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Aceites esenciales modificadores de perfiles de
fermentacion ruminal y mitigacion de metano
en rumiantes. Revision

Ruminal fermentation modification and methanogenesis
mitigation by essential oils from plants. Review
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RESUMEN

Debido a la preocupaciéon mundial que se tiene sobre el calentamiento global por la produccion de gases de
efecto invernadero y el impacto que tiene el metano producido por el sector agropecuario, se han usado
antibidticos como mitigantes de la produccion de metano; sin embargo estos han sido prohibidos en Europa
desde enero de 2006 y se espera que en los proximos afios sea impedido en otros continentes. Esta prohibicion
generd la investigacion de compuestos alternativos sintéticos o naturales con capacidad antimicrobiana que no
generen resistencia en los microorganismos pero que ejerzan efectos similares a los antibidticos. Se han
evaluado nitrocomponentes, taninos, saponinas, y recientemente otros componentes secundarios de las
plantas como los aceites esenciales (AE). Existe una gran cantidad de AE sin embargo; s6lo han sido
evaluados en promedio 70 de estos, y sus componentes activos, a los que se les atribuye la modificacion
de la fermentacién ruminal o mitigante de metano. La mayoria de los trabajos que mencionan efectos en
la fermentacion ruminal y mitigacion del metano se han realizado in vitro, en algunos casos con resultados
importantes, y recientemente se han comenzado a generar datos de investigaciones in vivo con la inclusion
de la evaluacion de parametros productivos y de salud animal. El presente tiene como objetivos principales
mostrar y discutir los resultados y avances de las investigaciones referentes a AE in vitro e in vivo, en referencia
a la inclusion de estos y las respuestas sobre los principales parametros de fermentacion ruminal, mitigacion
de la produccion de metano en el rumen, asi como también el rumbo que debieran seguir futuras investigaciones.
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ABSTRACT

Methane production in ruminant livestock systems has been controlled traditionally through antibiotic use. However,
these have been banned in Europe since 2006 and will soon be banned on other continents. In response, research
has focused on identifying synthetic and natural compounds with antimicrobial properties that do not foster
microorganism resistance. Plant secondary components such as essential oils are receiving increasing attention. To
date, only 70 essential oils and their main active principles have been tested to determine their effect on
ruminal fermentation modification and/or methane mitigation. Most studies addressing these phenomena have
been in vitro, and some report significant modification and/or mitigation action. In vivo studies including
productive parameters have only recently been carried out. An overview is done of in vitro and in vivo research
into the effects of essential oils on the main parameters of ruminal fermentation, methane mitigation, production
performance and immune condition, and suggestions made for future research.
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INTRODUCCION

La combustion de los energéticos ha
incrementado aceleradamente la produccion de
gases con efecto invernadero, sobre todo en
las dltimas décadas. En conjunto el sector
pecuario con sistemas de produccién de leche
o carne de rumiantes principalmente, contribuye
al calentamiento global con las emisiones de
metano a la atmosfera. De acuerdo a la FAO,
la ganaderia contribuye con hasta ~37 % del
total de las emisiones antropogénicas de metano
(CHg), en su mayoria provenientes de la
fermentacion entérica de los rumiantes(1). Otro
factor importante es que las emisiones entéricas
de metano representan pérdidas de energia
entre 2 al 12 % de la ingesta de energia bruta
en los rumiantes, dependiente del nivel del
consumo de alimento y tipo o composicién de
la dieta(2,3.4). Se ha mencionado que una
disminucién de metano del 25 % en los rumiantes,
puede resultar en incrementos de 1 L de leche
al dia en vacas altas productoras, y de 75 g/
d de incremento de peso en bovinos productores
de carne(®).

Los aditivos quimicos usados para disminuir la
produccién de metano en rumiantes han sido
principalmente antibiéticos, los cuales ademas
armonizan la fermentacion ruminal, mejoraran
el consumo vy eficiencia alimenticia, maximizan el
crecimiento corporal, e incrementan la produccion
de leche y carne, pero el uso de estos ya no es
permitido en Europa desde enero de 2006(6).
A consecuencia de esto se intensifican las
investigaciones sobre el uso de agentes
antimicrobianos de origen sintético o natural
como promotores del crecimiento; ejemplo de
estos son los compuestos 0 componentes
metabdlicos secundarios de las plantas.

