Benchaar et al.
(2007) y Busquet et al. (2006) quienes obtuvieron
incrementos similares utilizando carvacrol que se
encuentra en mayor proporcion en el AEO.

La disminucion de acetato:propionato junto con el
aumento en la proporcion de butirato observado es
consistente con lo obtenido por Cardozo et al. (2005)
que se fundamenta en el perfil de fermentacion
comunmente encontrado en los iondforos como lo
demuestra (Catillejos et al., 2006) donde el timol actud
de manera similar a monensina reduciendo la
proporcion de acetato a propionato, y aumentd la
proporcion de propionato y butirato pero reduciendo la
concentracion total de AGV similar a lo obtenido en el
presente estudio.
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Las modificaciones moderadas del perfil de AGV’s del
rumen observadas en sistemas in vitro son
probablemente mas dificiles de reproducir in vivo,
donde las condiciones son mas complejas (por
ejemplo, diferentes tasas de absorciéon de acidos a
través de la pared del rumen, tasas de rotacion del
rumen, diferentes proporciones entre poblacion y
sustrato), por lo que hace falta seguir investigando el
mecanismo de accion de estos aditivos fitogénicos
sobre la produccion de AGV's.

Indicadores de impacto ambiental

La falta de respuesta en la produccién de metano con
la adicion de AEO no concuerda con lo reportado por
Patra y Yu (2012). Esto autores observaron que la
produccion de metano se redujo 13% con respecto al
control, pero coincide con lo observado por Castafieda
et al. (2018), quienes tampoco encontraron efectos en
la produccion de metano cuando probaron una mezcla
de timol y carvacrol en la fermentacion ruminal in
vitro, mencionando que posiblemente se deba a las
diferencias en las dietas de los donantes de liquido
ruminal, ademas de los diferentes sustratos utilizados
durante las incubaciones in vitro y el tiempo de
recoleccion de liquido ruminal en relacién con el
consumo del animal, lo cual también pudo haber
influenciado en el presente estudio, ya que la
recoleccion del liquido ruminal fue 2 horas después del
primer consumo de la mafiana, aunado a que la dieta
que se utilizé como sustrato era un concentrado con un
nivel alto de azucares y almidon (Tabla 2; FRF y FMF)
lo que disminuy6 la ruta del acido acético y la
predisposicion de H en el ambiente (Eugene et al.,
2004). Se necesitan mas estudios para dilucidar el
mecanismo exacto por el cual AEO reduce la
produccion de metano.

Como se menciond previamente, en el presente estudio
el sustrato y la dieta de los animales donadores de
indculo fue un concentrado con alto contenido de
carbohidratos y el tipo de estos parece ser un factor
determinante en la produccion de CH4 (Fernandez-
Mayer, 2001). Aunque no hubo diferencia significativa
(P>0.05) en la produccion de metano, fue menor que
16% del gras produccion en todos los tratamientos, lo
que corresponde a dietas altas en concentrado. A su
vez, el valor fue menor que en dietas altas en forraje
(>20%) segun lo que dicta Dumortier ef al. (2017).

El IPCG tampoco se vio influenciado ni por el tipo de
AEO, ni por la dosis, este nuevo indicador esta
determinado por la energia que contenga la dieta, que
en este caso era alta, esto causdé no ver diferencias
claras, ademas de que el alimento esta balanceado en
todos sus nutrientes por lo que fermento de manera
sincronizada (Martinez-Hernandez et al., 2019). El
metano mantiene una estrecha relacion con el IPCG
debido a que es 23 més contaminante (Yan et al., 2010)
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que el didxido de carbono, por tanto, no se encontrd
diferencia en ninguno de estos parametros. Como este
es un experimento in vitro los pardmetros de impacto
ambiental solo se estimaron en base a la cantidad de
sustrato fermentado, pero en condiciones de
produccion habria que estimar en base a unidad de
producto (litros de leche, gramos de ganancia de peso
etc.) o de tiempo (dia, periodo, lactancia) y entonces
podria ser mas probable encontrar diferencias de la
adicion de AEO.

CONCLUSIONES

El AEOM afecta la fraccion de mediana fermentacion
y la de fermentacion total ya que los valores aumentan
conforme aumenta la dosis, el AEOE alcanza niveles
altos de fermentacién en una dosis intermedia (560
ppm), la degradabilidad in vitro cambio6 de acuerdo con
el nivel de inclusion, siendo las dosis altas las que mas
disminuyen la degradabilidad. EI AEOM también
reduce la produccion de gas con respecto al control y
al AEOE, pero vuelve mas eficiente la produccion de
AGV’s aumentando la produccion de propionico y
reduciendo su relacion con respecto al acético, para
este experimento no hubo diferencias en la produccion
de metano, ni en los indicadores ambientales, por lo
que hace falta investigar mas sobre como el AEO
puede afectar las emisiones entéricas de CH4 en los
rumiantes. El AEOM puede modular de mejor manera
de la fermentacion ruminal que el AEOE, pero
disminuye mas la digestion y la produccion de gas
total.
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