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RESUMEN

Un experimento fue realizado para evaluar el aceite esencial de orégano puro (AO) y
nanoparticulado (AON) in vitro e in vivo en el proceso de fermentacion de una dieta para
lactancia en liquido ruminal de cabras, pardmetros productivos, sanguineos y calidad de
la leche de cabras. Nanoparticulas de quitosano (NQ) y AO fueron elaboradas y
caracterizadas. El experimento consistio en dos fases: in vitro e in vivo. Los tratamientos
para la fase in vitro fueron OCON (0 ppm de AON), 100AON (100 ppm de AON),
300AON (300 ppm de AON), 300A0 (300 ppm de AO puro) y 300NQ (300 ppm de NQ).
Estos se adicionaron individualmente a una racion totalmente mezclada y posteriormente
fue evaluada la digestibilidad ruminal in vitro a distintos tiempos (0, 12, 24, 36, 48 h),
produccion de gas total (PGT) (5 min, 3,6, 9 12, 15, 18, 21y 24 h), NHzy pH (0, 3, 6, 12
y 24 h) en liquido ruminal de caprinos. En la etapa in vivo, un total de 15 cabras primalas
Alpino Francés con 3 meses de lactancia y un peso promedio de 33.12 + 3.27 kg fueron
agrupadas en 3 tratamientos bajo un disefio completamente al azar; CON: dieta control
(sin aceite de orégano); AON: dieta con 300 ppm de aceite de orégano nanoparticulado;
AO: dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro. Durante esta fase fue evaluada la
productividad, parametros sanguineos (perfil bioquimico y biometria hemaética),
composicion de la leche cruda, rendimiento productivo de la leche, pH, composicién y
propiedades antioxidantes de leche cruda, ademas del pH, color y evaluacion sensorial de
la leche ultrapasteurizada. En los resultados de caracterizacion de las nanoparticulas, las
nanoparticulas de orégano (AON) presentaron diferencia en el tamafio promedio (332.95
nm) en comparacion con NQ (3.39 nm); ademas, el valor negativo del PZ (-22.7 mV)
mostré que las AON fueron cinéticamente estables, mientras que el valor de PDI (0.07)
indico que las AON fueron heterogéneas. En la fermentacion in vitro, 300 ppm de aceite
de orégano nanoparticulado (300AON) a las 12, 36 y 48 h tuvo la mejor digestibilidad de
materia seca, pero a las 36 h, 300A0 obtuvo digestibilidad mas alta de la fibra detergente
neutro (FDN); asi mismo, este tratamiento present6 la mayor PGT a 3, 6,9 12, 15, 18, 21
y 24 h. Los analisis de regresion lineal indicaron que 300AON aumento la PGT in vitro.
En la etapa in vivo, la productividad de las cabras de AO resulto eficiente ya que presento
una buena eficiencia en relacién con el consumo de alimento, mientras que, en relacién

con el consumo de agua, AON y AO fueron iguales. En el perfil bioquimico de la sangre
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se vio afectado (P < 0.05) en los triacilglicéridos y Ca, los cuales fueron menores en AO.
En la composicion de la leche, AO y AON incrementaron el pH, contenido de agua, el
punto de congelacién y los sélidos no grasos (SNG), por lo tanto, aumentaron la proteina,
lactosa, sales y la densidad. En el rendimiento productivo de los componentes de la leche,
AO obtuvo los menores valores de LCG 4%, EBL y grasa (kg/d). En las variables
fisicoquimicas de la leche ultra pasteurizada, pH y L* incrementaron en AON, pero b* y
Chroma disminuyeron Finalmente, el grupo CON mostré mayor capacidad antioxidante
(CAX) y compuestos fenolicos en leche que los grupos AON y AO. En conclusién, el
AON present6 diferencia de tamafio con respecto a las NQ, indicando que el AO fue
encapsulado; ademas, PZ mostré que AON es cinéticamente estable y el PDI indicé que
el AON fue heterogéneo. El tratamiento de 300AON mejoro la digestibilidad de la materia
seca, de la fibra detergente neutro y las caracteristicas de fermentacion ruminal in vitro.
En la productividad, las cabras del tratamiento AO resultaron eficientes, ademas
disminuy6 el Ca y triglicéridos en sangre. AO y AON mejoraron el pH de la leche, el
punto de congelacion y los SNG. En las variables fisicoquimicas de la leche, AON
aumento la luminosidad, sin embargo, AON y AO disminuyeron la capacidad antioxidante
de la leche. La evaluacion sensorial demostré que los tratamientos experimentales no

afectaron negativamente los atributos sensoriales de la leche de cabra.
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ABSTRACT

A series of in vitro and in vivo experiments were carried out to evaluate oregano essential
oil (OO) and oregano oil nanoparticles (OON) on fermentation process of a lactation diet
in ruminal fluid of goats, productive parameters, blood and milk quality. Chitosan (CH)
and OO nanoparticles were elaborated and characterized. The experiment consisted of two
phases: in vitro and in vivo. Treatments for in vitro phase were 0OCON (0 ppm of OON),
10000N (100 ppm OON), 30000N (300 ppm OON), 30000 (300 ppm of pure OO) and
300CHN (300 ppm of CHN). These were added individually to a totally mixed ration and
subsequently in vitro ruminal digestibility was evaluated at different times (0, 12, 24, 36,
48 h), total gas production (TGP) (5 min, 3, 6, 9 12, 15, 18, 21 and 24 h), NH3 and pH (0,
3, 6, 12 and 24 h) in goat ruminal fluid. On in vivo stage, 15 French Alpine sibling goats
with 3 months in milk and 33.12 £ 3.27 kg average weight, were grouped into 3 treatments
under completely randomized design; CON: control diet (without oregano oil); OON: diet
with 300 ppm of OON; AO: diet with 300 ppm OO. During this phase, productivity, blood
parameters (biochemical profile and blood count), raw milk composition, milk yield, pH,
raw milk antioxidant properties, UHT milk color, pH and sensory evaluation were
evaluated. Results of characterization of nanoparticles, showed that OON presented
differences on average size (332.95 nm) compared to CHN (3.39 nm); furthermore, PZ
negative value (-22.7 mV) showed OON were Kinetically stable, while PDI value (0.07)
indicated OON were heterogeneous. On in vitro fermentation, 300 AON at 12, 36 and 48
h had the best dry matter digestibility, but at 36 h, 30000 obtained higher neutral
detergent fiber digestibility (FDN); likewise, this treatment presented the highest TGP at
3, 6,9, 12, 15, 18, 21 and 24 h. Linear regression analyzes indicated that 300 OON
increased TGP in vitro. On in vivo trial, goats from OO were efficient since results
presented a good efficiency in relation to feed consumption, while, in relation to water
consumption, OON and OO were the same. On blood biochemical profile,
triacylglycerides and Ca were affected (P < 0.05), which were lower in OO group. On
milk composition, OO and OON increased pH, water content, freezing point and non-fat
solids (NFS), therefore, increased protein, lactose, salts and density. On milk yield
components, OO obtained lowest values of FCM 4%, milk energy and fat (kg/d). On

physicochemical variables of ultra-pasteurized milk, pH and L* increased in AON, but b*
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and Chroma decreased. Finally, CON group showed higher antioxidant capacity (CAX)
and phenolic compounds in milk than OON and OO groups. AON presented difference
size between NQ and OON, indicating that it was encapsulated; furthermore, ZP showed
OON is kinetically stable and PDI indicated OON was heterogeneous. The 30000N
treatment improved dry matter digestibility, neutral detergent fiber digestibility and in
vitro ruminal fermentation characteristics. In terms of productivity, goats in OO treatment
were efficient, and also had decreased Ca and triglycerides in blood. The OO and OON
treatments improved milk pH, freezing point and NFS. On physicochemical variables of
milk, OON increased luminosity, however, OON and OO decreased antioxidant capacity
of milk. Sensory evaluation showed that the experimental treatments did not negatively

affect the sensory attributes of goat milk.

XXiil



1. INTRODUCCION

La adicion de plantas aromaticas en las dietas de cabras u ovejas proporciona compuestos
fendlicos que enriquecen los productos de leche y carne (Boutoial et al., 2013). Estas
dietas suplementadas con compuestos aromaticos pueden beneficiar la fermentacion
ruminal y el comportamiento productivo de las cabras. Para contribuir con alternativas
naturales en las dietas de la produccion animal, el uso de aceites esenciales (AE) puede
ser una alternativa a los promotores del crecimiento, producir actividad antibacteriana
selectiva e inhibir la degradacion de proteinas en el rumen, lo que aumenta potencialmente
el suministro intestinal de aminoacidos (Wallace, 2004; Westendarp, 2005; Chaves et al.,
2008).

Los AE son compuestos volatiles y lipofilicos extraidos de las plantas por destilacion
(Westendarp, 2005). Estudios han evaluado los componentes de los AE como eugenol,
timol y cinamaldehido con la finalidad de reemplazar los moduladores antibi6ticos del
rumen (iondforos) (Kim et al., 2019). El aceite esencial de orégano (AO) contiene mas de
30 compuestos, donde el timol y carvacrol constituyen del 78% al 82% de su totalidad;
éstos son conocidos por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Barky et al.,
2015). La inclusion en la dieta del AO produce cambios en la fermentacion ruminal en
ovinos, aumentando la produccion de acidos grasos volatiles (AGV) (Chaves et al., 2008).
En vacas lecheras suplementadas con AO, se evallo sensorialmente su leche, resultando
mas fresca que aquella proveniente del tratamiento control (Lejonklev et al., 2016).
Estudios demuestran que los AE en las dietas de cabras son capaces de modificar la
fermentacion ruminal in vitro (Bechaar et al., 2007), funcionando como alternativa en la
alimentacion de las cabras lecheras (LOpez-Puga et al., 2021).

De acuerdo con las aseveraciones de Lépez-Puga et al. (2021) sobre los AE en caprinos,
los AE de ajo, jengibre, romero y zacate limén pueden mejorar la produccion de leche, y
el AE de canela puede disminuir el contenido de colesterol en leche. Entonces, el AO
posee un gran potencial para utilizarlo puro, emulsificado o nanoparticulado en las dietas
de animales. La nano-encapsulacion es un proceso en donde se construye una barrera entre
el contenido interior y el material de la pared de una nanoparticula elaborada, evitando
reacciones tanto quimicas como fisicas con el medio donde se utilizara (Barky et al., 2015)

y estas nanoparticulas pueden contener aceites esenciales.



2. ANTECEDENTES

2.1.  Produccién mundial de leche caprina

La industria lactea caprina a nivel mundial esté creciendo. Los factores decisivos en el
aumento del consumo de la leche de cabra y productos derivados son los beneficios que
ofrece sobre la salud humana (Garcia et al., 2014). Entre los beneficios destaca el ser
menos alérgena que la leche de vaca (Park et al., 2007) y es mas digestible para el ser
humano (Jandal, 1996). En 2018 se produjeron 18,712.09 ton de leche de cabra en el
mundo, donde México ocup0 el puesto 24 (FAO, 2021). Diversos sistemas de produccion
e ingredientes en las dietas pueden ser empleados para mejorar la eficiencia y rendimiento
productivo.

La inclusion de subproductos agroindustriales en las dietas de rumiantes puede ser de
interés para reducir los costos de alimentacion y disminuir el impacto ambiental asociado
con la acumulacion de subproductos (Vasta et al., 2008; Arco-Pérez et al., 2017).
Recientemente, los subproductos de la industria han sido investigados sobre su impacto
en la produccién animal, asi como en productos y subproductos, principalmente de vacas
lecheras; aunque en afios recientes se ha extendido la investigacion sobre su utilizacion en
caprinos y ovinos. Algunos subproductos de la industria que se han investigado en
caprinos son los aceites vegetales, harinas, subproductos de frutas o verduras y aceites
esenciales de plantas aromaticas.

La mayoria de la poblacion caprina se localiza en paises en desarrollo, donde predominan
los sistemas doble propoésito o vaca-cria. Por otro lado, los paises desarrollados han optado
por una orientacidn especialmente lechera (Bidot-Fernandez et al., 2017). La produccién
mundial de leche de cabra de los afios 2016, 2017 y 2018 se muestra en la Tabla 1 con un
total de 18.15, 18.83 y 18.71 millones de ton de leche, respectivamente. Los primeros tres
paises productores son India, Sudan y Bangladesh con un total de 6,098.73, 1,151.00 y
1,122.65 millones de ton de leche, respectivamente. México ocupé el lugar 26 durante el
afio 2016 y 2017 con una produccion de 160.0 y 162.0 mil ton de leche de cabra, y en el
afio 2018 ocupo el lugar 24 con una produccion de 163.0 mil ton.

La leche caprina contiene proteinas similares a las de leche de vacas Holstein, sin
embargo, posee mayor contenido de grasa, permitiendo mayor rendimiento en queso

(FAQ, 2000). De acuerdo con la Tabla 2, Luxemburgo, Francia y Alemania representaron



los primeros tres paises productores en el afio 2016 y 2017, mientras que en el 2018
correspondié a Bélgica (12.09 hg/An), Luxemburgo (11.00 hg/An) y Francia (7.35
hg/An). Numerosas variedades de quesos blandos y semiduros se elaboran
particularmente con leche de cabra; Grecia y Francia tienen la mayor produccion de queso
de leche de cabra. Los quesos producidos en paises europeos son considerados de
excelente calidad (Pal et al., 2011; Bhattarai, 2014), lo cual puede deberse a la calidad de
la leche con la que son elaborados. México ocupo el lugar 33 durante el afio 2016 y 2018
con un rendimiento 2.11 y 2.17 hg/An, mientras que en el afio 2017 obtuvo el lugar 35
con 2.14 hg/An.

2.2.  Produccién Nacional de leche caprina

La produccion de leche de cabra en México se localiza principalmente en zonas aridas y
semiéridas del pais (la laguna, centro y bajio), donde también se produce cabrito como
subproducto de esta industria. Del mismo modo, la cabra aporta una fuente de ingresos en
estas regiones y cada vez incrementa la produccidon de leche caprina y su transformacion
(Escarefio et al., 2013). Como se muestra en la Tabla 3, los primeros tres estados
productores son Coahuila, Guanajuato y Durango con un total de 163,650.0 miles de litros
de leche en el 2019, donde el precio promedio por litro se estim6 en $5.51 vy el total del
valor de la produccion en miles de pesos de $902,530.0. En el 2018, los primeros tres
estados productores fueron Coahuila, Guanajuato y Durango, con un total de 161, 901.0
miles de litros de leche, promediando $6.10 por litro, y $987,347.0 el valor de la

produccion.



Tabla 1. Produccién mundial de leche de cabra del 2016 al 2018.

2016 Prod.t 2017 Prod. 2018 Prod.
Lugar Lugar Lugar
Pais (miles ton) Pais (miles ton) Pais (miles ton)
1 India 5,752.39 1 India 6,165.50 1 India 6,098.73
2 Sudén 1,136.00 2 Sudéan 1,143.00 2 Sudan 1,151.00
3 Bangladesh 1,066.87 3 Bangladesh 1,114.32 3 Bangladesh 1,122.65
4 Pakistan 867.00 4 Pakistan 891.00 4 Pakistan 915.00
5 Francia 628.44 5 Francia 648.90 5 Francia 652.33
26 México 160.22 26 México 162.32 24 México 163.65
Otros 8,542.78 Otros 8,710.72 Otros 8,608.74
Total 18,153.69 Total 18,835.76 Total 18,712.09

1Prod = Produccién; FAO, 2020.



Tabla 2. Rendimiento mundial de leche de cabra del 2016 al 2018.

Lugar 2016 Rend.! Lugar 2017 Rend. Lugar 2018 Rend.
Pais? (hg/An) Pais (hg/An)? Pais (hg/An)

1 Luxemburgo 10.99 1 Luxemburgo 11.00 1 Bélgica 12.09

2 Francia 7.30 2 Francia 7.45 2 Luxemburgo 11.00

3 Alemania 7.19 3 Alemania 7.19 3 Francia 7.35

4 Paises Bajos 7.18 4 Paises Bajos 7.17 4 Alemania 7.18

5 Austria 6.57 5 Austria 6.59 5 Paises Bajos 7.15

33 México 2.11 35 México 2.14 33 México 2.17
Otros 165.50 Otros 168.30 Otros 166.12
Total 206.84 Total 209.84 Total 213.06

!Rend = Rendimiento
2 Hg/An: Hectogramo por animal (miles); Fuente: FAO, 2020.



Por otro lado, datos oficiales de la FAO (2021) registraron una produccion de 12,005,692
ton de leche fresca de vaca producida en México en 2018. Sin embargo, debido a la alta
demanda de leche en el pais, fueron importadas 37,174.0 ton el mismo afio, lo cual indica
que es importante mejorar la produccion en la industria lechera. La leche caprina puede
servir como una fuerte alternativa a la leche bovina que complemente esta demanda, sin
embargo, es importante atender algunas &reas de oportunidad como el mejoramiento

genético del hato, los sistemas de produccion y mejorar la formulacion de las dietas.

Tabla 3. Produccion Mexicana de leche de cabra durante 2018 y 2019.

2018 2019

Prod. Precio Valor

Lugar Estado?

Lugar Estado

Prod.

Precio Valor

(milesL) ($/L) (miles $) (milesL) ($/L) (miles $)
1 Coah. 45,065.22 6.01 270,821.86 1 Coah. 44,956.73 5.26 236,280.14
2 Gto. 42,196.38 5.80 244,748.02 2 Gto. 43,766.86 5.20 227,454.91
3 Dgo. 25,180.58 6.09 153,264.78 3 Dgo. 25,687.50 5.31 136,400.33
4 Jal. 9,01530 6.26 56,391.06 4 Jal. 8,767.49 5.87 51,501.91
5 Chih. 7,340.81 6.00 44,009.13 5 Chih. 7,220.68 5.62 40,574.60
Otros 29,206.38 6.96 190,379.91 Otros 29,324.74 6.95 184,792.69
Total 161,901.26 6.10 987,347.70 Total 163,650.43 551 902,530.93

!Coah. = Coahuila; Gto. = Guanajuato; Dgo. = Durango; Jal. = Jalisco; Chih. = Chihuahua.
Fuente: SIAP, 2020.

2.3.  El rumen: enfoque de anélisis en la sintesis de leche

El microbioma ruminal estd conformado por bacterias (1,010-1,011 células/mL),
arqueobacterias (107-109 células/mL), protozoarios (104-106 células/mL), hongos (103-
106 células/mL) y bacteriofagos (109-1010 /mL), poblaciones importantes en el desarrollo
productivo del rumiante ya que promueven las condiciones dptimas (factores quimicos y
fisicos) para llevar a cabo la fermentacion y metabolismo ruminal (Portela-Diaz, 2018).
La fermentacion producida por las bacterias del rumen produce AGV (principalmente
acético, propidnico y butirico), los cuales son absorbidos por las papilas ruminales y son
importantes para el metabolismo en la produccion de leche y carne (Klein, 2013). Existen

otros productos de la fermentacién como los gases, entre ellos el metano. Por otro lado, el



crecimiento y productividad del rumiante estdn en funcion de la alimentacion y
poblaciones bacterianas, por lo que la cantidad de las poblaciones bacterianas y la
produccién de gases pueden variar. En consecuencia, la fermentacion ruminal puede ser
controlada para alterar las poblaciones bacterianas con el fin de disminuir gases como el
metano y producir AGV en mayor o0 menor proporcion para mejorar la produccion lactea
(Calabro, 2015).