Existen algunas plantas que generalmente no
son consumidas por el ganado, y que contienen
compuestos bio-activos como los AE (aceites
esenciales) entre otros, que poseen propiedades
antimicrobianas y pueden ser incluidos en la
alimentacion animal con el objetivo de mejorar
la utilizacién de los alimentos y la salud
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INTRODUCTION

Fuel combustion has increased greenhouse gas
production during recent decades. Livestock
production, primarily ruminant milk and meat
systems, contributes notably to atmospheric
methane emissions. According to the FAO, cattle
ranching accounts for up to ~37 % of total
anthropogenic methane (CH,4) emissions, mostly
from enteric fermentation in ruminants(1). These
same emissions represent an energy loss of 2
to 12 % of ruminants’ gross energy intake
depending on feed intake rates and diet type
and composition(2:3.4), Indeed, a 25 %
reduction in methanogenesis could result in a
1L per day increase in milk production in high
output cows or a 75 g per day increase in
weight gain in beef cattle().

Antibiotics are the main chemical additives used
to control methanogenesis in ruminants. They
have the added advantages of harmonizing
ruminal fermentation, improving feed intake and
efficiency, maximizing body growth, and
increasing milk and meat production;
nonetheless, their use has been prohibited in
Europe since 2006(6). In response, research
has intensified on synthetic or natural
antimicrobial agents as growth promoters,
among them plant secondary metabolic
compounds and components.

Cattle consume a relatively limited number of
plants, although many plant species could be
beneficial additions to cattle diets. Among these
are plants that produce bioactive compounds,
such as essential oils (EO), that have
antimicrobial properties and could be included
in cattle diets to improve feed efficiency and
overall animal health(7). The extracts of some
plants are known to exhibit antimicrobial
properties versus a broad spectrum of
microorganisms such as protozoa, bacteria, fungi
and viruses(8.9,10), The mitigating effect of EO
in methanogenesis has been evaluated, but they
were also found to attenuate total volatile fatty
acids (VFA). Essential oils tested for this purpose
include those from thyme, oregano, cinnamon,
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animal(7). Los extractos de algunas plantas
posen propiedades antimicrobianas contra gran
variedad de microorganismos como protozoarios,
bacterias, hongos y virus(8.9,10), Algunos
estudios han evaluado el uso de los AE y su
efecto en la mitigacion de la produccion de
metano, pero en estos también se ha observado
atenuacion de los 4cidos grasoso volatiles (AGV)
totales. Ejemplos de AE utilizados con este
proposito son aceites de timol, orégano, canela,
ajo, rédbano, entre muchos mas; estos
mencionados han demostrado reducir la
produccién de metano in vitro. En algunos casos
la inhibicion de metano se logr6 con dosis
elevadas(>300 mg/L de cultivo ruminal), y en
otros se disminuy6 por la baja produccion de
AGV o cambio en la proporcion de estos mismos,
o la disminucion en la digestion del alimento.
El objetivo del presente trabajo fue concentrar
y examinar la produccion cientifica relacionada
con AE, dosis de inclusion, y el efecto sobre los
pardmetros de fermentacion ruminal en estudios
in vitro e in vivo.

DEFINICION Y FUNCION DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Los AE son componentes secundarios de las plantas,
generalmente de naturaleza volatil(9:11,12) E|
término esencial deriva de la palabra “esencia”,
lo cual significa que se puede oler o
degustar(10). Se caracterizan de acuerdo a sus
multitudes composiciones quimicas, naturaleza
y propiedades bio-activas. La concentracion y tipo
de AE en las plantas varia por especie y segmento
de la planta principalmente, pero también se
han reportado diferencias dependientes de la
region geografica y estacion de cosecha(13-17),
La funcién principal de los AE es brindarle a la
planta proteccion contra agentes estresantes
abioticos y bibticos, y en algunas ocasiones
atraer a otros organismos para favorecer la
polinizacién y dispersion de sus semillas(18).

CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS
ACEITES ESENCIALES

Los principios activos que se encuentran en
los AE se clasifican dentro de dos grupos
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garlic, radish and many more. All these EO
have been reported to reduce methanogenesis
in vitro, although in some cases this was only
attained at high doses (>300 mg/L rumen
culture). In other cases, it was lowered due to
reduced VFA production, changes in VFA
proportions or reduced feed digestion. The
present review covers the literature addressing
EO, effective doses and their effects on ruminal
fermentation and methanogenesis in vitro and
in vivo.

ESSENTIAL OILS:
FUNCTION

Essential oils are secondary components in
plants and are generally volatile(9:11,12), The
term “essential” derives from “essence”, in the
sense of to smell or taste(10), They are
characterized by their multiple chemical
compositions and bioactive properties. Essential
oil type and concentration in plants mainly varies
by species and plant segment, but differences
have been reported between geographic regions
and harvest seasons(13-17). The role of EO is
to protect plants against abiotic and biotic
stressors, and sometimes to attract organisms
that promote pollination and/or seed
dispersion(18).

DEFINITION AND

CHEMICAL CHARACTERISTICS

The active principles of EO are classified into
two groups: terpenoids (monoterpenoids and
sesquiterpenoids); and phenylpropanoids. Each
group originates in different primary metabolism
precursors and is synthesized via different
metabolic routes in plants. Terpenoids are the
more numerous and diverse of the two with
approximately 15,000 described to date(12). The
group name derives from the fact that they
have a basic structure of five carbons (CsHg),
commonly called an isoprene unit.
Phenylpropanoids are less common although
some plant species contain them in large
guantities. Compounds in this group have three
carbons bonded in six-carbon aromatic rings
and derive largely from the aromatic amino
acid phenylalanine. This is synthesized by the
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quimicos; terpenoides (monoterpenoides y
sesquiterpenoides) y fenilpropanoides. Estos dos
grupos se originan de diferentes precursores
del metabolismo primario y son sintetizados por
vias metabdlicas diferentes en las plantas. Los
terpenoides son el grupo ma&s numeroso y
diversificado, se han descrito aproximadamente
15,000(12). Se denominan asi porque derivan
de una estructura béasica de cinco carbonos
(CgHg), comunmente denominada unidad
isopreno. Los fenilpropanoides son menos
comunes, pero algunas plantas los contienen
en cantidades altas, poseen cadenas de tres
carbonos ligados a anillos aromaticos de seis
carbonos y derivan en su mayoria de la
fenilalanina (amino&cido aromatico) sintetizado
por la via metabdlica de Shikimato, la cual es
sélo funcional en microorganismos y plantas(19).
Aunque se ha investigado bastante a los AE en
diversas plantas, aun no se ha indagado con
precision en lo referente a como el estrés induce
en las plantas su produccién, o cambios en la
composicion y concentracion de estos(20,21,22),

Los isoprenos (Cs) son los mas comunmente
presentes en las plantas; isopentenil difosfato y
dimetilamina difosfato, basicamente constituidos
por terpenos y pertenecen al grupo de los
terpenoides(23). Ejemplo de isoprenos son el
limoneno, timol, carvacrol, linalol, carvon.
Aunque los terpenos y fenil-propenos dominan
en los AE, el aceite de ajo en particular contiene
gran cantidad de érgano-sulfuros, como el dialil
disulfuro y el dialil trisulfuro originados de la
glutamil-cisteina(24-27). En la mayoria de los
casos los AE estan compuestos por un principio
activo dominante y en menor cantidad los otros
de caracteristicas semejantes, como ejemplo el
aceite de ajo en el que predomina el dialil

disulfuro y cantidades menores de alicina, entre
otros(13,23),

PRINCIPALES PROPIEDADES BIOLOGICAS

Los extractos de las plantas que contienen los
[lamados componentes secundarios de las
plantas han sido tradicionalmente usados en la
salud humana(28). Los efectos positivos en la
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Shikimato route, which is functional only in
microorganisms and plants(19). Extensive
research has been done on EO in diverse plant
species, although little detailed attention has
been given to how stress induces plants to
produce them, or to change their composition
and concentration(20,21,22),

Isoprenes (Cs) are most common in plants.
Isopentenyl, diphosphate and dimethylamine
diphosphate are constituted mainly of terpenes
and belong to the terpenoids group(23). Other
isoprenes include limonene, thymol, carvacrol,
linalool and carvone. Although terpenes and
phenyl-propenes predominate among the EO,
garlic oil has a particularly high content of
organo-sulphurs such as diallyl disulphur and
diallyl trisulphur which originate from glutalyl-
cysteine(24-27). Most EO are composed of a
dominant active principle and smaller quantities
of other components with similar characteristics;
for example, diallyl disulphur predominates in
garlic oil which also contains smaller amounts
of allicin, among other components(13,23),

MAIN BIOLOGICAL PROPERTIES

Plant extracts containing what are called
secondary components have been used in
human health for millennia(28). They are known
to have positive effects on cardiovascular
diseases, some tumors, inflammatory processes
and generally in diseases where free radical
proliferation is a serious threat(29-33). Perhaps
the most widely known and important property
of many plant extracts is their antiseptic action,
known since ancient times(34.35),

ANTIMICROBIAL ACTION MECHANISMS

Terpenoids and phenyl-terpenoids exercise
action primarily against Gram+ bacteria via
interactions with the cell membrane(15.35,36),
These compounds accumulate in the double
lipid layer of the bacterial cell, occupying spaces
between the fatty acid chains. This causes
morphological changes in membrane structure
and resulting fluidification and expansion(36,37,38),
The loss in membrane stability results in ion
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salud son en enfermedades cardiovasculares,
algunos tumores, procesos inflamatorios, y en
general en enfermedades donde la proliferacién
de radicales libres representan un grave
peligro(29-33), aunque la accién mas importante
de estos compuestos es la antiséptica, conocida
desde la antigiiedad(34.35).