2.4.  Antibidticos en la produccion de leche y alternativas naturales

Durante afios los iondforos (antibiéticos coccidiostaticos) han sido usados como aditivos
en la dieta de rumiantes debido a que mejoran la relacién de &cido propidnico:acido
acetico y disminuyen la degradacion de proteina en amoniaco (Russell & Strobel, 1989).
También previenen la acidosis y mejoran el metabolismo energético, la produccién de
leche y su composicion (Duffield & Bagg, 2000). Sin embargo, el uso incontrolado de los
antibioticos ha generado resistencia bacteriana de microorganismos patégenos que pueden
poner en riesgo la salud humana (Wallace, 2004; Castanon, 2007; Martinez-Martinez et
al., 2015). Esta situacion causo la prohibicion de dichos compuestos en la unién Europea
en el 2000 (Anaddn et al., 2018). En consecuencia, los compuestos naturales y plantas
medicinales han sido evaluados como alternativa a los iondforos, entre ellos los AE de
plantas aromaticas, debido a que el microbioma ruminal es dinamico, por lo que las
poblaciones de microrganismos se adaptan con facilidad al consumo de diferentes
ingredientes de la dieta (Portela-Diaz, 2018). Los AE son metabolitos secundarios de
plantas arométicas con actividad antimicrobiana y antioxidante. Estos, se consideran
seguros para el consumo humano, lo cual ha propiciado su evaluacién en la microbiota
ruminal (Kim et al., 2019). La adicion de plantas aromaticas en las dietas de cabras u
ovejas proporcionan compuestos fendlicos que enriquecen los productos derivados de la
leche y la carne (Boutoial et al., 2013). Adicionalmente, estas dietas suplementadas con
compuestos aromaticos pueden beneficiar el comportamiento productivo de las cabras
debido a la actividad antibacteriana selectiva e inhibir la degradacion de proteinas en el
rumen, lo que aumenta potencialmente el suministro intestinal de aminoacidos (Wallace,
2004; Chaves et al., 2008). Ha sido descrito que la reformulacion de las dietas para

caprinos e incorporacion de nuevos ingredientes de plantas aromaticas ofrecen resultados



prometedores (Garcia et al., 2014). La Tabla 4 muestra informacion de articulos en cabras

lecheras donde se estudiaron los AE.

Tabla 4. Aceites esenciales investigados en dietas de cabras para la produccion y calidad de leche.

Planta Forma Tiempo de
H i 1
Autor Nombre Nombre utilizada Dosis estudio Resultados sobresalientes
comdn  cientifico
. Origanum Hoja 30 g de hoja Mejoré el sistema antioxidante,
Paraskevakis . (equivalente a 1 . . .
Orégano vulgare ssp. seca . 24 dias redujo la produccion de metano y
(2015) . . mL de aceite/ - g
hirtum molida - . estimul¢ la protedlisis
animal/ dia)
20 g de orégano
Paraskevakis X Origanum Hoja seco_ y molido . Disminuy6 las poblaciones de
Orégano vulgare ssp. seca (equivalente a 1 69 dias . -
(2017) . - . bacterias metanogénicas
hirtum molida mL de aceite/
animal/ dia)
Aumento la produccion de leche
(16.48%), proteina y sélidos no
. grasos e incrementd los CLA
Alilum . L ;
o (&cido linolénico conjugado);
Ajo; sativum; Disminuyod el colesterol, aumentd
Kholif et al. ' Cinnamomum Aceite 2 mL / animal / ] c
Canela; . . . 90 dias la glucosa y proteina en suero
(2012) - cassia; esencial  dia P o
Jengibre Zinaiber sanguineo y la produccién lactea
Oﬁiginale (23.74%);  Auments  la
produccion de leche (18.85%), el
contenido de proteinas y solidos
no grasos
L, 0 i
_ _ _ 115 g y 230 g I_nclusmn de 20/o_qlsm|nuyo el
Boutoial et ROMEro Rosmarinus  Hoja hoia  seca [ 7 meses tiempo de coagulacién de la leche
al. (2013) officinalisL.  seca an:mal | dia y 10% aumentd los AGP (acidos
grasos poliinsaturados)
Rosmarinus Mejord la digestibilidad
Kholif et al. Romero; officinalis L.; Hoja 10 g / animal nutrluonalyle_lpr,oducuon Iac_t?a
(2017) Zacate  Cymbopogon seca Idia 12 semanas (15.11%); Mejoré la produccion
de limén citratus (DC.) de leche (11.70%) vy la
Stapf. digestibilidad de los nutrientes
0.36g aceite Aument6 la produccion de leche
Hoja esencial de (31.67% AE y 57.01% hoja seca),
Smeti et al. Rosmarinus  seca y romero/ animal / . el contenido de grasa y mejord el
Romero L . . 95 dias L .
(2014) officinalisL.  aceite dia y 36g de crecimiento de cabritos cuando
esencial  hojas de romero las madres fueron alimentadas
/animal / dia con hojas de romero
04, 08 y 2
. . . L/kg d it . . .
Yesilbag et Juniperus Aceite m g ¢ acere . Aumento enzimas importantes
Enebro . . esencial de 60 dias . .
al. (2016) communis esencial para el sistema antioxidante
enebro
esparcido
. . A 6 | i6n (6%), el
Kholif et al. Moringa Moringa Extracto 10,20 'y 40 7 dias reLrjl?i(re:itSnts perr?d:]ei:cr::n (Gégdoi
(2018) 93 oleifera mL/cabra/dia y

grasos insaturados

!Los porcentajes de aumento en la produccion lechera fueron estimados tomando en cuenta la diferencia

respecto al grupo control.



2.5.  Aceites esenciales en la produccion lechera caprina

2.5.1. Aceite esencial de orégano

El AO se ha estudiado en la produccién animal. Se puede obtener del orégano griego
(Origanum vulgare ssp. hirtum) y orégano mexicano (Lippia berlandieri Schauer y
Poliomintha longiflora Gray). EI AO contiene méas de 30 compuestos, donde el carvacrol
y timol constituyen del 78% al 82% de su composicion, mismos que poseen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Bakry et al., 2015).

Paraskevakis (2015) evalu6 la inclusion de 30 g de orégano griego molido (Origanum
vulgare ssp. hirtum), equivalente a 1 mL de AO por animal, en la dieta de cabras Alpinas
en lactacion. Estos autores observaron un aumento significativo del glutation peroxidasa
y reductasa en sangre y en leche, mejorando el sistema antioxidante, minimizando el dafio
oxidativo durante el periodo de lactancia. Ademas, la suplementacion de orégano griego
seco con un perfil rico en carvacrol y bajo en timol redujo la poblacién total de
metandgenos, afectando la produccién de metano en las cabras y estimul6 la proteolisis,
aumentando asi la produccién de amoniaco. En ovinos ha sido reportado que la inclusién
en la dieta de AO produce cambios en la fermentacion ruminal, aumentando la produccién
de AGV (Chaves et al., 2008). Lo anterior sugiere que lo mismo ocurra en caprinos,
aunque es necesaria mas investigacion en este tema. Por otro lado, Paraskevakis (2017)
evalué la adicion a la dieta de 1 mL AO/animal/dia para evaluar cambios en la
fermentacidn ruminal de cabras Alpinas adultas no lactantes. Encontr6 que el AO aumentd
la actividad de la proteasa y la concentracion de amoniaco en el rumen, ademas, observé
que Peptostreptococcus anaerobius y Clostridium sticklandii eran los microorganismos
mas sensibles al AO bajo las condiciones en su estudio. Asi mismo, la poblacion total de
bacterias metanogénicas disminuyd, comprobando que la adicion de AO a la dieta puede
suprimir microorganismos especificos del rumen, entre ellos bacterias metanogeénicas.
La hoja triturada de orégano griego (Origanum vulgare ssp. hirtum) mejor6 los valores de
actividad antioxidante mediante la prueba FRAP en leche, por lo que Paraskevakis (2015)
concluyd que, en el caso de hoja triturada, el consumo de orégano griego seco puede
fortalecer el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico minimizando el dafio
oxidativo en la lactancia de las cabras. La actividad antioxidante se atribuyé a las

propiedades de activacion de enzimas antioxidantes y directamente a través de la



eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Por otro lado, en vacas lecheras
suplementadas con AO, se demostrd durante el analisis sensorial que los evaluadores
percibieron la leche proveniente de vacas suplementadas con aceite de orégano como mas
fresca (Lejonklev et al., 2016). Este hallazgo podria ser informacion util para utilizarlo en

cabras lecheras y asi favorecer en el sabor de la leche proveniente de los caprinos.

2.5.2. Aceite esencial de ajo

El aceite esencial de ajo (Allium sativum) se caracteriza por sus compuestos que contienen
azufre como la aliina, sulfuros de dialilo y alicina, mismos que le confieren su efecto
antibacteriano y reductor de metano (Amagase et al., 2001; Kholif et al., 2012). Kholif et
al. (2012) adicionaron aceite de ajo (Alilum sativum) en dosis de 2 mL/cabeza/dia a la
dieta de cabras Damasco lactantes durante 90 dias; sus resultados mostraron que el aceite
de ajo aumento la produccion de leche, el contenido de proteinas y sélidos no grasos. Sin
embargo, el porcentaje de grasa y el nitrégeno no proteico de la leche disminuyeron. El
aceite de ajo incrementd acidos grasos insaturados en la leche especialmente C18: 1n9c y
acidos linolénicos conjugados (CLA) (Kholif et al., 2012).

2.5.3. Aceite esencial de romero

El romero se adiciona en la dieta de los animales como fuente de polifenoles, entre ellos
el rosmanol, genikwanina, carnosol, rosmadial, cafeico, rosmarinico y acido carndsico
(Cuvelier et al., 1996; Boutoial et al., 2013). Los autores han reportado que el aceite
esencial de romero beneficia la produccion de leche y favorece la produccion de quesos
maduros (Boutoial et al., 2013; Smeti et al., 2014). Kholif et al. (2017) evaluaron romero
en dosis de 10 g/animal/dia sobre el consumo de alimento, la produccién de leche, la
composicion y el perfil de &cidos grasos en cabras lactantes de Damasco; esos autores
concluyeron que la inclusion de romero mejor6 la digestibilidad de los nutrientes,
produccion de leche y mejoro la fermentacion ruminal no afectando el pH.

Los efectos de la adicion de hojas de romero o la inclusidn de aceite esencial de romero
sobre el rendimiento productivo de las cabras se investigaron por Smeti et al. (2014). Entre
sus principales hallazgos se encuentra el incremento de la produccion diaria de leche para

los grupos de romero en comparacion con la dieta control. EI romero aumento el contenido
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de grasay proteina en leche; también evaluaron el crecimiento de los cabritos alimentados
con leche proveniente de las madres suplementadas con los tratamientos y se observo
mayor crecimiento de los cabritos para el grupo de hojas de orégano respecto al grupo de
aceite esencial de romero. Las dos formas de adicionar los compuestos a la dieta mostraron
resultados favorables en comparacion con la dieta control.

Boutoial et al. (2013) estudiaron la inclusion de un suplemento (50% hojas destiladas de
R. officinalis spp. y 50% cebada) a razon de 10 y 20% (115 g y 230 g hoja seca de
romero/animal/dia) adicional a la dieta control en cabras Murciano-Granadina para ver
sus efectos en la composicion fisicoquimica, el conteo de células somaticas de leche
pasteurizada y queso Mucia Al Vino. El experimento fue realizado desde el parto hasta
los siete meses de lactacion. La inclusion de 20% de romero en la dieta redujo el tiempo
de coagulacion de la leche (3.68% a comparacién del control), reduciéndolo hasta la
materia seca y el contenido de lactosa, mientras que la adicion del 10% de esta planta
disminuyd el porcentaje de acidos grasos C14:0 y aumento el contenido de C18:2 y AGP
(&cidos grasos poliinsaturados); por otro lado, la suplementacion con 20% de romero
disminuyd el contenido de acidos grasos C10:0 y C14:0, y aumentd el porcentaje de acidos
grasos C17:0, C18:2 y AGP. Tambiéen observaron que el 20% de inclusion de hojas de
romero, hubo diferencia en proteina, pH y actividad del agua de los quesos. Finalmente,
en los parametros sensoriales, la adicion del 10% de romero afecto el olor del queso Mucia
Al Vino. Gillian et al. (2008) atribuyen un mayor contenido de acidos grasos saturados a
enfermedades cardiovasculares y obesidad, mientras que los acidos grasos insaturados
tienen un efecto positivo en la salud humana (Boutoial et al., 2013).

2.5.4. Aceite esencial de zacate de limon

El limoncillo o zacate limén (Cymbopogon citratus) esta compuesto por citral, que es
esencial para la sintesis de vitamina A, y también ha llamado la atencién por tener
actividad ruminal selectiva, antioxidante y anti-hiperproductora de amoniaco (Wanapat et
al., 2008; Kholif et al., 2017). Fue reportado que el limoncillo ejerce efecto en la
utilizacion del alimento y la produccion de leche. Por otro lado, su composicion y el perfil
de &cidos grasos se mostro similar a los encontrados en la adicion de romero en la racién
(Kholif et al., 2017).

11



2.5.5. Otros aceites esenciales

El AE de enebro se evalu6 en 0.4 mL/kg, 0.8 mL/kg o 2 mL/kg sobre el crecimiento,
parametros de fermentacion y poblacion de protozoos en el rumen, enzimas antioxidantes
de la sangre y el contenido fecal en cabritos Saanen en crecimiento por Yesilbag et al.
(2016). En su estudio, determinaron que las enzimas mas responsables de la neutralizacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el sistema antioxidante (superoxido dismutasa,
catalasa y actividades antioxidantes totales) aumentaron significativamente en los grupos
experimentales con este aceite.

En un experimento realizado por Kholif et al. (2018) se evalu6 la administracion oral de
extracto de hoja de Moringa oleifera a diferentes dosis y demostré que este extracto
mejoro la produccion de leche (6%), la composicidn y el perfil de acidos grasos en cabras
Nubias. Las dosis consistieron en 0, 10, 20 o0 40 mL diarios del extracto. Se observaron
mayores rendimientos de leche y contenido de energia bruta en leche, solidos totales,
solidos no grasos, grasas, proteinas, lactosa y cenizas con el extracto de M. oleifera, y a
medida que la dosis aumentd, los efectos mostraron un comportamiento lineal en las
concentraciones de sélidos totales, s6lidos no grasos, grasas y lactosa en la leche. En la
leche, las proporciones de &cidos grasos insaturados y acidos linolénicos conjugados
incrementaron, mientras que los &cidos grasos saturados disminuyeron, por lo que este
extracto redujo un 4.6% los acidos grasos individuales y totales en 4.6-5.6%, y aumentd

los &cidos grasos insaturados individuales y totales entre 11.5y 13.9%.

2.6. Biosintesis de la leche

La leche que se origina en el tejido secretor se acumula en conductos que aumentan de
tamafio a medida que se acerca a la regién del pezén (Figura 1a); el area de
almacenamiento es el alvéolo (Figura 1b): un compartimento esférico que consta de lumen
rodeado por una sola capa de células epiteliales secretoras, que esta conectado al sistema
de conductos (Figura 1c) (Damodaran et al., 2008). Estas células estan orientadas al
extremo apical con su membrana Unica, y el extremo basal esta separado de la sangre y la
linfa por una membrana basal; en consecuencia, se produce un flujo unidireccional de

metabolitos a traves de la célula, con los componentes béasicos de la leche entrando desde
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la sangre a través de la membrana basolateral. Los componentes basicos de la leche se
sintetizan en el reticulo endoplasmico, que recibe energia del metabolismo oxidativo en
las mitocondrias. Luego, los componentes se empaquetan en vesiculas secretoras por el
aparato de Golgi o como gldébulos de grasa en el citoplasma (Figura 1d). Finalmente, las
vesiculas y los globulos de grasa atraviesan la membrana plasmatica apical y se almacenan
en la luz (Figura 1d). A su vez, la capa de células epiteliales secretoras que rodea la luz
del alvéolo esta rodeada por una capa de células mioepiteliales y capilares sanguineos.
Finalmente, cuando la oxitocina, una hormona hipofisaria que circula en la sangre, se une
a las células mioepiteliales, el alvéolo se contrae y expulsa la leche almacenada en el
lumen hacia el sistema de conductos (Damodaran et al., 2008; Fox et al., 2015).

En el reticulo endoplasmico, donde ocurre la sintesis activa, cuenta con tubos conocidos
como cisternas, que desembocan en el aparato de Golgi, donde se transforman los
componentes en vesiculas de Golgi y cuyos paquetes transportan los componentes de la
leche en fase acuosa a la membrana plasmatica apical (Damodaran et al., 2008). Los
ribosomas sintetizan las proteinas y existen libres en el citoplasma, unidos al reticulo
endoplasmico. Cerca de la membrana basolateral, el reticulo endoplasmico esta cubierto
de ribosomas, lo que hace que esta membrana parezca rugosa. Sin embargo, al moverse
en la direccion del extremo apical, los aminoacidos se agotan y la sintesis se hace mas
lenta, lo que permite que los ribosomas se disocien. Por lo tanto, esta membrana se vuelve
suave a medida que se transforma en la membrana de Golgi. La sintesis se completa en la
luz del aparato de Golgi; por ejemplo, las proteinas se glicosilan, fosforilan y se sintetiza
lactosa. Es aqui y en las vesiculas de Golgi donde aparecen por primera vez las micelas
de caseina (Figura 1d). La secrecion de los productos de sintesis se completa cuando las
vesiculas de Golgi se fusionan con la membrana plasmatica apical, se fusionan para formar
parte de esa membrana y vacian el contenido del paquete en la luz alveolar para su
almacenamiento (Figura 1c). Las caseinas, la f-lactoglobulina y la a lactoalbumina se
sintetizan en las células epiteliales mamarias, mientras que la albimina sérica y las
inmunoglobulinas no se sintetizan en estas células, pero aparecen receptores especificos
para estas proteinas en la membrana basolateral, entonces, estas proteinas se transportan

desde la sangre hasta la luz alveolar mediante la internalizacion del complejo proteina-
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receptor y el paso a través de la célula en vesiculas de membrana (Damodaran et al., 2008;
Fox et al., 2015).

En resumen, los constituyentes (lactosa, lipidos y proteinas) de la leche son sintetizados
en la glandula mamaria a partir de los precursores absorbidos de la sangre. Una
modificacion considerable de los constituyentes es realizada en la glandula mamaria, los
cuales se absorben de la sangre a través de la membrana basal, se modifican (si es
necesario) y se sintetizan en la molécula terminada (lactosa, triglicéridos, proteinas)
dentro del mamocito (principalmente en el reticulo endoplasmico) y se excretan del
mamocito a través de la membrana apical hacia la luz del alvéolo (Fox et al., 2015) (Figura
1).

Capilares

Tejido
nectiv

N Globulos de
{ | emsadelaleche

Apanato
de Golgi

Figura 1. Glandula mamaria amplificada y sus componentes.
(Fox et al., 2015)

2.7. Composicion de la leche de cabra

La leche es un fluido secretado por las hembras de todas las especies de mamiferos (Fox
et al., 2015). La leche se encuentra bien caracterizada para las vacas, cabras, ovejas,
bufalas y humanas. Este fluido se compone de agua, acidos grasos, proteinas,
carbohidratos (de los cuales la lactosa es el principal constituyente), minerales y

vitaminas. Adicionalmente, contiene en menor cantidad iones metalicos y componentes
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que contribuyen al sabor (Fox et al., 2015). En la Tabla 5 se muestra un cuadro

comparativo de los principales componentes de la leche de diferentes especies.

Tabla 5. Componentes de la leche (%) de diferentes especies.

'Energia neta

Especie  Solidos totales Grasa Proteina Lactosa Cenizas (kJ/kg)
Vaca 12.7 3.7 3.4 4.8 0.7 2,763
Cabra 12.3 4.5 2.9 4.1 0.8 2,719
Oveja 19.3 7.4 4.5 4.8 1.0 4,309
Cerda 18.8 6.8 4.8 5.5 0.9 3,917
Yegua 11.2 1.9 2.5 6.2 0.5 1,883
Burra 11.7 1.4 2.0 7.4 0.5 1,966
Coneja 32.8 183 119 2.1 1.8 9,581

!Kj/kg: Kilojoules por kilogramo
Fox et al. (2015)

La composicion de la leche caprina es diferente comparada con la leche de otras especies
(oveja, bisonte, reno) pero similar a la leche de vaca con algunas diferencias claras. El
tamano de los globulos de grasa es menor en la leche de cabra en comparacion con la leche
de vaca (Jenness, 1980; Zervas & Tsiplakou, 2013). Los globulos de grasa de la leche de
cabra se distribuyen mejor en la emulsion de lipidos de leche que los glébulos de grasa de
la leche de bovino, ya que son mas pequefios. Estos se dispersan mejor, homogeneizan de
forma natural y proporcionan una mejor digestion humana por las lipasas (Zervas y
Tsiplakou, 2013).