MECANISMOS DE ACCION ANTIMICRO-
BIANA

Los terpenoides y fenil-terpenoides ejercen su
accién contra las bacterias Gram+
principalmente, mediante interacciones con las
membranas celulares de éstas(15.35.36)  Se
acumulan en la doble capa lipidica de la bacteria,
y ocupan espacios entre las cadenas de los
acidos grasos, por lo que causan de esta manera
cambios morfoldgicos en la estructura de la
membrana, y como resultado fluidificacion y
expansion(36,37,38)_ La pérdida en la estabilidad
de la membrana da como resultado fugas o
pérdidas de iones, lo que causa un decreciente
gradiente i6nico transmembranal, y aunque la
bacteria puede contrarrestar estos efectos, el
costo energético es elevado y provoca al final
un crecimiento lento o su muerte(36,38,39), Otros
efectos antimicrobianos son la capacidad para
coagular algunos componentes de la membrana
gue se cree son mediante procesos de
desnaturalizacion de proteinas y actividad en
enzimas principalmente(40,41,42)  Ejemplo de
esto, es la alicina, que se ha demostrado que
interactia con proteinas y aminoacidos que
contienen grupos sulfhidricos (-SH), mecanismo
asociado a el diallil-sulfuro que contiene la
alicina(43.44),

Se ha observado también que los mecanismos
de accion de los AE son mas efectivos en
bacterias Gram+, en las cuales actlan
directamente con los componentes hidrofébicos
de la membrana celular, aunque esto puede
variar dependiendo del principio activo presente
en el AE y el tamafio de éste(45-48), Algunos
AE tienen actividad en contra de bacterias Gram-
y Gram+, hongos, parasitos y virus,
dependiendo esto del perfil de componentes
activos 0 su actividad sinérgica(49-52),
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leaks and losses, lowering the transmembranal
ionic gradient, and, although bacteria can
counteract these effects, the energetic cost is
high and eventually leads to retarded growth
or death(36,38,39). Among other antimicrobial
effects is the capacity to coagulate some
membrane components, probably mainly through
protein denaturation and enzyme activity(40,41,42)
For example, allicin is known to interact with
proteins and amino acids containing sulphydric
(-SH) groups, a mechanism associated with the
diallyl-sulphur group in allicin(43,44),

Essential oil action mechanisms are more
effective against Gram+ bacteria. They act
directly on cell membrane hydrophobic
components, although this varies depending on
an EO's active component and its size(45-48),
Depending on their active components profile
and/or their synergic activity, some EO have
activity against Gram- and Gram+ bacteria,
fungi, parasites and viruses(49-52),

EFFECT OF EO IN RUMEN MICROBIAL
POPULATION

Rumen bacteria. Many EO inhibit ammoniacal
nitrogen-producing bacteria, thus lowering
amino acid deamination, mainly in diets without
high protein content(53,54,55). These EO do not
change the total number of viable bacteria, just
the proportion of bacterial groups. However, in
vitro studies using doses (e.g. 400 pg/ml
thymol) higher than commonly used in the
literature did find a decrease in total
microorganism count(56,57).

Rumen protozoans. The effects of EO on
protozoan populations apparently depend on
the EO administered, the dose and the animal
model used. No changes in protozoan population
have been reported in studies of sheep and
dairy cattle administered feed containing 110
and 150 mg/d of an EO mix, respectively(58,59).
Neither were effects observed on ciliate
protozoans in dairy cattle used as rumen liquid
donors in response to a dose of 500 mg
cinnemaldehyde/L rumen liquid(60). Fennel
extract also does not modify protozoan
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EFECTO DE LOS AE EN LA POBLACION
MICROBIANA RUMINAL

Bacterias ruminales. Se ha reportado que los
AE inhiben a las bacterias productoras de
nitrogeno amoniacal, decreciendo asi la
desanimacion de los aminoacidos principalmente
en dietas que contienen cantidades no muy
altas de proteina(53.54,55), También se ha
observado que el numero total de bacterias
viables no es afectado, es decir cambian
solamente las proporciones de grupos
bacterianos, pero en estudios in vitro donde se
han incluido dosis altas, como por ejemplo 400
microg/ml de timol en comparacion con las
comunmente reportadas en la literatura, si
provocan descenso en el numero total de
microorganismos(56,57).