En relacién con los acidos grasos (AG), la leche de cabra contiene una mayor proporcion
de C6:0 (caproico); C8:0 (caprilico); acidos CI0:0 (caprico) y C12:0 (laurico) (Fox et al.,
2015). Los cuales son acidos grasos de cadena corta (AGCC), mientras que el acido
laurico (C12:0) pertenece a los acidos grasos de cadena media (AGCM) como el acido
laurico (C12:0) (Amigo & Fontecha, 2011). Los AGCC representan hasta el 15-18 % de
los AG en la leche de cabra. Otro aspecto destacable es su contenido en acidos grasos
libres de cadena ramificada con menos de 11 atomos de carbono, y que dan el
caracteristico sabor caprino a los productos lacteos de cabra (Amigo & Fontecha, 2011).
Por otro lado, el contenido de CLA en la leche de cabra suele ser mayor que en la leche
de vaca (Zervas & Tsiplakou, 2013).
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La leche de cabra tiene seis proteinas principales: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, k-
caseina, B-caseina, asi-caseina y os2-caseina, que son casi iguales a las de la leche de vaca,
pero difieren en los polimorfismos genéticos y sus frecuencias en las poblaciones caprinas
(Park et al., 2007; Zervas & Tsiplakou, 2013). La caseina es la proteina basica de la leche
y constituye aproximadamente el 80% del total de proteinas de la leche; las micelas de
caseina en la leche de vaca son pequefias (60 a 80 nm) en comparacién con las de la leche
de cabra, que oscilan entre 100 y 200 nm (Zervas & Tsiplakou, 2013).

Los carbohidratos de la leche de cabra incluyen oligosacaridos, glicopéptidos,
glicoproteinas y azucares de nucledtidos (Amigo & Fontecha, 2011). La lactosa es el
principal carbohidrato en la leche de cabra, aproximadamente 0.2-0.5% menos que en la
leche de vaca (Amigo & Fontecha, 2011). La leche de cabra es significativamente mas
rica en oligosacaridos derivados de la lactosa que la leche de vaca (Zervas & Tsiplakou,
2013). Hay cuatro veces més &cido sialico en la leche de cabra (230 mg de &cido siélico
por kg de leche fresca) que en la leche de vaca (60 mg de é&cido siélico por kg de leche
fresca) (Amigo & Fontecha, 2011). La lactosa favorece la absorcion de calcio, fosforo,
magnesio y uso de la vitamina D en la digestion humana (Zervas & Tsiplakou, 2013). La
leche de cabra tiene un nivel mas alto de calcio, fosforo, potasio, magnesio y cloro, y un
nivel mas bajo de sodio que la leche de vaca, también, la leche de cabra generalmente
contiene mas magnesio que la leche de vaca y niveles mas bajos o comparables de yodo
y cobre (Amigo & Fontecha, 2011). El contenido mineral de la leche de cabra varia de 0,7

a 0,85% en comparacion con la leche humana y de vaca (Zervas & Tsiplakou, 2013).

2.8.  Caracteristicas fisicoquimicas y antioxidantes de la leche

La calidad de la leche se puede evaluar segin pardmetros sanitarios, nutricionales,
tecnoldgicos y sensoriales (Garcia et al., 2014).

El pH (potencial de hidrogeno) constituye un indicador de la acidez real de la leche y es
medido utilizando un potencidmetro que registra los iones de hidrégeno (H*) procedentes
de los &cidos que contiene la leche; por ejemplo, el acido lactico en la leche fermentada
(Villegas de Gante & Santos-Moreno, 2010).

La densidad de la leche es mayor que la del agua a la misma temperatura, esto se debe a
que contiene diversos soélidos disueltos y suspendidos (Villegas de Gante y Santos-
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Moreno, 2010). En la tecnologia lechera, se considera la densidad relativa, y tres factores
importantes afectan la densidad relativa: 1) el porcentaje de sélidos totales, si éstos suben,
aumenta; 2) el porcentaje de grasa, si aumenta, la densidad disminuye; 3) la temperatura,
si la leche se enfria, su densidad se incrementa y viceversa (Villegas de Gante & Santos-
Moreno, 2010).

Los criterios que se relacionan con la calidad de la leche dependen de numerosos factores
y de sus interacciones, que estan vinculados a los principales componentes fisicoquimicos
(grasa, proteina, lactosa), asi como a los microcompuestos que se encuentran comdnmente
en ella, como minerales, vitaminas, colesterol y terpenos (Garcia et al., 2014).

El color de la leche es una caracteristica fisicoquimica, al igual que el pH. De acuerdo con
Fox et al. (2015), el color blanco de la leche resulta de la dispersion de la luz visible por
las micelas de caseina y los globulos de grasa. La homogeneizacion de la leche da como
resultado un producto més blanco debido a la mayor dispersion de la luz por parte de
globulos de grasa homogeneizados més pequefios, también puede influir en la luminosidad
(L*). La fase sérica de la leche es verdosa (a* influye en esta tonalidad) debido a la
presencia de riboflavina, que es la responsable del color caracteristico del suero.

Los antioxidantes son sustancias quimicas que pueden neutralizar y eliminar los radicales
libres, que se producen continuamente en el organismo. Las ROS se producen
constantemente, pero si se producen en exceso Y no son neutralizadas, pueden provocar
estrés oxidativo, ocasionando multiples enfermedades (Kris-Etherton et al., 2002; Khan
et al., 2019). La demanda de alimentos que contienen antioxidantes naturales esta
aumentando en todo el mundo; una gran cantidad de alimentos y productos lacteos se
complementan con antioxidantes naturales (Khan et al., 2019). La capacidad antioxidante
de la leche y los productos lacteos se debe a los aminoacidos que contienen azufre,
vitaminas A, E, carotenoides, sistemas enzimaticos, superdxido dismutasa, catalasa y
glutationperoxidasa (Khan et al., 2019). La leche también contiene cantidades apreciables
de equol, un metabolito polifenolico de la daidzeina (Mustonen et al., 2009). Los radicales
superdxido, hidroxilo y peréxido pueden ser inhibidos por los sistemas antioxidantes de
la leche (Tong et al., 2000).
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2.9. Propiedades sensoriales de la leche

La evaluacion sensorial se ha definido como un metodo cientifico utilizado para evocar,
medir, analizar e interpretar las respuestas a los productos tal como se perciben a través
de los sentidos de la vista, el olfato, el tacto, el gusto y el oido (Stone & Sidel, 2004;
Chapman, 2010). Existen diferentes métodos de evaluacion sensorial: anélisis por
discriminacion, analisis descriptivo y analisis de aceptacidn/preferencia (Chapman, 2010).
Generalmente, estos analisis se realizan al final del proceso de desarrollo del producto. La
escala mas utilizada para determinar el grado de preferencia es la escala hedonica de 9
puntos y es descrita con palabras que van desde “me gusta mucho” hasta “me disgusta
mucho” (Chapman, 2010). Algunos atributos que pueden ser evaluados en la leche son
aroma a cocido, aroma caramelizado, aroma a grano/malta, sabor a cocido, sabor dulce,
sabor a caramelo, viscosidad, granulosidad, sabor amargo, resequedad, brillosidad, color

blanco y aceptacion global (Chapman, 2010).

2.10. Nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia es importante en la agricultura moderna, y se prevé que la
nanotecnologia agroalimentaria tome fuerza econémica debido a su aplicacion en la
sanidad animal y cria de animales (Sekhon, 2014). La definicion de nanotecnologia se
expresa como el control y la comprension de la estructura de la materia en el rango de
nanoescala. Al proceso de conversion de moléculas a nanoescala se denomina
nanotecnologia (Abdelnour et al., 2021). La conversion se lleva a cabo mediante varios
métodos quimicos, fisicos, bioldgicos o mixtos, cuya idea principal es inducir alteraciones
en la naturaleza quimica y fisica fundamental del material original (Abdelnour et al.,
2021). Las formas procesadas de nanomateriales son aquellas con formas o funciones
especiales; por ejemplo, puntos cuanticos, dendrimeros, fullerenos, nanotubos de carbono
y nanoparticulas (Tabla 6) (Bathia, 2016). El uso de nanotecnologia facilita el desarrollo
de nano-vehiculos para los nutrientes, lo que permite una entrega eficiente para mejorar
la digestion y la absorcion mejorando el metabolismo y la fisiologia (Abdelnour et al.,
2021). Entre las aplicaciones de la nanotecnologia en la cria de animales es mejorar la
eficiencia de la alimentacion y nutricion de los animales, minimizar las pérdidas por
enfermedades animales, asi como convertir los subproductos y desechos animales (Chen

et al., 2011; Sekhon, 2014). Los aditivos de tamafio nanométrico pueden unir y eliminar
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toxinas o patdgenos (Sekhon, 2014). Las nanoparticulas de plata han sido utilizadas como
aditivo en dietas para lechones destetados sobre la microbiota digestiva, la morfologia
intestinal, y los rendimientos productivos (Fondevila et al., 2009). Las nanoparticulas son
un agente antimicrobiano para su uso en pollos de engorda; por ejemplo, las
nanoparticulas magnéticas resultaron exitosas para la recuperacion de aflatoxina B1 y
zearalenona del alimento (Kim et al., 2012). En la actualidad, las nanoparticulas
empleadas en rumiantes han sido las poliméricas o metélicas de selenio y zinc como
suplementacion dietética y como tratamiento clinico para mastitis en bovinos (Abdelnour
etal., 2021).

Las nanoparticulas pueden envolver una sustancia sélida, liquida o gaseosa dentro de otra
sustancia en una capsula sellada pequefia. EI material del nucleo se difunde gradualmente
a través de las paredes de la capsula, ofreciendo propiedades de liberacién controlada bajo
condiciones deseadas (Fang & Bhandari, 2010). Por lo tanto, la tecnologia de
nanoparticulado se puede utilizar para suministrar componentes bioactivos, mejorando sus
propiedades de manipulacion (Barky et al., 2015). Los aceites esenciales poseen un gran
potencial para esto, pero son quimicamente inestables y susceptibles al deterioro oxidativo
y pérdida de compuestos volatiles en determinadas condiciones (oxigeno, luz, humedad,
calor). Esto provoca degradacion oxidativa, formacién de sabores desagradables y
generacion de radicales libres afectando las propiedades sensoriales y aceptacion del
consumidor. Entonces, la microencapsulacion podria ser una opcion viable para mantener

caracteristicas bioldgicas y funcionales de los productos (Barky et al., 2015).
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Tabla 6. Caracteristicas y aplicaciones de algunos nanosistemas.

Tipos de Tamafio Caracteristicas Aplicaciones
nanosistemas (nm)

Nanotubos de 0.5-3  Forma cristalina alotropica de Mejoran la solubilidad, la

carbono diametro  laminas de carbono, de una capa penetracion en el

y 20 - (nanotubo de pared simple) o de citoplasma celular y el
1000 multiples capas (nanotubo de nucleo, como portador para
largo pared multiple). Estos cristales la entrega de genes, entrega

poseen mucha fuerza y de péptidos

propiedades eléctricas

(conductoras, semiconductoras o

aislantes)

Dendrimeros <10 Sistema polimérico ramificado, Entrega  controlada vy
mono disperso producido por circulatoria prolongada de
polimerizacion controlada: bioactivos, entrega dirigida
nacleo, rama y superficie de bioactivos a los

macrofagos
Liposomas 50-100 Vesiculas de  fosfolipidos, Entrega pasiva y activa de
biocompatibles, versatiles, genes, proteinas, péptidos y
buena eficiencia de captura. otros
Nanoparticulas <100 Coloides de oro y plata que dan  Administracién de
metalicas como resultado una superficie farmacos y genes, ensayos
disponible para encapsulado, de diagndstico de alta
muy estables sensibilidad, ablacion
térmica y mejora de la
radioterapia
Puntos 2-9.5  Fluorescencia brillante, emision Hibridacion de  ADN,
cuanticos estrecha, amplia excitacion UV'y inmunoensayo; endocitosis
nanocristalinos alta fotoestabilidad mediada por receptores.
Micelas 10-100 Micelas de copolimeros Liberacion activa y pasiva
poliméricas anfifilicos en bloque, alto del farmaco, valor
atrapamiento de farmacos, carga diagnostico
atil, bioestabilidad
Nanoparticulas 10 — 1000 Biodegradable, biocompatible, Portador para la entrega

poliméricas

ofrece  proteccion
contra medicamentos

completa

controlada y sostenida de
medicamentos. Las
nanoparticulas ocultas vy
modificadas en la superficie
se pueden usar para la
administracion activa 'y
pasiva de bioactivos

(Nahar et al., 2006; Bathia, 2016).
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2.11. Caracterizacion y tamafio de nanoparticulas

Bathia (2016) describe que la caracterizacion de las nanoparticulas se basa en el tamafio,
morfologia y carga superficial, utilizando diferentes técnicas. También explica que la
distribucion del tamafio, diametro promedio de las particulas y carga afectan la estabilidad
fisica y distribucidn in vivo de las nanoparticulas. Por otro lado, este autor indica que la
morfologia de la superficie, tamafio y forma general se determinan mediante técnicas de
microscopia electrénica de fuerza atdbmica (MFA), barrido (MEB) y transmision (MET)).
Asi mismo, redacta que caracteristicas como la estabilidad fisica y dispersion polimérica,
asi como su rendimiento in vivo, se ven afectadas por la carga superficial de las
nanoparticulas. En la Tabla 7 se mencionan diferentes herramientas y metodos de

caracterizacion para las nanoparticulas.

Tabla 7. Herramientas y métodos de caracterizacion de nanoparticulas.

Parametro Método de caracterizacién

Interaccion farmaco o activo-acarreador Calorimetria diferencial de barrido

Determinacion de la carga Anemometria laser Doppler
Potenciometro zeta (potencial zeta)

Anédlisis quimico de la superficie. Espectrometria de masas de iones
secundarios
Sorptémetro (distribucion de poros)

Estabilidad del activo o farmaco Bioensayo de farmaco extraido de
nanoparticulas
Analisis quimico del activo o farmaco.

Estabilidad de dispersion de nanoparticulas Temperatura  critica de  floculacion
(aglomeracion)

Tamafio y distribucion de particulas Microscopia de fuerza atbmica
Difractometria laser (granulometria)
Espectroscopia de correlacion de foténica
Microscopia electrénica de barrido
Microscopia electronica de transmision

Hidrofobicidad superficial Tincion rosa de bengala
Angulo de contacto con el agua
Espectroscopia fotoelectronica de rayos X

(Vyas, 2002; Bathia, 2016).
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El tamafio de nanoparticula se puede medir mediante dispersion de luz dindmica (DLS) y
se utiliza para determinar el tamafio de nanoparticulas brownianas en suspensiones
coloidales en los rangos nano y submicron (Bathia, 2016). La solucion de particulas
esféricas en movimiento browniano provoca un desplazamiento doppler cuando se
exponen a la luz monocromatica brillante (l&ser); la exposicion a la luz monocromatica
golpea la particula en movimiento, lo que provoca un cambio en la longitud de onda de la
luz entrante (Bathia, 2016). La extension de este cambio en la longitud de onda determina

el tamafio de la particula.

2.11.1. Potencial zeta (carga de la superficie)

Bathia (2016) describe que el potencial zeta (PZ) es una medida indirecta de la carga
superficial y se puede evaluar la diferencia de potencial entre el plano exterior de
Helmholtz y la superficie de corte. Por lo tanto, el PZ de la dispersion de base coloidal
evalUa la estabilidad de almacenamiento. Valores de PZ elevados, ya sean positivos o
negativos, garantizan la estabilidad y evitan la agregacion de las particulas (Bathia, 2016).
Los valores de PZ se pueden utilizar para evaluar la hidrofobicidad de la superficie y
naturaleza del material encapsulado dentro de las nanoparticulas o recubierto sobre la
superficie.

2.11.2. Indice de polidispersidad

La polidispersidad de una cadena polimérica es medida por su indice polimérico (PDI).
El PDI se define como la relacién entre la masa molar promedio (Mw) y su masa molar
promedio en nimero (Mnp) (Wen-Shyan et al., 2001). El indice de polidispersidad se usa
como una medida del ancho de la distribucion del peso molecular, que generalmente se

mide por la desviacion estandar & de una distribucion (Rogosi¢, 1996).
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los AE poseen un gran potencial, aunque, son quimicamente inestables en determinadas
condiciones (oxigeno, luz, humedad, calor), por lo que la nanoparticulacion podria ser una
opcion viable para mantener sus caracteristicas bioldgicas y funcionales (Barky et al.,
2015). Aunque el AO puede retardar la oxidacion de los aceites vegetales comunes, éste
puede ser encapsulado como los aceites vegetables comestibles comunes y ser adicionado
en las dietas de los animales para abasto, buscando mejorar la productividad, fermentacion
ruminal, disminuir la produccion de metano y mejorar los productos primarios como la
leche y carne. El uso de AO en cabras lecheras ha sido estudiado escasamente, por lo que
es imprescindible generar informacion para ver su efecto sobre la productividad,
fermentacion ruminal y los cambios que genera en la calidad de la leche. Esto es
importante ya que en la biosintesis de la leche en la célula mioepitelial, sus componentes
provienen de los procesos enziméticos y fermentativos en el rumen, entonces el tamafio
de particula de los componentes de la leche varia (agua, grasa, proteinas, lactosa y
minerales) y definen las caracteristicas fisicoquimicas de la leche (composicion, emulsién
grasa/agua, solucidn/suspension coloidal y solucion verdadera); esto en funcién del
tamario de particula de estas moléculas (gldbulos de grasa 102-10° mm, caseina 1071-10°
> mm, proteinas del suero 10-°>-10® mm, lactosa y sales minerales 105107 mm). Entonces
es posible que el AO nanoparticulado logre llegar a la biosintesis en la célula a este tamafio

de particula y por lo tanto en la composicion de la leche.
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4. HIPOTESIS

La inclusion del aceite de orégano puro y nanoparticulado en las dietas durante la

fermentacion in vitro de una dieta para lactancia en liquido ruminal de cabras mejora la

digestibilidad, produccién de gas, pH y amoniaco in vitro, mientras que en las dietas de

cabras lecheras in vivo beneficia el comportamiento productivo, parametros sanguineos,

capacidad antioxidante y calidad de la leche.

5. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del aceite de orégano puro y nanoparticulado en dietas durante la

fermentacion in vitro de liquido ruminal de cabras y su influencia en las dietas de cabras

lecheras in vivo sobre el comportamiento productivo, pardmetros sanguineos, capacidad

antioxidante y calidad de la leche.

5.2.  Objetivos especificos

1.

Determinar la digestibilidad de la materia seca y fibra detergente neutro durante la
fermentacion in vitro de una dieta para lactancia tratada con aceite de orégano puro y

nanoparticulado en liquido ruminal de cabras.

. Evaluar la produccion de gas, pH y amoniaco durante la fermentacién in vitro de una

dieta para lactancia tratada con aceite de orégano puro y nanoparticulado en liquido

ruminal de cabras.

. Evaluar in vivo los pardmetros productivos, eficiencia productiva y parametros

sanguineos de cabras lecheras suplementadas con aceite de orégano puro y

nanoparticulado en las dietas.

. Evaluar la calidad de la leche cruda (composicién quimica, pH, punto de congelacion,

densidad y capacidad antioxidante) de cabras lecheras suplementadas con aceite de

orégano puro y nanoparticulado en las dietas.

. Evaluar el pH, colorimetria y parametros sensoriales de la leche ultrapasteurizada de

cabras lecheras suplementadas con aceite de orégano puro y nanoparticulado en las

dietas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ubicacion del estudio

El estudio involucré dos fases de experimentacion: in vitro e in vivo. La fase in vitro del
experimento se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Nutricion y Metabolismo
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), ubicada en el
Campus de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
(UANL), en el municipio de General Escobedo, Nuevo Ledn México. General Escobedo
esta ubicado en las coordenadas 25°48'30"N 100°19'36”0, a una altitud de 498 — 510
m.s.n.m., con una temperatura media de 20°C y precipitaciones de 400-600 mm (INEGI,
2022). La fase in vivo fue realizada en las instalaciones del Rancho Agricola La Gloria en
el municipio de Allende, Nuevo Ledn. Allende estd ubicado en las coordenadas
25°17'13"N 100°00'30"0O, a una altitud de 438 m.s.n.m., con una media de temperatura
anual de 21.3°C y una precipitacion de 1099 mm (INEGI, 2022). El analisis antioxidante
de la leche se determind en el Laboratorio de Biotecnologia, mientras que su colorimetria
se midid en el Laboratorio de Ingenieria y la evaluacion sensorial en el Laboratorio de
Sensorial de la Facultad de Agronomia, UANL. Las nanoparticulas de quitosano y aceite
esencial de orégano (AO) fueron elaboradas en los laboratorios de Bionanotecnologia
(Departamento de Inmunologia y Virologia), Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL.
También, las nanoparticulas se obtuvieron en el Laboratorio de Nutricion y Metabolismo
Animal, FMVZ, UANL.

6.2. Preparacion de las nanoparticulas

El AO fue obtenido de la empresa Natural Solutions SMI (Cd. Jiménez, Chih., México),
extraido por arrastre de vapor de las hojas de la planta Lippia berlandieri Schauer,
compuesto por 65.2 % de carvacrol. El andlisis de los compuestos del AO se observa en
la Tabla 8. Las nanoparticulas de quitosano (NQ) y AO (AON) se obtuvieron de acuerdo
con el método descrito por Hosseini et al. (2013) con ligeras modificaciones. Para la
preparacion de NQ una solucion de quitosano (QT) al 1% en acido acético 0.1 M se
prepard para afiadirle Tween 80 al 2% como agente tensioactivo y se agito durante 2 h

hasta obtener una solucién homogénea.
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Posteriormente, 2 mL de tripolifosfato de sodio (TPP) fueron afiadidos a una
concentracion de 2mg/mL y se agit6 durante 40 min. Las nanoparticulas formadas fueron
recuperadas por centrifugacion a 3,000 rpm durante 20 min a 22 °C y posteriormente fue
retirado el sobrenadante obteniendo una suspension de NQ. EI mismo procedimiento fue
seguido para las AON, con diferencia en la elaboracion de una emulsion previa a la adicion
de TPP. La emulsion fue elaborada por separado, donde el AO (0.5 mg) se disolvi6 en 1
mL de etanol (C2HsOH) y esta fase oleosa fue goteada gradualmente en la solucion acuosa
de QT (10 mL) durante la homogenizacién a una velocidad de 500 rpm. Al finalizar, una
suspension de AON fue obtenida.

Las suspensiones de NQ y AON se liofilizaron inmediatamente a -35 °C utilizando un
liofilizador FreeZone 4.5 (LABCONCO; Kansas City, MO, USA). En la Figura 2 se
observa un diagrama de la elaboracion de las nanoparticulas. Tanto las particulas de

quitosano como el sobrenadante se almacenaron a 4 °C hasta su posterior analisis.

Tabla 8. Compuestos volatiles (%) del aceite esencial de orégano utilizado para la elaboracién de
nanoparticulas y tratamientos experimentales de AO.

Compuesto % @

Carvacrol 65.20
p-Cymeno 10.99
Timol 10.26
Cariofleno 2.71
a-cariofleno 1.77
Oxido de cariofileno 1.64
3-t-butil-4-metoxifenol 1.09
Otros 431

2 Los porcentajes de compuestos volatiles fueron obtenidos utilizando el método interno por cromatografia

de gases acoplada a espectrofotometria de masas con ionizacién por impacto electrénico.

—

QTS / CH:COOH Tween 80®

il

NQTSyARONdgmisdel  NQTS y AEON Liofilizacién

Figura 2. Proceso de elaboracion de AON y NQ para experimentacion in vitro.
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6.3.  Andlisis de las nanoparticulas de aceite de orégano

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por dispersién de luz dinamica (DLS) para
evaluar el tamafio de particula, indice de polidispersidad (PDI) y potencial zeta (PZ) en
un Zetasizer ZS90-Nano (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) y por espectroscopia
infrarroja (FTIR) como se muestra en la Figura 3. La determinacion de los grupos
funcionales del QTS y el AO se analizaron por reflectancia total atenuada (ATR), usada
en conjunto con la técnica de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR). Las muestras se colocaron en el cristal ATR de diamante utilizando una placa
superior y un brazo de presion, y los espectros de infrarrojo fueron obtenidos por un
accesorio de muestreo ATR (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA) por 16 barridos a
una resolucién de 4 cm™. Los datos obtenidos fueron analizados con el software Perkin
Elmer Spectrum 10 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA).

Figura 3. Analisis de nanoparticulas mediante DLS.

6.4. Evaluacion in vitro
6.4.1. Elaboracion de dieta experimental
Una dieta isoproteica e isoenergética fue formulada para la fase in vitro utilizando pellets

integrados por alfalfa (30%), cascarilla de soya (6%), maiz molido (31.7%), salvado de
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trigo (8%), pasta de soya (8.2%), semilla de algoddn (10%), melaza (4%) y premezcla de

aditivos (1%) y una mezcla base vitaminica y mineral (2%). La dieta fue formulada en

forma de racion totalmente mezclada (RTM) cuidando que los requerimientos de energia

neta de lactancia (ENL), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN), extracto

etéreo (EE), vitaminas y minerales fueran cubiertos (Tabla 9) de acuerdo con el NRC
(2007). La dieta fue elaborada en las instalaciones de MNA de México, S.A. de C.V.

utilizando una mezcladora industrial (Figura 4). Una vez elaborado, un analisis quimico

proximal se realizé de acuerdo a la AOAC (2012).

Tabla 9. Dieta experimental formulada para cabras.

Ingredientes (%)

Pellet de alfalfa 30.00
Cascarilla de soya 6.00
Maiz molido 31.7
Salvado de trigo 8.00
Pasta de soya 8.20
Semilla de algoddn 10.0
Melaza 4.00
Premezcla aditivos 0.10
Premezcla vitaminas y minerales 2.00
Composicion Quimica (% BS)
Humedad 11.6
EM (kcal/kg) 2.643
ENL (kcal/kg) 1.713
PC 16.48
PCi 5.729
FDN 31.34
FDA 21.51
FDNrte 60.18
EE 4.394
Cenizas 6.868
Carb. no-fibrosos 40.41
Minerales (%)
Calcio 0.80
Fasforo 0.51
Potasio 1.25

EM = Energia metabolizable, ENL= Energia neta de lactancia, PC = Proteina cruda, PC, = Proteina cruda
indegradable, FDN= Fibra detergente neutro, FDA = Fibra detergente acido FDN¢ = Fibra fisicamente

efectiva, EE = Extracto etéreo.
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Figura 4. RTM elaborada para el experimento in vitro en una mezcladora industrial.

Figura 5. Instalaciones experimentales de cabras para experimento in vitro.
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6.4.2. Caracteristicas de los animales y extraccion de liquido ruminal

La fermentacion in vitro de los tratamientos experimentales se llevo a cabo utilizando
liquido ruminal de tres cabras, de raza Boer de 3 + 1.5 afios (Figura 5) proveniente del
rancho caprino Santa Ursula, General Zuazua, Nuevo Ledn, México. Las cabras fueron
alojadas en el area experimental del Laboratorio de Nutricién y Metabolismo Animal en
la FMVZ, UANL. Una dieta isoproteica e isoenergética controlada y agua a ad libitum, se
usaron para alimentar a las cabras, pasando por un periodo de adaptacion de 21 d. Al dia
22, 2 h después de la alimentacidn vespertina, la extraccion de liquido ruminal se realizo
mediante una sonda orogastrica bajo los lineamientos de bienestar animal de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O (1999).

6.4.2. Digestibilidad experimental in vitro

Para la evaluacion de digestibilidad in vitro fue utilizada la incubadora Daisy |1 (ANKOM
Technology; Macedon NY, EUA) respetando la técnica e indicaciones del Método 3 de
ANKOM TECHNOLOGY (2017°) como es mostrado en la Figura 6. Bolsas ANKOM
F57 (5 x 5 cm; tamafio de poro 25 pum) se utilizaron en esta fase, las cuales fueron lavadas
con acetona, rotuladas y pesadas. Previo al inicio de la fase in vitro, 1 kg de la racién mixta
total (RTM) se tomd para molerla en un molino (Thomas Scientific Wiley Modelo 4,
Swedesboro, NJ, USA) durante 5 min; despues, la RTM molida fue mezclada con los
tratamientos establecidos usando aceite esencial de orégano puro (AQ) y nanoparticulado
(AON), y un control negativo nanoparticulas de quitosano (NQ). Los tratamientos fueron
OCON: dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON:
dieta + 100 ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: dieta + 300 ppm aceite de
orégano puro; 300AON: dieta + 300 ppm aceite de orégano nanoparticulado; y 300NQ:
dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano. Una vez preparado los tratamientos, 0.50 g
de éstos fueron colocados dentro las bolsas ANKOM F57, registrando el peso, y después
se sellaron con una selladora de impulso de mesa presionando de 2-3 s a 4 mm del
extremo. Una vez selladas, las muestras se colocaron en las jarras Daisy Il distribuyendo
las bolsas ANKOM F57 entre ambos lados de las jarras; también una bolsa control se
incluyo equivalente al factor de correccion. A cada jarra se le afiadieron 1,600 mL de la
solucion buffer descrita por el método ANKOM (2017°) que simula la saliva del animal y
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400 mL de liquido ruminal de las cabras (300 mL de liquido ruminal de cada una)
previamente filtrado y mezclado, cuidando que durante el filtrado y mezclado se
suministre suficiente CO> para el mantenimiento de las bacterias anaerobias. El liquido
ruminal se colocd en las jarras de digestion, después las jarras se cerraron y fueron
introducidas cuidadosamente a la incubadora Daisy Il por 48 h a una temperatura de 39.5
°C + 0.5 para iniciar con el proceso de fermentacion in vitro. Al completar el periodo de
incubacidn, las bolsas fueron enjuagadas con agua comun y se secaron durante 48 h en
una estufa de secado a 60 °C. Este peso fue registrado para realizar el célculo de
digestibilidad de la materia seca (DMS) in vitro (Ecuacion 1). Posteriormente, las bolsas
ANKOM F57 fueron colocadas en el analizador de fiora ANKOM 2000 (ANKOM
Technology; Macedon NY, EUA) para determinar la digestibilidad de la fibra detergente
neutro (DFDN) incluyendo a-amilasa (ANKOM, 2017%). Después de la determinacion de
DFDN, el peso de las bolsas fue registrado y las cenizas fueron obtenidas a 550 °C por 2
h para realizar el ajuste de la DFDN con base a la materia organica (mo). Asi, la DFDN
se estimo considerando la mo en su calculo (DFDNmo). Este ajuste se realizd (ecuacion
2) de acuerdo con Mertens (2002) y adaptacion de Udén et al. (2005). Para las variables
DMS y DFDNmo se realizaron tres repeticiones (bolsas) por tratamiento y tres réplicas
por tratamiento (n = 9 por tratamiento), las cuales fueron determinadas a las 0, 12, 24, 36
y 48 h usando en total 225 bolsas ANKOM F57 (mas 3 control).

(peso antes de incubacién — (peso bolsa sola x factor de correccién))

(1) % DMSIV (segln la base recibida) =100- ( ) x100

peso de la muestra

(peso crisol+residuo FDN)— crisol y cenizas

(2) % DFDNIV,,, = 100 x

muestra XMS
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Figura 6. Suministro de CO- en liquido ruminal de cabra e incubadora Daisy II.
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6.4.3. Produccidn de gas total (PGT), pH y liberacion de amoniaco (NHs3) in vitro

La PGT se midi6 a ocho tiempos (0.084 (5 min), 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 h) mediante
el sistema de produccion de gases ANKOM RF (ANKOM Technology; Macedon NY,
EUA) siguiendo las indicaciones del Manual del Operador ANKOM Gas Production
System (2018) (Figura 7). La presion de gas medida durante la evaluacion fue convertida
a moles de gas producido usando la Ley de Gas Ideal (ecuacion 3), y luego fue convertida

a mL de gas producido usando la Ley de Avogadro (ecuacion 4):

n=p (=) *100 3)
Donde:
n = gas producido en moles (mol)
p = presion en kilopascal (kPa)
V = volumen cabeza-espacio en la botella de gas en litros (L)
T = temperatura en grados Kelvin (°K)
R = constante de gas (8.314472 L-kPa'K*'mol™)

Gas producido (mL) =n x 22.4 x1000 4

Figura 7. Analisis de presion de gas total in vitro.
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La determinacion del pH y NHs fueron determinados a distintos tiempos de incubacion
O, 3, 6, 12 y 24 h). El pH fue medido introduciendo directamente el electrodo del
potenciometro UB-10 (Denver Instrument, Bohemia, NY, USA) en la muestra a cada
tiempo establecido. EI NHs fue medido mediante espectrofotometria de acuerdo con el
método de Broderick y Kang (1980) y ligeras modificaciones. Las muestras fueron
incubadas a 39 °C en un bafio Maria por triplicado en tubos cénicos de 50 mL a la
concentracion de 20 mg de MS por mL de liquido ruminal durante 0, 3, 6, 12y 24 h. Las
muestras de liquido ruminal fueron centrifugadas a 3,000 rpm durante 20 min. El
sobrenadante fue utilizado para determinar la concentracion de NH3, usando 40 pL de
liquido ruminal. Posteriormente fueron afiadidos 2.5 mL de reactivo de fenol-nitroprusiato
de sodio y 2.0 mL de reactivo de hipoclorito alcalino para la formacion de indofenol, cuya
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de NHz-N de la muestra
(Berthelot, 1859). De cada tubo fueron obtenidos 300 uL y se colocaron en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos para medir la absorbancia a una longitud de onda de 630
nm (ChroMate®; © Awareness Technology, Inc.; Palm City, FL, USA). Para estas
variables (PGT, pH y NHz) se realizaron seis réplicas experimentales con una repeticion
por cada tratamiento (n = 6 por tratamiento). En la Figura 8 se muestra el procedimiento.

Figura 8. Procedimiento para medicion de pH y concentracién de NHs,

34



6.5.  Evaluacion in vivo

6.5.1. Dieta experimental

Una dieta isoproteica e isoenergética fue formulada (Tabla 10) para la fase in vivo
utilizando pellet de alfalfa (40%), cascarilla de soya (6%), sorgo (26.5%), salvado de trigo
(6%), pasta de soya (9.5 %), semilla de algodon (5%), melaza (4%), aceite (1%) y una
mezcla de vitaminas y minerales (2%). La dieta fue formulada como RTM (Figura 9)
cuidando que los requerimientos de ENL, PC, FDN, EE, vitaminas y minerales fueran
cubiertos (NRC, 2007). La dieta fue elaborada en las instalaciones de MNA de México
S.A. de C.V. En el caso de los tratamientos de orégano puro y nanoparticulado fueron
mezclados con el aceite vegetal justo antes de adicionar el aceite vegetal en la racion. Las
nanoparticulas fueron mezcladas en el aceite sin que quedara precipitado. Asi, estos fueron
adicionados a la mezcladora industrial con el resto de los ingredientes y obtener una
mezcla homogénea. Una vez elaborado el alimento, un andlisis quimico proximal se
realizé a las dietas de acuerdo con la AOAC (2012; Tabla 11).

Figura 9. Dieta experimental elaborada para experimento in vivo.
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Tabla 10. Dieta formulada para cabras durante la fase in vivo.

Ingredientes %

Pellet de alfalfa 40.00
Cascarilla de soya 6.00
Sorgo 26.50
Salvado de trigo 6.00
Pasta de soya 9.50
Semilla de algodon 5.00
Melaza 4.00
Aceite 1.00
Premezcla vitaminas y minerales. 2.00

Tabla 11. Andlisis proximal de las dietas experimentales.

Tratamientos?

Componente (%)*

CON AON AO
Humedad 9.10 8.88 9.51
Cenizas 6.46 6.46 6.99
Proteina cruda 14.46 15.04 16.57
Grasa cruda 3.86 4.16 4.19
Fibra cruda 14.30 13.50 12.36
FDN 25.01 25.08 23.36
FDA 17.83 17.39 15.97
ELN 60.92 60.84 59.89
CNF 3591 35.76 36.53

'FDN: Fibra detergente neutro; FDA: Fibra detergente &cido; ELN: Extracto libre de nitrégeno; CNF:
Carbohidratos no fibrosos.

2 CON:Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AQ: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro.
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6.5.2. Caracteristicas de los animales, instalaciones y disefio experimental

Un total de 15 cabras primalas Alpino Francés con 3 meses de lactancia y un peso
promedio de 33.12 + 3.27 kg del rancho Agricola La Gloria fueron usadas en el
experimento. Las cabras fueron alojadas en corrales individuales de 1.20 x 1.40 x 1.20 m
equipados con bebedero y comedero (Figuras 10 y 11). Las cabras se asignaron bajo un
disefio completamente al azar a cinco tratamientos (n = 5 cabras/tratamiento). Los
tratamientos fueron CON: dieta control (sin aceite de orégano); AON: dieta con 300 ppm
de aceite de orégano nanoparticulado; AO: dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro.
Las 300 ppm elegidas para esta fase in vivo se selecciono de los resultados obtenidos de
la fase in vitro, la cual obtuvo mejores efectos. Los animales pasaron por un periodo de
14d de adaptacién 12 d de experimentacion. El alimento fue ofrecido dos veces al dia, a
las 9:00 am y a las 3:00 pm, mientras que el ordefio se llevo a cabo a las 6:00 am y a las
5:00 pm. ElI manejo de las cabras durante la investigacion se llevo a cabo bajo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00 (1999).

1.20m
_’—O

AGRICOLA

woyi

wozL

Figura 10. Planeacion de &rea experimental para alojamiento de las cabras.
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Figura 11. Area experimental construida para las cabras lecheras en experimentacion.

6.5.3. Evaluacién del comportamiento productivo

La evaluacion del comportamiento productivo fue medida a los dias 1, 4, 8 y 12 una vez
iniciada la experimentacion. El peso, consumo diario de alimento (CDA), consumo de
agua, produccion de leche (PL) y eficiencia productiva en leche y agua (PL/CDA y
PL/CAg) fueron evaluados en estos periodos, los cuales fueron considerados como
bloques en el analisis de datos. Dos pesajes consecutivos por cada periodo fueron
promediados (Figura 12). Para la evaluacion del CDA fueron retirados los rechazos de
alimento de cada dia y medidos por la mafiana antes de ofrecer la dieta nuevamente como
lo realizaron Borges et al. (2019). EI CDA fue calculado a través de la diferencia entre las
cantidades de comida ofrecida y el rechazo en los dias de evaluacién como se muestra en
la Figura 13; asi mismo, el CAg se estimé como el CDA. La produccion de leche fue
evaluada durante cada periodo (Figura 14). La eficiencia productiva fue estimada

midiendo la produccion de leche diaria con relacion al CDA 'y CAg.
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Figura 14. Ordefio diario de las cabras.
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6.5.4. Parametros sanguineos

Al dia 13 fueron recolectadas muestras de sangre mediante venopuncion yugular (Figura
15) para evaluar la quimica sanguinea (QS) y biometria hematica (BH). Tubos BD
vacutainer de 4 mL (Becton Dickinson, Vacutainer System, Franklin Lake, Nueva Jersey,
EUA) con activador de la coagulacion se usaron para la QS y tubos BD vacutainer de 6
mL con anticoagulante se utilizaron para la BH. Las variables bioquimicas fueron
analizadas por espectrofotometria mediante un analizador bioquimico automatizado
(Miura 200, ISE SRL, Roma, Italia). Las variables hematologicas fueron determinadas

mediante un analizador hematol6gico automatizado (KX 21N, Sysmex, Kobe, Japdn).

Figura 15. Muestreo de sangre mediante venopuncién yugular.

6.5.5. Evaluacion de la calidad de la leche cruda y ajuste de su rendimiento

La composicion de la leche fue medida con un analizador ultrasénico de leche Master Eco
(Milkotester Ltd. ©, Belovo, Bulgaria; Figura 16). Las variables evaluadas fueron agua,
punto de congelacion (PCo), sélidos totales (ST), sélidos no grasos (SNG), grasa,
proteina, lactosa, sales y densidad. EI pH fue medido insertando el electrodo del
potencidometro (HANNA; HI98127, Woonsocket RI, USA) directamente en 20 mL de
leche. Las muestras de leche fueron obtenidas durante cada periodo y evaluadas
inmediatamente después de la ordefia. El ajuste del rendimiento de los componentes de la
leche fue calculado como PL x componente producido/100. La energia bruta en leche
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(EBL) fue calculada con el método de Tyrrell & Read (1965). La leche corregida por grasa
al 4% fue calculada con la formula Gaines descrita en el NRC (2001). Asi mismo, 45 mL

de leche fueron congelados hasta su posterior analisis.

Figura 16. Medicion de la composicion quimicay pH.

6.5.6. Capacidad antioxidante de leche cruda

La capacidad antioxidante fue medida utilizando el método de Re et al. (1999) a través de
ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) que se genera por oxidacion con
persulfato de potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donantes de hidrégeno
utilizando una curva Trolox (6-hidroxil-2,5,7,8-tetra metil cromano -2- carboxilico) como
estandar. Una dilucion de 200 pL de leche fue realizada en 800 pL de agua biodestilada,
después fueron tomados 10 pL de la dilucién y agregado 1 mL de ABTS. Enseguida, la
absorbancia fue medida al inicio de la reaccion y 6 min despues a 707 nm en un
espectrofotometro SmartSpec Plus (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). El porcentaje (%) de
inhibicion del radical fue obtenido mediante las diferencias de absorbancia, utilizando la

curva Trolox para determinar la actividad antioxidante con una regresion lineal. La
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determinacion de compuestos fendlicos totales se llevd a cabo por el método de Folin-
Ciocalteu de acuerdo con el protocolo descrito por Kim et al. (2003) con ligeras
modificaciones (Figura 17). Las muestras fueron incubadas durante 2 h con reactivo Folin-
Ciocalteu 2 N y posteriormente se realizo la lectura de las muestras a 750 nm mediante
espectofotometria (SmartSpec Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Una curva de
calibracién se uso con diferentes concentraciones de acido galico. Los resultados fueron

expresados en mg de equivalentes de &cido galico (EAG).

Figura 17. Determinacion de compuestos fendlicos de la leche cruda mediante el método Folin-Ciocalteu.

6.5.7. Caracteristicas fisicoquimicas y evaluacion sensorial de la leche de cabra ultra
pasteurizada

Un total de 500 mL de leche fueron ultrapasteurizados (85 °C por 3 min) y refrigerados
(4 °C) para realizar un analisis de colorimetria, pH y evaluacion sensorial de consumidor.
El pH de la leche de cabra ultrapasteurizada fue determinado con un electrodo (HI199163,
Hanna Instruments WoonSocket, Rhode Island, EE. UU.) insertdndolo indirectamente en
la muestra. Las variables de color fueron medidas con un colorimetro (CR-400; Konica
Minolta®; Tokio, Japon; CIE Standard Illuminant/Observer, D65/10) para registrar la
luminosidad (L*), enrojecimiento (a*), amarillez (b*), Chroma (indice de saturacion) y
angulo Hue (tonalidad).

Una prueba sensorial afectiva por atributos fue realizada con 30 panelistas semientrenados
gue toman leche con frecuencia (Figura 18). Cada panelista evalu6 15 mL de muestras de
leche colocadas en vasos de plastico codificados con tres nimeros al azar. La prueba

sensorial se realizo en cabinas individuales con lavabo, mesa y silla en cada una (Cantu-
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Valdés et al., 2020; Lopez-Puga et al., 2021°). El color blanco, olor, sabor dulce,
cremosidad y aceptabilidad general se evaluaron con una escala hedoénica de 5 puntos (5
= me gusta mucho; 4 = me gusta, 3: ni me gusta ni me disgusta, 2 = me disgustay 1 = me
disgusta mucho) (Meilgaard et al., 2006).

] . -

Figura 18. Evaluacion sensorial de leche de cabra.

6.6. Andlisis estadistico

Los datos provenientes de la fase in vitro sobre la digestibilidad (DMS y DFDN),
produccion de gas total (PGT), pH y NHz se analizaron mediante el modelo lineal general
(GLM) para evaluar el efecto de los tratamientos (Ti), el tiempo (Bj) y su interaccion
[(TP)ij] considerando el modelo estadistico y = p + Ti + Bj +(TP)ij + €ijk, y cuando Ho se
rechazo (P < 0.05) para los efectos fijos y la interaccién, la comparacion de medias fue
realizada con la instruccién comparaciones (adjust Tukey). Adicionalmente, una regresion
lineal simple de primer y segundo orden se realizé para evaluar la dependencia de y en
funcién del tiempo (X) para cada tratamiento, considerando como modelo estadistico: y =
Bo + PBXi + Ei; asi mismo, el modelo de la regresion cuadrética incluyo Bllel.
Posteriormente, como para la digestibilidad in vitro (DMS y DFDN) fueron realizadas
nueve replicaciones por tratamiento, se obtuvieron nueve modelos de regresién lineal
(nueve coeficientes de regresion) por tratamiento, y para PGT, pH y NHs se obtuvieron
seis modelos de regresion (coeficientes de regresion), entonces se realizé un analisis de
varianza con la instruccion GLM por coeficiente de regresion de todos los tratamientos y

obtener el analisis de las pendientes (B1 y Bi1). Cuando Ho se rechazd (P < 0.05), la
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comparacion de medias fue hecha con la prueba Tukey. Todos los analisis de los datos
fueron realizados con el software Minitab® (2014).

Los datos de la fase in vivo sobre la evaluacion productiva, parametros sanguineos,
composicion de la leche, ajuste de rendimiento y capacidad antioxidante se analizaron
mediante el GLM. En esta fase se considerd un arreglo de datos y andlisis de bloques al
azar en el modelo estadistico: efecto de los tratamientos (Ti), efecto bloque (dias de
muestreo). En el modelo de analisis se consideré al peso inicial de las cabras como efecto
covariable. En el caso de los analisis de capacidad antioxidante, el efecto tratamiento,
tiempo de muestreo e interaccion [(TB)ij] se consideraron en el modelo estadistico para el
andlisis de los datos. Cuando Ho se rechazo (P < 0.05), la comparacion de medias fue
hecha con la prueba Tukey. En el analisis sensorial, la prueba estadistica no paramétrica
de Friedman fue realizada considerando a los panelistas semientrenados como bloque.

Todos los analisis de los datos fueron realizados con el software Minitab® (2014).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.  Andlisis de las nanoparticulas

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la caracterizacion de las AON. Tamarios de
particula de 332.95 nm fueron identificados, PDI de 0.08 en la dilucion de 1:1000,
mientras que en el PZ fue de -22.7 mV; en los resultados de las nanoparticulas blanco
(NQ) se encontraron tamarfios de 3.39 nm, PDI de 0.35 en la dilucion de 1:1000 y un PZ
de -11.1. Hosseini et al. (2013) reportaron tamafos de particula de AON diferentes a los
encontrados en este estudio, ya que las nanoparticulas de QTS (NQ) y AON se distribuyen
entre los rangos de 40 y 80 nm. Sin embargo, ellos sefialan que el tamafio de las NQ es
menor en comparacion con el AON, similar a los resultados obtenidos en este estudio. El
aumento del tamafio de las nanoparticulas se debe a la carga de AO en las nanoparticulas
de quitosano (Hosseini et al., 2013), lo cual puede explicar la variacion de rangos
encontrados en el presente trabajo de AON y NQ.

Tabla 12. Caracterizacion de las nanoparticulas de AEO.

Resultados?

Pruebal
AON NQ
Tamafio (nm) 332.95 3.39
PDI 1:1000 = 0.08 1: 1000 = 0.35
ZP -22.7 -11.1

L nm: Nandmetros, PDI: Polidispersidad, ZP: Potencial zeta.
2 AON: Nanoparticulas de orégano; NQ: Nanoparticulas de quitosano.

Estudios similares no han evaluado PDI ni PZ en NQ con AO; sin embargo, Fraj et al.
(2019) evaluaron AON con policaprolactona de poliéster alifatica (PCL) como material
de encapsulacion. En este caso, valores de PZ negativos altos se observaron para todas las
suspensiones de AON a diferentes relaciones de PCL/AO: 1/3.2, 1/3.4 y 1/ 4, resultando
en —40.90 £ 0.93 mV , —42.53 £ 1.01 mV y —30.67 = 1.27 mV, respectivamente; en
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contraste con las nanoparticulas de PCL (NPCL) -18.60 + 0.50 mV. Estos autores
mencionaron que valores de PZ negativos altos, reflejan formulaciones cinéticamente
estables, ya que aseguran mayores fuerzas de repulsion electrostatica entre las
nanoparticulas y esta repulsion conduce a mayores distancias de separacion entre las
nanoparticulas en la suspension. Valores negativos altos también se reportaron en el
presente trabajo, entonces puede indicarse que son cinéticamente estables. En cuanto al
PDI, informan valores de 0.133 £ 0.01, 0.144 + 0.01 y 0.178 = 0.02 en la AON. Para las
NPCL se encontraron valores de PDI de 0.140 £ 0.01. Estos autores también mencionan
que valores de PDI més bajos indican una alta homogeneidad en la poblacion de particulas,
estabilidad y distribucion, mientras que el aumento en el valor de PDI puede generar una
poblacién de particulas heterogénea. En los resultados de este estudio los valores de PDI
del AON se encuentran bajos (0.08), mientras que los valores de PDI de las NQ se
encuentran mas elevados (3.39), indicando que la poblacién de AON es mas homogénea
que las NQ.

Los resultados del FTIR de las NQ y AON se muestran en la Figura 19. Para las NQ, el
pico de amida I (flexion -NH;) se encontré a 1,446 cm™ y fueron observados a 1,133 cm’
! (estiramiento C-O-C) y 1,568 cm™ (amida I1). El FTIR de las AON muestra picos
caracteristicos de AO a 2,964 cm™ (estiramiento -CH), 1,593 cm™ (flexion -NH), 1,427
cm? (flexion -CH2), 1,116 cm™ (estiramiento C-O-C) y 956 cm™ (flexion -CH).

Los picos de 1,133 cm™ (estiramiento C-O-C) y 1,568 cm™ (amida 11), en NQ indican
formacion de complejos a través de la accion electrostatica entre NHZ entre grupos de
quitosano y grupos fosforicos del TPP dentro de las nanoparticulas como lo reporto
Hosseini et al. (2013), quiénes encontraron estos picos a 1,238 cm™ y 1,555 cm™. Esos
autores también observaron que los picos caracteristicos de la adicion de AO en las AON
dieron como resultado un aumento notable en la intensidad del pico de estiramiento CH a
2,867-2,955 cm™, lo que indica un aumento en el contenido de grupos éster, que podria
provenir de moléculas de AO. Este aumento también fue encontrado en los resultados de

este estudio, (2,964 cm™) para las AON, lo cual indica que el AO fue encapsulado.
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Figura 19. Espectroscopia infrarroja por transformacion de Fourier: AON y NQ liofilizadas.
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7.2.  Variables de fermentacion in vitro

7.2.1. Digestibilidad de la materia seca (DMS)

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la DMS in vitro de una dieta para lactancia
tratada con aceite de orégano en liquido ruminal de cabras en 48 h. El efecto de interaccion
entre los tratamientos con el tiempo no fue significativo (P > 0.05) sobre la DMS, pero el
efecto tratamiento y tiempo si tuvieron efecto significativo (P < 0.05) en esta variable.
Otros trabajos (Rhigi et al., 2017; Benchaar et al., 2007) donde evaluaron la DMS de dietas
tratadas con diversos aceites esenciales y sus compuestos como el timol, eugenol y
carvacrol no reportaron efectos en la interaccion. A las 12, 36 y 48 h se encontrd diferencia
significativa (P < 0.05), donde 300AON tuvo la mejor (P < 0.05) DMS y OCON tuvo la
menor (P < 0.05) DMS a las 12 y 48 h, mientras que 300A0 tuvo menor (P < 0.05) DMS
a las 36 h. Particularmente, a las 0 y 24 h no se encontré diferencia significativa (P > 0.05)
entre tratamientos.

En relacion, Benchaar et al. (2007) investigaron los efectos del AO (200 mg L), timol
(400 mg L), eugenol (800 mg L) y carvacrol (400 mg L) en liquido ruminal de vacas
Holstein, encontrando que solo los compuestos fendlicos tuvieron un efecto en la DMS a
las 24 h con respecto al grupo control (31.7%), con porcentajes de digestibilidad del timol
de 30.5%, eugenol 24.5% y carvacrol 26.8%. Estos fueron menores a los obtenidos en el
presente estudio donde se evalud el AO (carvacrol y timol), lo que indica una mejor DMS
in vitro cuando el AO es usado puro y nanoparticulado.

Por otro lado, en un estudio similar, Righi et al. (2017) evaluaron estos mismos
compuestos a dosis de 0.5 mg L en diferentes sustratos (heno de alfalfa, harina de soya
y harina de maiz), entre ellos una racion totalmente mezclada (RTM) como en el presente
estudio. La evaluacién de la DMS reportada por esos autores fue evaluada a las 4y 24 h,
encontrando diferencia en la DMS entre los sustratos evaluados, donde el AO tuvo menor
DMS (61.56%) en la RTM a las 24 h; eugenol, timol y carvacrol obtuvieron porcentajes
de DMS de 70.05, 75.38 y 75.78 % respectivamente; sin embargo, el AE que mayor DMS
obtuvo fue el de clavo (76.11%). La diferencia en los porcentajes de DMS de otros trabajos
con respecto al presente estudio, podrian deberse a la composicién quimica de la RTM
elaborada, particularmente, de la fibra detergente neutro (FDN). Adicionalmente,
Benchaar et al. (2007) obtuvieron un valor de FDN de 33% y Righi et al. (2017) de 34.8%
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comparado al 26.60% del presente estudio. La digestibilidad de la FDN (DFDN) es de
interés ya que ésta mide las fracciones de celulosa y hemicelulosa de la pared celular del
forraje (NRC, 2007). El dato de DMS podria ser util para predecir el comportamiento de
un insumo sobre la produccién, como lo indicaron Ballard et al. (2001), a menor DMS
menor produccion de leche. De acuerdo con lo anterior, en este estudio donde fue
encontrada mayor DMS en 300AON podria encontrarse mayor produccion de leche in
vivo. No existen estudios similares donde hayan evaluado el efecto de AON sobre la

fermentacion ruminal de la DMS in vitro, siendo este el primer trabajo en reportarlo.

Tabla 13. Digestibilidad de la materia seca (%) in vitro de una dieta para lactancia tratada con aceite de
orégano en liquido ruminal de cabras.

Tiempo (h) P-values®
Tratamientos’
0 12 24 36 48 Ti 5 (T&)jj
OCON 8.08? 37.12° 47.44%  52.79% 5573 (0,001 0.000 0.723

100AON 7.99%  37.96®  47.27° 53.07* 56.88%
300A0 8.228  37.94%  46.74%  52.27° 57.25%®
300AON 8.40°  39.331  47.72°  54.40* 57.99°
300NQ 8.328  38.26®  4756% 53.22% 57.16%
EEM 0.41 0.35 0.56 0.47 0.48

P-value 0.954 0.002 0.774 0.036 0.034

TOCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano.

§ T;: Efecto del i-ésimo tratamiento; §;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacion; (T8)j: Efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacion; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
en cada tiempo (P < 0.05).
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7.2.2. Digestibilidad de la fibra detergente neutro con base a materia organica
(DFDNmO)

En la DFDNmao, el efecto de la interaccion tratamiento-tiempo no fue significativo (P >
0.05), ni el efecto tratamiento (P > 0.05); sin embargo, diferencia (P < 0.05) se encontro
en el tiempo (Tabla 14). Estudios similares no han evaluado esta interaccion (Benchaar et
al., 2007; Righi et al., 2017). A las 36 h de fermentacion, 300A0 obtuvo la mayor (P <
0.05) DFDNmo y 300AON la menor (P < 0.05) DFDNmo. En todos los demés tiempos
no fue encontrado efecto (P < 0.05) de los tratamientos sobre la DFDNmo.

Ha sido reportado el efecto del AO sobre la DFDNmo en una RTM elaborada para vacas
lecheras Holstein (Benchaar et al., 2007), donde hubo diferencia significativa (P < 0.05)
en comparacion con el grupo control (23.5% DFDNmo), donde se describe que el AO
(16.9% DFDNmo) disminuy6 la DFDNmo. También evaluaron la DFDNmo de la RTM
tratada con compuestos de AE como el carvacrol (12.2%), timol (21.2%) y eugenol
(7.2%), mismos que fueron diferentes (P < 0.05) con respecto al grupo control (27.7%).
Estos resultados demostraron que bajo las condiciones del estudio de Benchaar et al.
(2007), tanto el AO y sus componentes disminuyeron la DFDNmo. En el presente estudio,
no fue encontrada diferencia entre tratamientos (P > 0.05) a las 24 h; sin embargo, los
tratamientos de AON disminuyeron ligeramente la DFDNmo, mientras que a las 36 h esta
disminucion fue estadisticamente notoria (P < 0.05) en 300AON, lo cual podria deberse
al efecto conjunto del AO y el quitosano.

Por otro lado, Righi et al. (2017) reportaron la DFDNmo de una RTM tratada con diversos
AE, entre estos el AO y sus componentes (timol, eugenol y carvacrol) alas 4y 24 h, y no
obtuvieron diferencia (P > 0.05) a las 4 h, pero si obtuvieron diferencia (P < 0.05) a las 24
h, donde el AO presentd la mayor DFDNmo (72.14%), seguido de eugenol (70.11%),
control (69.99%), carvacrol (67.87%) y timol (62.77%). Los resultados de este estudio
tratados con AON son similares a los obtenidos por Righi et al. (2017), particularmente
en la DFDNmo de la RTM adicionada con carvacrol, ya que la composicion del AO
utilizado en el presente trabajo fue de 65% carvacrol. Un descenso en la DFDNmo ha sido
reportado por otros autores (Castillejos et al., 2006; Benchaar et al., 2007; Fraser et al.,

2007) cuando evaluaron AE ricos en compuestos fendlicos o compuestos fenolicos puros,

50



sugiriendo que las bacterias fibroliticas pueden ser particularmente sensibles a estos

compuestos.

Tabla 14. Digestibilidad de la fibra detergente neutro (%) in vitro de una dieta para lactancia tratada con
aceite de orégano en liquido ruminal de cabras.

Tiempo (h) P-value®
Tratamientos’
0 12 24 36 48 T & (o)
0CON 35.38 34.20 29.79 27.57* 26.72 0.437 0.000 0.926
100AON 34.94 32.06 28.95 27.16% 2576
300A0 35.23 32.01 30.13  28.39* 25.79
300AON 3541 33.37 28.83 26.39° 24.86
300NQ 34.53 30.86 2957  27.99°  25.77
EEM 0.79 1.63 0.42 0.41 0.48
P-value 0.930 0.650 0.160 0.014 0.136

TOCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300AO: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano.

8 Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento; §;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacién; (T8)j: Efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacién; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
en cada tiempo (P < 0.05).
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7.2.3. Analisis de regresion lineal de primer y segundo orden de la digestibilidad

El andlisis de regresion de primer orden para la DMS y DFDNmo in vitro de los
tratamientos con AO indicO que estas variables fueron dependientes (B1; P < 0.05) del
tiempo, obteniendo un ajuste del modelo de 81.90% (OCON) al 83.60% (300A0) en DMS,
y de 42.36% (300AON) a 71.85% (300A0) en DMS (Tabla 15). Por otra parte, los
coeficientes de regresion no resultaron diferentes (P > 0.05) entre los tratamientos,
indicando que los niveles y forma de ofrecer el AO no influyen en una unidad de cambio
en la DMS y DFDNmo durante la fermentacion in vitro (48 h). Otros trabajos similares
(Castillejos et al., 2006; Benchaar et al., 2007; Fraser et al., 2007) no han evaluado los
coeficientes de regresion lineal de la DMS y DFDNmo in vitro de raciones de cabras

tratadas con AO puro y nanoparticulado.
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Tabla 15. Coeficientes de regresién lineal de primer orden de la digestibilidad in vitro de una dieta para
lactancia tratada con aceite de orégano en liguido ruminal de cabras.

Digestibilidad/ Coeficientes® P-value de
Tratamientos' Bo B1 R? P
DMS
0CON 18.04 0.9247 81.90 0.000
100AON 18.06 0.9407 82.32 0.000
300A0ON 18.71 0.9523 82.34 0.000
300A0 18.01 0.9367 83.60 0.000
300NQ 18.37 0.9390 82.53 0.000
EEM 0.85 0.0203
P-value 0.809 0.910
DFDNmo
0CON 35.52 -0.1997 53.11 0.000
100AON 34.43 -0.1938 69.52 0.000
300A0ON 35.39 -0.2341 42.36 0.000
300A0 34.81 -0.1876 71.85 0.000
300NQ 33.82 -0.1700 65.45 0.000
EEM 0.82 0.02
P-value 0.593 0.424

TOCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta +
300 ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; DA:
Digestibilidad aparente; DV: Digestibilidad verdadera; EEM: Error estandar de la media. DFDNmo:
Digestibilidad de la fibra detergente neutro con base a la materia organica.

8 Bo: Intercepto ordenada al origen cuando X = 0; B1: Pendiente, el cambio en y cuando

X incrementa una unidad; R?: Coeficiente de determinacion.
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Los resultados del andlisis de regresion lineal de segundo orden (B1 y B11; cuadrética) en
los tratamientos demostraron que DMS fue dependiente (P < 0.05) del tiempo (B1 y B11),
asi como en DFDNmo (B1; P < 0.05) (Tabla 16). Asi mismo, el analisis de regresion
cuadratico indicd un ajuste del 96.79% (100AON) al 97.45% (0OCON) para DMS, pero en
la DFDNmo el ajuste incremento ligeramente (42.73% en 300AON y 72.05% en 300A0).
Los andlisis de las pendientes no mostraron diferencias estadisticas (P > 0.05) entre
tratamientos en ambas variables. Esto indica que los niveles y forma de ofrecer el AO no

influyen en una unidad cuadrética para causar un cambio en la DMS y DFDNmo in vitro.
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Tabla 16. Analisis de regresion lineal cuadréatica de digestibilidad in vitro de una dieta para lactancia tratada
con aceite de orégano en liguido ruminal de cabras.

Digestibilidad/ Coeficientes® P-values
Tratamientos’ Bo B1 Bi1 R2 B1 B11
DMS
0CON 9.87 2.29 -0.02836 97.45 0.000 0.000
100AON 10.08 2.27 -0.02770  96.79 0.000 0.000
300AON 10.66 2.30 -0.02797 96.87 0.000 0.000
300A0 10.47 2.19 -0.02617  96.86 0.000 0.000
300NQ 10.42 2.26 -0.02760 97.10 0.000 0.000
EEM 0.46 0.04 0.00056
P-value 0.754 0.367 0.162
DFDNmo
0CON 35.93 -0.2670  0.00141 53.64 0.012 0.491
100AON 35.03 -0.2953  0.00212 71.19 0.000 0.126
300AON 35.83 -0.3080  0.00154 42.73 0.044 0.605
300A0 35.01 -0.2206  0.00069 72.05 0.001 0.591
300NQ 34.20 -0.2323  0.00130 66.22 0.001 0.334
EEM 0.93 0.0700  0.00130
P-value 0.687 0.89 0.957

TOCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; DA:
digestibilidad aparente; DV: digestibilidad verdadera; EEM: error estdndar de la media. DFDNmo:

digestibilidad de la fibra detergente neutro con base a la materia orgéanica.

§ Bo: Intercepto ordenada al origen cuando X = 0; Bi: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una
unidad; B11: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una unidad cuadraticamente; R?: coeficiente de

determinacion.
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7.2.4. Produccién de gas total

En la Tabla 17 se observan los comportamientos de la produccion de gas total (mL) (PGT)
en la fermentacion in vitro de de una dieta para lactancia por el efecto de AO durante 24
h. En la interaccion tratamiento-tiempo no fue encontrada diferencia significativa (P >
0.05). Por otro lado, el tratamiento y tiempo fueron significativos (P < 0.05) en la
fermentacion in vitro. En este sentido, en 3, 6, 9 12, 15, 18, 21 y 24 h los tratamientos
fueron diferentes (P < 0.05) en la produccion de gas total, siendo 300AON con la mayor
produccidén de gas y el resto de los tratamientos fueron similares.

Goiri et al. (2009) evaluaron el efecto de distintas fuentes y grados de acetilacion de
quitosano sobre la fermentacion ruminal de ensilaje de maiz en liquido ruminal de
borregas, sin obtener diferencia (P > 0.05) entre los distintos quitosanos; sin embargo, sus
valores de PGT registrados fueron de 115 a 180 mL/g de materia organica. Esos autores
reportaron que sus tratamientos disminuyeron la produccion de metano, lo cual es una
aportacion importante para este trabajo, ya que sugiere que puede haber un efecto
importante en la disminucion de este gas en el estudio in vivo, debido a la alta
concentracion de AO en el tratamiento de 300AON, ademas de la adicion del quitosano

como encapsulante.
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Tabla 17. Comportamientos de la produccién de gas total (mL) en la fermentacidn in vitro de una dieta para
lactancia en liquido ruminal de cabras por efecto del aceite de orégano.

Tiempo (h)
Tratamientos’
0.084 3 6 9 12 15 18 21 24
OCON 1.15%  17.50° 25.66° 31.62° 34.66° 38.12° 41.47° 42.31° 43.46"
100AON 1.36° 16.05° 27.38° 33.97° 37.11° 41.04° 4575® 47.32% 48.74%®
300A0 1.36° 18.12% 26.60° 32.36° 35.60° 38.95° 42.41° 4325 44.61%
300AON 1.78%  21.87° 33.31° 40.47%° 43.61*° 46.75° 49.90° 50.65° 51.78
300NQ 1.058  17.33° 26.00° 31.78" 35.18" 38.69° 42.46° 43.59° 45.35%®
EEM 019 104 08 098 09 112 137 148 177
P-values
0.103 0.023 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003 0.007 0.036
Ti Jj (Td)jj
0.000 0.000 0.928

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: error
estandar de la media; Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento; d;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacion; (Td)j:
Efecto de la interaccidn entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacion.
*b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
en cada tiempo (P < 0.05).



7.2.5. Analisis de regresion lineal de primer y segundo orden de la PGT

La produccion de gas total en todos los tratamientos fue dependiente (f1; P < 0.05) del
tiempo, vy el ajuste del modelo fue de 78.48% en 300AON y 85.00% en 300NQ (Tabla
18). Los coeficientes de regresion lineal de primer orden de la produccion de gas total in
vitro de una dieta para lactancia tratada con AO en liquido ruminal de cabras fueron
diferentes (P < 0.05) en Bo y B1, donde 300AON presentd los valores mas altos de Bo y P,
lo que indica que desde un inicio la fermentaciéon inicio en el punto mas alto y desde ahi
obtuvo la mayor pendiente. Por otra parte, Bo fue la menor en 300NQ y la menor pendiente
(B1) fue para 300A0. El menor ajuste del modelo lineal fue para 300AON y mayor para
100AON.

En un estudio donde fueron evaluadas dosis (0, 1.5, 3.0, 5.0 y 10.0 mmol/L) de cinco AE,
entre ellos AO y tres constituyentes puros (timol y carvacrol incluidos) sobre la
fermentacion ruminal in vitro con liquido ruminal proveniente de borregos Texel en la
PGT a las 5y 16 h (Macheboeuf et al., 2007), encontraron que el carvacrol presentd
diferencia significativa (P < 0.05) entre dosis en ambos periodos, reportando mayor PGT
con el tratamiento de 0 mmol/L (1.663 y 3.815 mmol/L) y menor PGT para 5.0 mmol/L
(0.423 y 0.536 mmol/L) para ambos tiempos. A estos tiempos y concentraciones, también
fue observado efecto lineal, cuadratico y cubico. En los resultados de la PGT por efecto
del timol se observd diferencia significativa (P< 0.05) entre tratamientos, donde a las 5 h
las dosis de 0y 1 mmol/L mostré PGT y 6.0 mmol/L menor PGT. A las 16 h fue observado
un comportamiento similar, a excepcion de la similitud de PGT de 0 y 1 mmol/L. Ambos
tiempos tuvieron efectos lineales, cuadraticos y cubicos. Este mismo comportamiento fue
observado en la PGT de este estudio en la fermentacion de una dieta para lactancia tratada
con AO en liquido ruminal de cabras, a excepcién de efecto cuadratico a las 16 h. En
general, a mayor concentracion del compuesto fendlico se observd menor PGT. En
contraste, en el presente estudio de fermentacion no fue presentada diferencia (P > 0.05)
entre tratamientos en el menor tiempo medido (0.084 h =5 min), mientras que, a las 15 h,
el tratamiento con mayor PGT fue 300AON, lo cual sugiere que el AON tuvo un efecto

benéfico sobre la fermentacion ruminal.
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Tabla 18. Coeficientes de regresion lineal de primer orden de la produccion de gas total in vitro de una

dieta para lactancia tratada con aceite de orégano en liquido ruminal de cabras.

Coeficientes®

Tratamientos' Pgi\éa[;llje
Bo B1 R?

0CON 11.88° 1.56% 84.15 0.000

100AON 12.80° 1.72% 87.14 0.000

300A0 12.34° 1.55P 83.98 0.000

300AON 15.99% 1.812 78.48 0.000

300NQ 11.41° 1.592 85.00 0.000
EEM 0.55 0.06
P-value 0.000 0.030

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: Error
estandar de la media.

§ Bo: Intercepto ordenada al origen cuando X = 0; B1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una
unidad; R% Coeficiente de determinacion.

*b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
(P <0.05).

Cuadraticamente (B1 y P11), la produccion de gas total fue dependiente (P < 0.05) del
tiempo en los tratamientos, y el ajuste de los modelos incrementd para los tratamientos
desde 96.37% (300AON) a 97.77% (100AON) (Tabla 19). Los coeficientes de regresion
lineal de segundo orden de la produccién de gas total (mL) fueron altamente significativos
(P < 0.05) entre los tratamientos para las pendientes (B1 y P11), donde B1 fue mayor en
300AON y menor en 0CON, mientras que P11 fue alto en 300QT y bajo en 300AON. Estos
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resultados demuestran que el aceite de orégano nanoparticulado en 300 ppm (300AON)
durante la fermentacion incrementa la PGT.

Zhou et al. (2020) estudiaron el efecto de diferentes niveles de inclusion (0, 13, 52,91y
130 mg/L) de AO en una racion 65.5: 34.5 forraje-concentrado evaluado en liquido
ruminal de borregas Merino x Criollo. Esos autores reportaron que la PGT por 24 h en 0
y 130 mg/L (137 y 128.9 PGT mL) fue mayor a lade 13 (124.4 PGT mL), 52 (124.2 PGT
mL) y 91 (125 PGT mL) mg/L en respuesta cuadratica. En términos generales, a medida
que aumento la concentracion de AO la PGT disminuyd, coincidiendo con lo reportado
por Macheboeuf et al. (2007), que contrasta con 300 AON de este trabajo. Zhou et al.
(2020) discutieron que el tipo de AE y la dosis pueden disminuir la PGT y reducen la
produccién de gas metano, sugiriendo que el AO inhibe la sintesis de gas metano, segun
hallazgos en su investigacion. Los resultados obtenidos con la fermentacion in vitro de
una dieta para lactancia tratada con AO y AON sugirieron que al nanoparticular
compuestos fendlicos con quitosano puede tener un efecto positivo en la PGT.
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Tabla 19. Coeficientes de regresién lineal de segundo orden de gas total de la fermentacién in vitro de una
dieta de lactancia para cabras tratada con aceite de orégano.

Coeficientes® P-values
Tratamientos’
Bo B1 Bu1 R? B1 Bu1

0CON 4,182 3.75° -0.090672 97.45 0.000 0.000
100AON 4,582 4.04° -0.096742 97.77 0.000 0.000

300A0 4512 3.81° -0.09215? 97.41 0.000 0.000
300AON 5.68? 4,732 -0.12146° 96.37 0.000 0.000

300NQ 3.892 3.78° -0.08865? 97.11 0.000 0.001

EEM 0.44 0.09 0.00382
P-value 0.103 0.000 0.000

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300AO: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: Error
estandar de la media.

8 Bo: intercepto ordenada al origen cuando X = 0; B1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una
unidad; Ba1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una unidad cuadraticamente; R?: Coeficiente
de determinacion.

&b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos

(P < 0.05).

7.2.6. Evaluacion de pHy NH3

En el Tabla 20 se presentan las mediciones del pH del liquido ruminal de cabras durante
la fermentacion in vitro durante 24 h por efecto del AO. No se encontrd efecto
significativo (P > 0.05) de la interaccion tratamiento-tiempo ni del efecto fijo tratamiento
(P > 0.05) en el pH, pero el efecto fijo tiempo fue significativo (P < 0.05). Alas 0,3y 6
h, el pH fue diferente (P < 0.05) entre los tratamientos y no asi (P > 0.05) a las 12 y 24 h.
En el tiempo 0 h, 300A0 y 300NQ obtuvieron los valores de pH més elevados y 300AON
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obtuvo el pH mas bajo; no obstante, en el tiempo 3 h, 300AON tuvo el pH mas elevado,
mientras que 300A0 el més bajo; por ultimo, a las 6 h, 300NQ obtuvo el mayor pH y
300AON el menor pH. Estos resultados indicaron que 300AON disminuy6 el pH mas que
los otros tratamientos durante el tiempo de fermentacion.

Zhou et al. (2020) reportaron niveles de inclusion de 0, 13, 52, 91 y 130 mg/L de AO en
una racion forraje-concentrado encontrando diferencia en el comportamiento lineal (P <
0.05) del pH a las 24 h (5.54, 5.59, 5.60, 5.67 y 5.72 pH, respectivamente), observando
claramente que a mayor concentracion de AO mayor pH (Macheboeuf et al., 2007; Zhou
et al., 2020). Benchaar et al. (2007) observaron el mismo efecto cuando adicionaron
carvacrol (pH 6.01), timol (pH 5.71) y eugenol (pH 5.92). En comparacidn, los valores de
pH del liquido ruminal en el que fueron tratados distintas formas y grados de acetilacion
de quitosano por 24 h (Goiri et al., 2007), indicaron valores diferentes (pH 6.37 y 6.39)
con respecto al control (pH 6.33). En el presente trabajo de fermentacion ruminal in vitro
a las 24 h no hubo diferencia entre tratamientos; sin embargo, el 300NQ y 300AON

obtuvieron el pH mas elevado a las 6 h.
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Tabla 20. Comportamiento del pH en el liquido ruminal de cabras durante la fermentacion in vitro por

efecto de aceite de orégano.

Tiempo (h) P-value®
Tratamientos’
0 3 6 12 24 Ti 5i (T3)i
OCON 5.74% 511k 515% 485 4.86° 0.483 0.000 0.543
100AON  572® 512° 514%® 486° 4.86°
300A0 5.77% 5.08° 5.15® 502% 4.74°
300AON 567° 524° 513" 4.66° 4.86°
300NQ 5.75* 5.21* 519* 4.98° 4.88
EEM 002 001 001 0.16 0.08
P-value 0.015 0.000 0.055 0.585 0.676

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300AO: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300 NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: Error
estandar de la media.

§ Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento; &;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacion; (T8)j: Efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacion.

a¢ Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos

en cada tiempo (P < 0.05).
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La evaluacion de NHsz durante la fermentacion in vitro de una dieta para lactancia tratada
con AO en liquido ruminal de cabras mostro efecto significativo (P < 0.05; Tabla 21) de
la interaccidn tratamiento-tiempo; asi mismo, el efecto tiempo dio efecto significativo (P
< 0.05), y no asi (P > 0.05) para el efecto tratamiento. A las 3 y 12 h fue encontrada
diferencia significativa (P < 0.05) entre tratamientos, observando que a las 3 h se produjo
mayor cantidad de NHz en 0CON y menor NH3z para 300NQ. A las 12 h, 300A0 produjo
méas NHsz y 100AON genero menos NHa.

Benchaar et al. (2007) reportaron produccion de 11.7 mM (control) NHs, 10.1 (carvacrol),
12.0 (timol), 8.4 (eugenol) y 13.2 (orégano); sin embargo, no fue encontrada diferencia (P
> 0.05) entre tratamientos a las 24 h, similar a lo reportado en este estudio con la
fermentacion in vitro de una dieta de lactancia tratada con AO puro y nanoparticulado.
Otros autores, si encontraron diferencia (P < 0.05) en sus tratamientos; Macheboeuf et al.
(2007) encontraron diferencia (P < 0.05) en las dosificaciones que utilizaron carvacrol con
mayor produccion de NHz (0.384 mmol/L) y 1.5 mmol/L (0.380 mmol/L) y el menor
(0.130 NHs). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de esta investigacion (a
excepcion de las 3 y 12 h). Los aceites esenciales son conocidos por reducir las
concentraciones de NHs e inhibir la desaminacion de las proteinas, inhibir la protedlisis,
peptidolisis y la desaminacion o un incremento en la sintesis de proteina microbiana o
alguna combinacion de estos factores, lo cual podria explicar la reduccion del pH

conforme aumenta la concentracion de AO (Zhou et al., 2020).
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Tabla 21. Evaluacion de NH3 (mg/dL) durante la fermentacion in vitro de una dieta para lactancia tratada
con aceite de orégano en liguido ruminal de cabras.

Tiempo (h) P-value®

Tratamientos’
0 3 6 12 24 Ti 5 (Td)ij

0CON 052% 1.25° 1.01 1.43* 161* 0.236 0.000 0.000

100AON 0.54% 1.18% 1.02 1.13" 1.59?

300A0 0.51% 1.09%¢ 106 1.65* 1.50%

300AON 0.612 0.87°° 0.96 1.46% 1.722

300NQ 0.61* 0.76° 110 1.51* 1.50%

EEM 005 007 004 0.08 0.07

P-value 0.415 0.004 0.142 0.012 0.264

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300AO: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: Error
estandar de la media.

8 Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento; &;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacion; (T8)j: Efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacion.

a¢ Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos
en cada tiempo (P < 0.05).

7.2.7. Analisis de regresion lineal de primer y segundo orden de pH ruminal y NHs

En todos los tratamientos, el anélisis de regresion lineal de primer orden (B1) mostro que
el pH y NHs fueron dependientes (P < 0.05) del tiempo. El ajuste del modelo para el pH
estuvo entre 54.13% (OCON) y 65.89% (300NQ), mientras que en NH3 fue de 58.88%
(300A0) y 91.05% (300AON) (Tabla 22). El origen de la recta (Bo) y la pendiente (B1) de
los tratamientos no fueron diferentes (P > 0.05) en las variables pH y NHas. Zhou et al.
(2020) encontraron efecto (P > 0.05) lineal reportando que los tratamientos con mayor
produccion de NHs fueron control (15.8 NHz) y 13 mg/L AO (15.6 NHa).
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Tabla 22. Coeficientes de regresion lineal de primer orden en el pH y NH3 durante la fermentacién ruminal
in vitro de una dieta para lactancia tratada con aceite de orégano en liquido ruminal de cabras.

Variable/ Coeficientes® P-value de
Tratamientos’ Bo By R2 P
pH
0CON 5.40 -0.0286 54.13 0.003
100AON 5.39 -0.0282 57.31 0.001
300A0 5.45 -0.0327 61.62 0.001
300AON 5.38 -0.0303 58.77 0.009
300NQ 5.46 -0.0290 65.89 0.000
EEM 0.03 0.0035
P-value 0.208 0.887
NH3
0CON 0.8300 0.03701 67.19 0.001
100AON 0.7833 0.03430 70.48 0.000
300A0 0.8350 0.03640 58.88 0.001
300AON 0.7080 0.04614 91.05 0.000
300NQ 0.7550 0.03793 74.69 0.000
EEM 0.0445 0.00388
P-value 0.294 0.310

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: error
estandar de la media.

8 Bo: Intercepto ordenada al origen cuando X = 0; B1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una
unidad; R% Coeficiente de determinacion.
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En el andlisis de regresion lineal cuadratico (B1 y B11) de los tratamientos se encontrd que
el pH y NHzs estuvieron en funcion (P < 0.05) del tiempo durante la fermentacion in vitro.
En pH, B11 fue significativo (P < 0.01) para 0CON, 100A0N, 300AON y 300QT; en NHs,
B11 fue significativo (P < 0.01) para 300A0, 300AON y 300QT. Por otra parte, en el pH
hubo un ajuste del modelo de 77.79% en 300A0 y 90.79% en 300AON, y en NHz de
73.42% para 100AON y 97.31% para 300NQ (Tabla 23). Los coeficientes de regresion
lineal de segundo orden (Bo, B1 y B11) para el pH no fueron diferentes (P > 0.05) entre los
tratamientos. Sin embargo, en el NHz fue encontrada diferencia significativa (P < 0.05) en
la pendiente lineal (B1) y cuadratica (B11); en Bi1, la mayor pendiente de NHs fue para
300A0 y menor pendiente para 100AON; por el contrario, B11 fue mayor en 100AON y
menor en 300A0. Zhou et al. (2020) encontraron efecto (P > 0.05) cuadréatico al evaluar
0, 13,52, 91y 130 mg/L de AO en una racion digerida in vitro.
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Tabla 23. Coeficientes de regresion lineal de segundo orden en el pH y NH3 de la fermentacion in vitro de

una dieta para lactancia tratada con aceite de orégano en liquido ruminal de cabras.

Variable/ Coeficientes® P-values
Tratamientos’ Bo B1 Bi1 R2 B1 B11
pH
0CON 5.62 -0.1060 0.00313 82.82 0.000 0.002
100AON 5.61 -0.1031 0.00303 87.24 0.000 0.000
300A0 5.59 -0.0826 0.00202 77.79 0.006 0.060
300AON 5.65 -0.1255 0.00385 90.79 0.001 0.004
300NQ 5.64 -0.0914 0.00252 89.05 0.000 0.001
EEM 0.04 0.0228 0.00090
P-value 0.813 0.731 0.683
NH3
0AON 0.6720? 0.0931%* -0.00227%¢ 79.06 0.005 0.054
100AON 0.72972 0.0533°> -0.000772 73.42 0.051 0.440
300A0 0.5583? 0.1345%  -0.00396° 91.42 0.000 0.000
300AON 0.5914%  0.0875% -0.00167*  96.50 0.000  0.010
300NQ 0.54422 0.1127%  -0.00302" 97.31 0.000 0.000
EEM 0.0457 0.0118 0.00044
P-value 0.072 0.007 0.004

T OCON: Dieta control sin aceite esencial de orégano puro o nanoparticulado; 100AON: Dieta + 100 ppm
aceite de orégano nanoparticulado; 300A0: Dieta + 300 ppm aceite de orégano puro; 300AON: Dieta + 300
ppm aceite de orégano nanoparticulado; 300NQ: Dieta + 300 ppm nanoparticulas de quitosano; EEM: Error
estandar de la media.

§ Bo: Intercepto ordenada al origen cuando X = 0; B1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una
unidad; Ba1: Pendiente, el cambio en y cuando X incrementa una unidad cuadraticamente; R?: Coeficiente

de determinacién.

@¢ Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos

(P < 0.05).

68



7.3.  Evaluacion in vivo

7.3.1. Comportamiento productivo

En la Tabla 24 son mostrados los resultados de productividad y eficiencia de cabras
alimentadas con aceite de orégano (AO) puro y nanoparticulado durante 12 dias.
Diferencia significativa (P < 0.05) fue observada para todas las variables a excepcion (P
> 0.05) de la eficiencia productiva en leche con relacion al consumo de alimento (PL/CA).
Las cabras del grupo AO obtuvieron mas peso, consumieron mas alimento y agua,
incrementaron la produccion de leche (respecto a las cabras del grupo control), y esto
resultd con una mejor eficiencia en relacion con el consumo de agua. También, con estos
resultados puede destacarse que las cabras del tratamiento AON resultaron eficientes ya
que presento el menor peso, menos CDA, CAg y una buena eficiencia en relacion con el
CAg (estadisticamente la PL/CAg resulté igual entre AO y AON).

Tabla 24. Productividad y eficiencia de cabras suplementadas con aceite de orégano puro y nanoparticulado
durante 12 dias.

Tratamiento?

Variable! P-value
CON AON AO EEM

Peso (kg) 37.33° 35.90° 38.24° 0.22 0.000

CDA (kg) 2.05° 2.07° 2.56% 0.06 0.000
CAg (L) 8.28" 9.97% 10.778 0.48 0.002
PL (kg) 1.86" 1.93% 2.092 0.06 0.033
PL/CDA 0.94 0.95 0.83 0.04 0.074
PL/CAg 0.26° 0.21° 0.21° 0.01 0.009

1CDA: Consumo diario de alimento; CAg: Consumo de agua; PL: Produccién de leche; PL/CA: Eficiencia
productiva de leche entre consumo de alimento; PL/Cag: Eficiencia productiva de leche entre consumo de
agua.

2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en filas (n = 5 cabras por tratamiento) con letras diferentes indican diferencia estadistica entre
tratamientos (P < 0.05).

Paraskevakis (2015) examino los efectos de plantas secas de orégano griego (Origanum
vulgare ssp. Hirtum; 30 mg/animal/dia, 1 mL de AO/animal /dia) en la dieta para 12 cabras

Alpinas no lactantes por cuatro semanas, pero el tratamiento no afectd el consumo de
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materia seca (CMS). En el presente estudio se obtuvo diferencia en el CDA. De acuerdo
con Bosco-Stivanin et al. (2019), esta discrepancia se puede atribuir al estado fisioldgico
del animal y al CMS que podria disminuir el balance energético negativo. Esos autores
comprobaron, cuando en 24 vacas Jersey en transicion suplementaron 10 g/dia de extracto
de orégano o 5 g/dia de extracto de té verde, que los tratamientos no afectaron el CMS
antes del parto, pero si después del parto al encontrar que la suplementacion con orégano
aumento el CMS en 1.3 kg respecto al grupo control. Solaiman et al. (2010) indicaron que
el pico de lactancia para cabras Alpinas es de los dias 50 al 65. Entonces, los resultados
obtenidos en este estudio con cabras suplementadas con AO pueden indicar que
incrementaron el CMS a pesar de que iniciaban el pico de lactacion (periodo de méxima
produccidn), ya que las cabras utilizadas en este estudio tenian 53 d de lactacién al
finalizar el experimento.

Con el presente estudio en cabras Alpino Francés suplementadas con AO, se demostro
efecto de los tratamientos, que evidenciaron una mejor eficiencia en pesos y la produccion
de leche. En contraste, Paraskevakis (2015) no reporto diferencia en el cambio de peso de
cabras lecheras Alpinas. Asi mismo, otros estudios similares en vacas lecheras Holstein y
en vacas Jersey en periodo de transicion (Tekippe et al., 2011; Bosco-Stivanin et al., 2019)
no reportaron diferencia en el peso corporal. Bosco-Stivanin et al. (2019) mencionaron
que 10 g de orégano/vaca/dia no disminuye la movilizacién de tejido corporal durante el
periodo de transicion, ya que la pérdida de peso y la condicién corporal fue similar en el
grupo control. En estudios similares con cabras lecheras (Paraskevakis, 2015) y vacas
lecheras (Tekippe et al., 2011; Bosco-Stivanin et al., 2019) no reportaron el CAg ni la
eficiencia en relacion a la ingesta de agua. Sin embargo, los resultados obtenidos en CA
y CAg para AO evidenciaron un efecto del AO puro sobre estos parametros, y en

consecuencia que la PL se incrementara.

Resultados similares en PL fueron obtenidos por Paraskevakis (2015) en la segunda
semana de experimentacion al suplementar 1 mL/AO/animal/dia. Adicionalmente, Bosco-
Stivanin et al. (2019) obtuvieron incrementos en la produccion de leche (18.6 Kg) de vacas
cuando las suplementaron con AO. Estos autores indicaron que el incremento en el CMS
incrementa la produccion de leche; este comportamiento se encontro en el presente estudio

con las cabras suplementadas con AO.
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7.3.2. Parametros bioguimicos de la sangre

En el analisis del perfil bioquimico de la sangre de cabras suplementadas con aceite de
orégano puro y nanoparticulado, este tuvo efecto (P < 0.05) en los triacilglicéridos y Ca
(Tabla 25). Las otras variables no se afectaron (P > 0.05) por los tratamientos. Las cabras
suplementadas con AO puro presentaron el menor contenido de triacilglicéridos y Ca, pero
el AON increment0 los valores de estas variables en la sangre de las cabras. Si se considera
un error experimental del 10% (o = 0.10) por el tipo de experimento en campo para
rechazar Ho (CON = AON = AOQ), entonces NUS, urea y TGP serian diferentes entre los
tratamientos, notandose que las cabras del grupo CON y AO tuvieron valores bajos con
respecto al grupo de cabras AON.

Hasta el momento no existen estudios que reporten el perfil bioquimico de la sangre de
cabras lecheras suplementadas con AO. En relacidn, Kholif et al. (2012) encontraron que
el aceite esencial (2 mL/animal/dia) de jengibre disminuyé la albumina, actividad de la
globulina y aumentd urea en suero, mientras que el aceite de canela aument6 glucosa,
disminuyd el colesterol y no se afectaron los indicadores de dafio hepatico. Sin embargo,
sus resultados no fueron similares a los presentados en este estudio. Por otra parte,
Vizzotto et al. (2021) reportaron aumento en Ca por efecto del AO en el periodo de
preparto cuando evaluaron 10 g del extracto de orégano/vaca/diay TV sobre metabolitos
sanguineos en vacas Jersey lactantes durante el periodo de transicion. Este efecto en Ca
de la sangre también fue encontrado en este estudio con AO en dietas para las cabras.
Estos resultados pueden atribuirse a lo indicado por Liesegang et al. (2007), que durante
la lactacion se observa un incremento en la demanda de Ca debido a la sintesis de leche,
lo que disminuye las concentraciones séricas de Ca, afectando asi el metabolismo mineral
y esquelético. Lo anterior concuerda con lo observado en el presente estudio, ya que los
tratamientos CON y AON presentaron los valores de Ca mas elevados, mientras que AO
los valores méas bajos, ya que este grupo obtuvo mayor produccion de leche. Estudios
similares no han reportado el efecto de AO y AON en los triglicéridos sanguineos pero
los cambios encontrados en este estudio podrian atribuir el aumento de triglicéridos al

quitosano, ya que AON aumentd los triglicéridos en sangre y AO los disminuyo.
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Tabla 25. Perfil bioquimico de la sangre de cabras suplementadas con aceite de orégano puro y
nanoparticulado durante 12 dias de experimentacion.

Tratamiento?

Variable! P-value
CON AON AO EEM

Glucosa (mg/dl) 62.60 65.60 56.20 3.04 0.124
NUS (mg/dl) 12.60 17.20 13.00 1.49 0.093
Urea (mg/dl) 26.00 36.20 27.40 3.26 0.095
Creatinina (mg/dl) 0.32 0.36 0.32 0.05 0.783
Acido Urico (mg/dl) 1.22 1.40 1.20 0.07 0.121
Colesterol (mg/dl) 65.80 68.00 66.25 7.34 0.978
Triglicéridos (mg/dl) 21.40% 31.607 18.20° 2.88 0.017
Bilirrubina total (mg/dl) 0.28 0.40 0.26 0.05 0.159
Bilirrubina directa (mg/dl) 0.08 0.12 0.06 0.02 0.178
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0.20 0.28 0.20 0.04 0.272
Proteinas totales (g/dl) 5.26 5.88 4.82 0.38 0.180
Albumina (g/dl) 3.00 3.30 2.80 0.21 0.273
Globulina (g/dI) 2.26 2.58 2.02 0.21 0.218
TGO (U/L) 26.80 52.80 41.80 11.70 0.320
TGP (U/L) 12.80 24.20 15.25 3.56 0.089
LDH (U/L) 282.50 421.80 317.20 49.13 0.158
Fosfatasa alcalina (U/L) 165.80 114.40 221.80 59.33 0.457
Ca (mg/dl) 8.72% 9.18° 8.66" 0.12 0.023
P (mg/dl) 3.84 4.16 3.52 0.38 0.513

INUS: Nitrogeno ureico en sangre; TGO: Transaminasa glutdmico oxalacética; TGP: Transaminasa
glutamico-pirGvica; LDH: Lactato deshidrogenasa; Ca: Calcio; P: Fosforo.
2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en filas (n = 5 cabras por tratamiento) con letras diferentes indican diferencia estadistica entre

tratamientos (P < 0.05).
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7.3.3. Biometria hemética

En la biometria hematica de cabras suplementadas durante 12 dias de estudio con aceite
de orégano puro y nanoparticulado no fue encontrada diferencia significativa (P < 0.05)
entre tratamientos (Tabla 26). En otros estudios de cabras (Paraskevakis, 2015) y vacas
lecheras (Bosco-Stivanin et al., 2019; Vizzotto et al., 2021) suplementadas con AO no
evaluaron la biometria hematica. Los resultados obtenidos en el presente estudio de cabras
suplementadas con AO puro y nanoparticulado contrastan a los reportados por Kahn &
Line (2011) debido a que el conteo de eritrocitos se encontré bajo (rango normal: 8-10 10°
x mL), mientras que VCM (rango normal: 16-25 fl) y CMH (rango normal: 5.2 — 8.0 pg)
resultaron altos. Ademas, Latimer et al. (2011) mencionaron que valores bajos de
eritrocitos indican anemia, VCM elevado indica macrocitosis (células largas e inmaduras)
y valores normales de CMHC indican normocitosis. Por lo tanto, en este estudio de cabras
suplementadas con AO es categorizada como anemia macrocitica normocitica, misma que
puede estar asociada a una deficiencia de vitamina B12 (Mpofu et al., 2020). Asimismo,
el valor de eritrocitos permite la determinacion de VCM y CMH, por lo que al resultar
baja la concentracion eritrocitaria, estos valores se ven alterados (Latimer et al., 2011).
Ademas, maltiples factores pueden alterar los parametros hematoldgicos, como la fase de
lactacidn de las cabras (El-Tarabany et al., 2016), el estado fisioldgico (Azab et al., 1999),
la raza (Piccione et al., 2014) y la dieta (Oni et al., 2012).
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Tabla 26. Biometria hematica de la sangre de cabras suplementadas durante 12 dias de estudio con aceite
de orégano puro y nanoparticulado.

Tratamiento?
Variable! P-value
CON AON AO EEM

Parametros eritrocitarios

Eritrocitos (1.000.000/mL) 2.56 2.66 2.88 0.16 0.375
Hemoglobina (mg/dL) 8.780 9.28 9.12 0.30 0.512
Hematocrito (%) 25.80 27.20 28.60 131 0.351
VCM (fl) 101.00  103.00  100.80 5.57 0.954
CMH (pg) 34.40 35.20 32.20 1.48 0.362
CMHC (%) 34.20 34.40 32.20 1.52 0.544
ADE (%) 23.08 22.86 22.76 0.46 0.881

Parametros leucocitarios

Leucocitos (1.000/mL) 16.12 15.74 18.20 1.21 0.388
Linfocitos (%) 46.80 42.40 41.60 2.34 0.278
Monocitos (%) 6.20 7.00 6.20 0.51 0.463
Basofilos (%) 0.60 1.00 1.00 0.14 0.110
Eosindfilos (%) 3.80 3.00 2.80 0.572 0.449
Neutrofilos (%) 42.60 46.60 48.40 2.89 0.379
Neutrofilos en banda (%) 4.60 4.80 5.00 0.52 0.862

Neutréfilos segmentados (%) 38.00 41.80 43.40 3.10 0.471

VCM: Volumen corpuscular medio; CMH: Concentracion media de hemoglobina; CMHC: Concentracion
media de hemoglobina corpuscular; ADE: Anchura distribucién de eritrocitos.

2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.
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7.3.4. Composicion de la leche cruda

La composicion de la leche cruda de cabras suplementadas con aceite de orégano puro y

nanoparticulado en 12 dias de experimentacién mostro diferencia significativa (P < 0.05;

Tabla 27) en los grupos experimentales de las cabras. Los tratamientos AO y AON

incrementaron el pH, contenido de agua, el punto de congelacion (PCo) y los solidos no

grasos (SNG), por lo tanto, aumentaron la proteina, lactosa y sales, asi mismo la densidad.

En relacion, las cabras del tratamiento CON tuvieron mas solidos totales (ST) y grasa.

Entonces, AO presentd los contenidos mas altos en agua, PCo, SNG, proteina, lactosa,

sales y densidad, pero resulté en menor contenido de ST y grasa.

Tabla 27. Composicion de la leche cruda de cabras suplementadas con aceite de orégano puro y
nanoparticulado en 12 dias de experimentacion.

Tratamiento?

Variable! P-value
CON AON AO EEM

pH 6.62° 6.70° 6.69° 0.01 0.000
Agua (%) 88.80° 89.38% 89.58? 0.21 0.039
PCo (°C) -0.542 -0.55% -0.57° 0.01 0.024
ST (%) 11.202 10.62% 10.42° 0.21 0.039
SNG (%) 8.41° 8.57%® 8.842 0.09 0.003
Grasa (%) 2.792 2.05° 1.58° 0.18 0.000
Proteina (%) 3.10° 3.15% 3.25° 0.03 0.004
Lactosa (%) 4.71° 4.82° 4,982 0.05 0.001
Sales (%) 0.72° 0.73%® 0.75% 0.01 0.006
Densidad (kg/I) 1.0281°  1.0286%*  1.0292% 0.00 0.022

!pH: Potencial de hidrégeno; Pco: Punto de congelacion; ST: Sélidos totales; SNG: Sélidos no grasos.
2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.
&b Medias en filas (n = 5 cabras por tratamiento) con letras diferentes indican diferencia estadistica entre

tratamientos (P < 0.05).
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Lejonklev et al. (2016) obtuvieron similares aumentos de proteina en leche de vaca
suplementadas con 0.2 y 1.0 g/kg de AO, pero contrastaron con el resto de los
componentes. Esta variacion puede deberse a la suplementacion del orégano y a sus
componentes bioactivos de 59.4% p-Cymeno, 6.2% sesquiterpenos y 34.4% otros
monoterpenos (Lejonklev et al., 2016); mientras que el utilizado en este estudio fue de
65.20% carvacrol, 10.99% p-cimeno y 10.26% timol. Estos componentes podrian alterar
la funcién ruminal y consecuentemente los componentes de la leche formados durante la
biosintesis de leche. Por otro lado, Kholif et al. (2012) encontraron similares efectos en
proteina, grasa y SNG cuando evaluaron el efecto de AE de ajo, canela y jengibre (2
mL/cabeza/dia) en 28 cabras lactantes Damasco durante 90 dias. Dichos autores
demostraron que los AE (ajo, canela y jengibre) disminuyeron la grasa en leche; mismo
resultado fue obtenido en el presente estudio cuando 300 ppm de AO puro y
nanoparticulado fue suplementado en las dietas de cabras Alpino Francés. Esta reduccion
de la grasa en la leche se puede atribuir a la menor proporcion de acetato ruminal y acetato
a propionato en el sistema de las cabras que recibieron AE a través de las dietas (Kholif
et al., 2012). Ademas, estudios reportaron que la suplementacion con AE en las dietas
aumentan el contenido de proteina en la leche (Spanghero et al., 2008; Kholif et al., 2012).
Con lo indicado anteriormente, y considerando que durante la sintesis de proteinas en la
célula mioepitelial se necesitan fosfatos de calcio para unir las submicelas y formar las
micelas de caseinas (Fox et al., 2015), entonces al incrementarse las proteinas en leche se
incrementa el contenido de calcio, lo cual se mejord en las cabras suplementadas con AO
puro, ya que este tratamiento presenté mas proteina y sales (Tabla 27); este tratamiento
presentd mas CDA y CAg, lo que indica mas metabolismo y disponibilidad de nutrientes
para sintetizar los componentes de la leche (proteina, grasa, lactosa y sales minerales) en
las células mioepiteliades de los alveolos. Entonces, puede indicarse que se sintetizaron
mas aminoacidos, iones calcio, lactosa y acidos grasos durante la biosintesis de la leche
en las células mioepiteliales de los alveolos de las glandulas mamarias de las cabras que
se suplementaron con AO puro en las dietas. Ha sido reportado que el porcentaje de lactosa
en la leche se incrementa con la suplementacion de AE (Santos et al., 2010; Kholif et al.,
2012). Este comportamiento también fue encontrado en el presente estudio con AE de

orégano puro y nanoparticulado, lo cual puede relacionarse durante la sintesis de los
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componentes de la leche. Las enzimas que regulan la sintesis de lactosa en el aparato de
Golgi de la célula mioepitelial son la a-lactoalbdmina y lactosa sintetasa (Mellenberger et
al., 1973; Fox et al., 2015), y es probable que la actividad de estas enzimas incremente por
la inclusion de AO en la dieta, evidenciado por el aumento de lactosa por este tratamiento
del presente estudio. Por otro lado, la concentracion de lactosa en la leche esta
inversamente relacionada con las concentraciones de lipidos y proteinas, lo que refleja el
hecho de que la sintesis de lactosa atrae agua hacia las vesiculas de Golgi, diluyendo asi
las concentraciones de proteinas y lipidos en los constituyentes de la sal soluble excretada
(Fox et al., 2015). Fox et al. (2015) indicaron que el contenido normal de lactosa en leche
de cabra es 4.1%, grasa 4.1-4.5% y proteinas 2.9%. En el presente estudio el valor de
lactosa fue superado (4.82% AON y 4.98% AO) por lo que se obtuvo una reduccién en la
grasa (2.05% AON y 1.58% AO).

Giannenas et al. (2011) investigaron el efecto de una mezcla de AE (50, 100 y 150 mg/kg
de MS; Crina Ruminants, DSM, Basilia, Suiza) en borregas Chios lactantes, sin encontrar
efecto en el pH de la leche, contrario al presente estudio. El rango de pH para leche de
cabra se encuentra entre 6.50 - 6.80 e influye en la viscosidad y estabilidad de la leche
para evitar la precipitacion de proteinas (Park, 2007). El punto de congelacion para leche
de cabra oscila entre 0.540 — 0.573 °C, mientras que la densidad entre 1.029-1.039 kg m"
3 (Park et al., 2006), los cuales fueron similares a CON y AO, a excepcion de AON en la
densidad, cuyo valor se encontrd ligeramente abajo del rango normal.

Vizzoto et al. (2021) no obtuvieron efecto de AOy TV para ST (g/100 g) en vacas Jersey.
En este estudio con AO y AON en dietas se encontré efecto en los ST, donde estos
tratamientos obtuvieron menos ST, los cuales fueron ligeramente menores a los reportados
por Vizzoto et al. (2021). Kholif et al. (2017) encontraron efecto en ST cuando evaluaron
la adicion de romero y zacate limon en la dieta (10 g/cabeza/dia) de cabras Damascus
incrementando los ST. Estudios similares con cabras lecheras (Paraskevakis, 2015) no han
reportado el contenido de sales y agua en la dieta de cabras suplementadas con AO. En
este estudio, el contenido de agua fue mayor para los grupos AO y AON, lo cual puede
atribuirse al incremento de consumo de agua de las cabras que se suplementaron con el

AO puro y nanoparticulado, aumentando asi el contenido de agua en leche y diluyendo la
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cantidad de ST porque los grupos experimentales (AO y AON) obtuvieron menor

contenido graso en leche.

7.3.5. Ajuste del rendimiento productivo de la leche cruda

El rendimiento de los componentes de leche corregida por grasa al 4% (LCG 4%), energia
bruta en leche (EBL) y grasa de cabras alimentadas durante 12 dias con aceite de orégano
puro y nanoparticulado se muestra en el Tabla 28. La LCG 4%, EBL y grasa resultaron
diferentes (P < 0.05) entre los tratamientos. Las cabras de CON obtuvieron los valores
mas altos y AO los mas bajos en estas variables. La correccion de los ST, SNG, proteina

y lactosa no se afectaron (P > 0.05) por la suplementacion de aceite de orégano.

Tabla 28. Rendimiento productivo de leche de cabras suplementadas durante 12 dias con aceite de orégano
puro y nanoparticulado.

Tratamiento?

Variable* EEM P-value
CON AON AO
LCG 4% (kg/d) 1.56° 1.38% 1.31° 0.06 0.023
EBL (kcal/kg) 613.90? 553.30®  523.60° 17.97 0.003
ST (kg/d) 0.44 0.41 0.46 0.03 0.559
SNG (kg/d) 0.34 0.33 0.40 0.03 0.235
Grasa (kg/d) 0.11° 0.08% 0.07° 0.01 0.003
Proteina (kg/d) 0.12 0.12 0.15 0.01 0.238
Lactosa (kg/d) 0.19 0.19 0.22 0.02 0.226
4% LCG: Leche corregida por grasa al 4%; EBL: Energia bruta en leche; ST: Sélidos totales; SNG: Solidos

Nno grasos.

2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en filas (n = 5 cabras por tratamiento) con letras diferentes indican diferencia estadistica entre

tratamientos (P < 0.05).
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Tekippe et al. (2011) no encontraron efecto en la LCG 3.5% de vacas Holstein
suplementadas con 500 g/d de hojas secas de Origanum vulgare L, contrastando con LCG
4% del presente estudio, porque disminuyé en los tratamientos de AO y AON. Estos
autores indicaron que el aumento de LCG es debido a un mayor suministro de energia
metabolizable como resultado de la disminucidon en la produccion de metano. Un menor
suministro de energia metabolizable puede explicar el resultado de LCG en el presente
estudio. Estudios similares (Tekippe et al., 2011; Paraskevakis, 2015; Bosco-Stivanin et
al., 2019; Vizzoto et al., 2021) no evaluaron la EBL. Sin embargo, Kholif et al. (2017)
reportaron incrementos de EBL, ST, SNG, grasa, proteina y lactosa en leche de cabras
Damasco suplementadas con romero y zacate limon (10 g/ cabeza/ dia). En el presente
trabajo, AO y AON disminuyeron la EBL pudiéndose relacionar con el contenido de grasa
en leche.

Tekippe et al. (2011) encontraron diferencia en el rendimiento de la grasa en vacas
lecheras Holstein, este comportamiento también se obtuvo en el presente estudio. En
contraste, Paraskevakis (2015) no encontraron efectos en variables productivas. Diversos
autores (Bodas et al., 2012; Salem et al., 2014; Kholif et al., 2017) mencionan que los
compuestos fenolicos de los AE alteran la produccién y composicién de la leche, ya que
mejoran los procesos de fermentacién ruminal al crear un ambiente estrictamente
anaerobio. Esto porque las condiciones anaerdbicas del rumen permiten actividades
metabolicas encaminadas a la produccidn de acidos grasos volatiles; por lo que el piruvato
puede actuar como captador de electrones reduciéndose mas para lograr la regeneracion
del NAD vy la retirada del exceso de electrones, con la consiguiente produccién adicional
de ATP, iniciando diferentes rutas metabdlicas que conducen a la formacién de AGV
(Klein et al., 2013). En relacién, ha sido comprobado que el aumento de acido acético
incrementa el contenido de grasa en leche al igual que el acido butirico, mientras que el
incremento de &cido propidnico tiene efectos negativos en el contenido de grasa en leche
(Dijkstra et al., 1994). Los AGV son absorbidos por las papilas ruminales, posteriormente
viajan a través del sistema circulatorio donde son distribuidos a distintos tejidos
corporales, entre ellos la glandula mamaria (Klein et al., 2013). El acetato es el principal
precursor de la sintesis de &cidos grasos en la célula mioepitelial de los rumiantes,

posteriormente la acetil-CoA carboxilasa y acido graso sintasa regulan la lipogénesis
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(Rodwell et al., 2016). Es probable que la disminucién de la grasa en leche por parte de
los tratamientos experimentales en este estudio sea producto de una alta concentracion de
acido propionico lo que disminuyd el contenido graso en la leche de cabras suplementadas

con AO puro y nanoparticulado.

7.3.6. Capacidad antioxidante de leche cruda

La Tabla 29 muestra los resultados del efecto del AO y AON sobre la capacidad
antioxidante (CAX) y compuestos fenolicos en leche cruda de cabra durante 12 dias de
experimentacion. La CAX, el % inhibicion (ABTS) y los fenoles totales (FT) mostraron
diferencia (P < 0.05) entre tratamientos. EI grupo CON mostré mayor CAX, % inhibicion
y FT; sin embargo, no hubo diferencia (P > 0.05) entre AON y AO para estas variables.

Tabla 29. Impacto del aceite de orégano puro y nanoparticulado sobre la capacidad antioxidante y
compuestos fendlicos en leche cruda de cabra durante 12 dias.

Tratamiento?

Variable? EEM P-value
CON AON AO
ﬁnBLT)S' (MMTrolox 4 548400 1211.90° 1144.40° 2173  0.000
Inhibicion (%) 60.162 54.00° 50.96° 0.98 0.000
Fenoles (EAGIL) 1,321.80 1,172.20° 1,118.10°  22.00 0.000

IABTSe: Capacidad antioxidante mediante ensayo del acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico); Inhibicidn: Porcentaje de inhibicion del radical mediante ABTS; Fenoles: Concentracion de
compuestos fendlicos totales expresados en equivalentes de &cido gélico por litro.

2 CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AQ: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media

&b Medias en la misma fila con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos en
cada tiempo (P < 0.05).

Estudios similares (Paraskevakis, 2015; Vizzoto et al., 2021) no han evaluado la CAx
mediante ABTS o FT en leche de animales suplementados con AO y AON. Paraskevakis
(2015) encontraron diferencia en la CAx (FRAP) de leche de cabras Alpinas multiparas

suplementadas con Origanum vulgare ssp. hirtum (30 g de hoja, equivalentes a 1 mL
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AO/cabeza/dia), y atribuyeron esto a que los AE pueden transferirse al torrente sanguineo,
y en consecuencia a la leche a través de la absorcion en el sistema digestivo y exhiben
propiedades antioxidantes incluso en cantidades menores en la leche y el queso (De Feo
et al., 2006; Pizzoferato et al., 2007; Paraskevakis, 2015). Sin embargo, este efecto no fue
observado bajo las condiciones de este estudio con 300 ppm de AON y AO. La cantidad
de FT también fue menor para los tratamientos experimentales. Giller et al. (2020)
evaluaron un producto comercial en polvo que contenia AE de eucalipto, tomillo y anis

(25 g/ dia=5 g de AE) en 24 vacas lecheras y no reportaron diferencia en FT.

Las variables de CAx y FT en leche cruda de cabra durante diferentes periodos (d 11, d
14, d 18 y d 22) son mostradas en el Tabla 30. El efecto fijo tratamiento (Ti) y tiempo (5j)
y su interaccion (Tdjj) fue evaluada. El Ti, 6] y la (Tdjj) fueron significativas (P < 0.05)
para CAX, % inhibicion y FT. En el d 11 fue encontrada diferencia (P < 0.05) en CAxy
% inhibicion. EI grupo CON increment6 (P < 0.05) estas variables en contraste con AON
y AO; mismo comportamiento fue observado en los dias 18 y 22; sin embargo, en AON
no fue diferente (P > 0.05) a CON o AO. En FT fue obtenida diferencia (P < 0.05) los dias
14,18y 22. En la mayoria de estos periodos, CON tuvo mayor (P < 0.05) FT con respecto
a los demés tratamientos, pero en el d 14 AON no fue diferente (P > 0.05) a CON o AO.
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Tabla 30. Efecto del aceite de orégano puro y nanoparticulado sobre la capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos en leche cruda de cabra durante en diferentes periodos.

' Dias P-values®
Variable / Trat"
11 14 18 22 Ti 8 (Td)j
ABTSe (mM Trolox /mL) 0.000 0.000 0.000
CON 1,688.90° 1,075.60 1,337.50* 1,311.30
AON 1,391.70° 1,038.40 1,193.90° 1,218.00%
AO 1,271.80° 1,118.90 1,079.90° 1,116.80°
EEM 45.93 3367  36.10 43.70
P-value 0.000 0.253  0.000 0.012
Inhibicion (%) 0.000 0.000 0.000
CON 75.512 47.86  59.67°  58.49°
AON 62.11° 46.18  53.19°  54.28%®
AO 56.70° 49.81  48.05°  49.71°
EEM 2.07 1.52 1.63 1.97
P-value 0.000 0.253  0.000 0.012
Fenoles (EAG/L) 0.000 0.000 0.024
CON 1,353.50 1,163.10* 1,309.30% 1,461.10°
AON 1,290.20 1,085.70%* 1,125.50° 1,187.20°
AO 1,184.30 1,019.50° 1,177.50° 1,091.10P
EEM 51.80 2380  34.90 53.80
P-value 0.077 0.001  0.002 0.000

T IABTSe: Capacidad antioxidante mediante ensayo del é4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico); Inhibicidn: Porcentaje de inhibicidn del radical mediante ABTS; Fenoles: Concentracion de
compuestos fendlicos totales expresados en equivalentes de acido galico por litro; CON: Dieta control (sin
aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano nanoparticulado; AQ: Dieta con 300 ppm

de aceite de orégano puro; EEM: Error estdndar de la media.

§ T;: Efecto del i-ésimo tratamiento; §;: Efecto del j-ésimo tiempo de evaluacion; (T8)j: Efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tratamiento y j-ésimo tiempo de evaluacion.
*b Medias en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente entre tratamientos

en cada tiempo (P < 0.05).
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Este es el primer estudio en desglosar el efecto del aceite de orégano puro y
nanoparticulado sobre la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos en leche cruda
de cabra durante el tiempo. Por lo que puede indicarse que la capacidad antioxidante y
compuestos fenolicos disminuyen en la leche de cabras que se suplementaron con AO
puro y nanoparticulado (AO y AON) a través del tiempo a los 11, 14, 18 y 22 dias.
Entonces puede inferirse que el AO afecta el metabolismo de las cabras y por lo tanto las

propiedades de la leche al biosintetizarse en las células mioepiteliales.

7.3.7. Variables fisicoquimicas de la leche ultrapasteurizada

Las variables fisicoquimicas de leche ultrapasteurizada de cabras alimentadas durante 12
dias con aceite de orégano puro y nanoparticulado resultaron diferentes (P < 0.05) en pH,
luminosidad (L*), amarillez (b*) y Chroma, pero no (P > 0.05) en tendencia al color rojo
(@*) y angulo Hue (Tabla 31). El pH y L* de las cabras se incrementaron en el tratamiento
AON, pero b* y Chroma disminuyeron en este grupo experimental. EI grupo CON

presento el menor pH y L* pero méas b* y Chroma.

Tabla 31. Variables fisicoquimicas de leche ultrapasteurizada de cabras alimentadas durante 12 dias con
aceite de orégano puro y nanoparticulado.

Tratamiento?

Variable! P-value
CON AON AO EEM
pH 6.47" 6.68 6.60° 0.03 0.000
L* 92.96" 95,742 92.60° 0.92 0.042
a* -1.50 -1.60 -1.91 0.23 0.452
b* 2.75° 2.11° 2.55% 0.18 0.047
Chroma 3.53° 2.87° 3.46° 0.17 0.017
Hue 138.01 139.02 140.01 3.47 0.921

!pH: Potencial de hidrégeno; L*: Luminosidad; a*: Tendencia color rojo; b*: Tendencia color amarillo;
Chroma: Indice de saturacion; Hue: Angulo Hue (tonalidad).

2CON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.

&b Medias en filas (n = 5 cabras por tratamiento) con letras diferentes indican diferencia estadistica entre
tratamientos (P < 0.05).

83



Este es el primer estudio que evalla las variables fisicoquimicas de leche
ultrapasteurizada de cabras suplementadas con aceite de orégano. No existen estudios para
comparar los resultados obtenidos con otros AE, pero con AO suplementado en las cabras
se afectd el pH, L*, b* y saturacion (Chroma) de la leche. Los resultados obtenidos en b*
y Chroma pueden ser debido a que estos tratamientos presentaron menor contenido de
grasa en leche, los cuales pigmentan (citocromos) el color de la leche (McDermott et al.,
2016); esto porque los grupos AO y AON presentaron los valores mas bajos de grasa en
leche. Con los valores altos en pH de AO y AON puede indicarse que se mejora la
estabilidad de la leche y vida de anaquel. Ya que el descenso del pH de la leche acorta el
tiempo de coagulacion debido a la acidez (acido lactico) de una leche con menor pH
(Santos-Moreno, 2007). La L* de la leche fue mayor en los grupos experimentales de este
trabajo. Esto se puede atribuir al AO y a lo reportado por Scarso et al. (2017), un valor de
L * més alto se asocia con a* y b*. Asi mismo, la L* es afectada por el color blanco de la
leche, producto de la dispersion y difusion de la luz debido a las micelas de caseina
(McDermott et al., 2016).

7.3.8. Evaluacion sensorial por atributos de la leche ultrapasteurizada

En la prueba sensorial de consumidor por atributos de leche de cabras ultrapasteurizada
alimentadas con AO y AON por 12 dias no fueron encontradas diferencias significativas
(P > 0.05; Tabla 32). Sin embargo, considerando un a = 0.10 para rechazar Ho, la

cremosidad de la leche seria diferente entre los grupos experimentales.

Lejonklev et al. (2016) evaluaron el efecto (0.2 y 1.0 g de aceite/kg MS) de AE de semillas
de comino (Carum carvi) y orégano (Origanum vulgare) en la suplementacion de vacas
Holstein Danesas para evaluar sensorialmente el aroma fresco, aroma a maiz, aroma de
almacenado, aroma a leche UHT, sabor fresco y sabor de almacenado de la leche. Estos
autores encontraron diferencia en los atributos y describen que los tratamientos con AE
afectan el aroma y sabor de la leche. En el presente estudio no hubo diferencias; sin
embargo, Lejonklev et al. (2016) mencionaron que la adicion de AO mejoro el sabor. No
existen otros estudios donde reporten evaluacion de atributos sensoriales de la leche

proveniente de animales suplementados con AO y AON.
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Tabla 32. Evaluacion sensorial de leche de cabras ultrapasteurizada alimentadas con aceite de orégano puro
y nanoparticulado por 12 dias.

Tratamiento!
Variable P-value
CON AON AO

Color blanco 4.0 4.0 4.0 0.549
Olor 4.0 4.0 4.0 0.692

Sabor dulce 4.0 4.0 4.0 0.882
Cremosidad 4.0 4.0 4.0 0.074
Aceptabilidad global 4.0 4.0 4.0 0.444

ICON: Dieta control (sin aceite de orégano); AON: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano
nanoparticulado; AO: Dieta con 300 ppm de aceite de orégano puro; EEM: Error estandar de la media.
Medianas en filas obtenidas por el método no paramétrico Friedman (1: me disgusta mucho; 2: me disgusta;
3: ni me gusta ni me disgusta; 4: me gusta; 5: me gusta mucho).
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8. CONCLUSIONES

Las NAO fueron encapsuladas y mas estables. Las caracteristicas de fermentacion in vitro
mejoraron con 300 ppm de AON y aumento la digestibilidad de la materia seca a las 12,
36 y 48 h. 300 AO incrementd la digestibilidad de la fibra detergente neutro a las 36 h.
300 NQ obtuvo mayor pH ruminal a las 36 h. 300 AO produjo mayor NHz a las 12 h.

En la fase in vivo, AO fue maés eficiente, aumentd la produccion de leche e influyé en la
bioquimica sanguinea (< Ca y triglicéridos). AO y AON tuvieron efecto sobre la
composicion quimica de la leche (< grasa, > proteina y lactosa). En las variables
fisicoquimicas de color, la luminosidad aument6 con AON. La evaluacion sensorial
mostré que AON y AO no influyeron sobre los atributos sensoriales de la leche. La

capacidad antioxidante de la leche disminuyo para AON y AO.
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9. PERSPECTIVA
La encapsulacion del AO en nanoparticulas poliméricas ha sido nulamente estudiada en
rumiantes y en especial en cabras lecheras. La presente investigacion presenta resultados
que pueden ser de utilidad para generar nuevas hipétesis para la inclusion de la
nanotecnologia al usar AO en la produccion caprina lechera y su extrapolacion en bovinos
lecheros.
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11. ANEXOS

Figura 21. Cuidado de las cabras para experimentacién in vitro.
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Figura 23. Leche ultrapasteurizada de cabras alimentadas con los tratamientos experimentales.
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Figura 24. Instalaciones y cuidados de las cabras durante experimentacion in vivo.
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