Protozoarios ruminales. En experimentos
realizados con ovinos y ganado productor de
leche a los que se les incluydé en la racion
alimenticia diaria una mezcla de AE a dosis de
110 y 750 mg/d respectivamente, no se
observaron cambios en la poblacion de
protozoarios(58:59). Tampoco se han encontrado
efectos sobre los protozoarios ciliados en vacas
productoras de leche utilizadas donadoras de
liquido ruminal cuando se administra
cinemaldehido con dosis de 500 mg/L de fluido
ruminal(60). El extracto de hinojo tampoco
modificé la poblacion de protozoarios(61). Otros
no observaron cambios en la poblaciéon de
protozoarios cuando se suministré aceite de
rabano encapsulado a razén de 20 g/kg de MS,
0 aceite de rabano en dosis de 1 g/d en
novillos castrados de la raza Holstein de entre
6 y 7 meses de edad, asi como tampoco
cuando se suministr6 1 g/kg MS a vacas
productoras de leche(53.62) A diferencia de lo
anterior otros autores han reportado que la
alimentacion con 200 g/kg de MS de menta
(Mentha piperita) de novillos Holstein decrece
el niamero total de protozoarios y el nimero de
Entodiniun, Isotricha y Diplodinium. También se
ha observado que el aceite de clavo decrece
en numero total de protozoarios, afectando a
los pequeiios Entodinium y Holotrichos, pero no
a los Entodinium de mayor tamafio(61). Otros
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populations(61). Radish oil is reported to have
no effect on protozoans when administered at
20 g/kg DM in capsules, at 1 g/d in castrated
Holstein bullocks between 6 and 7 mo of age
and at 1 g/kg DM in dairy cattle(53.62),

In contrast, other studies have found clearly
negative effects on protozoans with some EO.
Administering of mint (Mentha piperita) to
Holstein bullocks at 200 g/kg DM lowered the
total protozoan count and Entodinium, Isotricha
and Diplodinium counts. Clove oil lowers the
total number of protozoans, particularly affecting
small Entodinium and Holotrichos, but not larger
Entodinium(61). Cinnemaldehyde at doses from
0.4 to 1.6 g/d in beef bullocks had no effect
on protozoans but did lower Isotrica, Dasitrica
and Entodinium counts(63). Inclusion of anise
extract in feed for bullocks at a dose of 2 g/d
lowered both Holotrichos and Entodiniomorph
populations(62). Use of mint at 200 g/d in dairy
cattle is reported to lower the total protozoan
population(64). Finally, addition of 1 g/d
anethole in 2 g anise extract in the feed of
beef bullocks lowered Holotrichos and
Entodiniomorph counts, although this could be
an indirect effect of alterations in nutrient
degradability(65).

EO AND RUMINAL FERMENTATION

Volatile fatty acids. A number of in vivo studies
have been done evaluating the inclusion of
different EO and their doses on total volatile
fatty acid (VFA) production in different ruminant
species (Tables 1, 2 and 3). Reports exist of
both small decreases in total VFA
concentration(61,66,67) and significant declines,
especially at high EO concentrations(68,69),
Slight increases in total VFA concentration have
been reported in only a very few studies.
Increases have been reported with inclusion of
200 mg cinnemaldehyde/kg DM(70), 250 mg
oregano oil/kg DM(71), and 1.5 ml of an EO
mixture (thymol, limonene and guaiacol)/L (in
vitro)(72),

The effect of EO on total VFA concentration
depends on diet type or substrate. For example,
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estudios observaron que el cinemaldehido a
dosis de 0.4 a 1.6 g/d en novillos productores
de carne no afecta el total de protozoarios pero
si a los Isotrica, Dasitrica y Entodinium(63). La
inclusién de extracto de anis en novillos con
dosis de 2 g/d decrece el numero de Holotrichos
y Entodiniomorfos(62). Se ha reportado que el
uso de menta, 200 g/d en bovinos productores
de leche ha logrado decrecer el total de
protozoarios(64). En contraste la inclusion de 1
g/d de anetol en 2 g de extracto de anis a
novillos productores de carne, mostro
disminucion en el conteo de Holotrichos y
Entodiniomorfos, sin embargo eso puede ser
un efecto indirecto de alteracion en la
degradabilidad de nutrientes(65).

AE Y FERMENTACION RUMINAL

Acidos grasos volatiles. Algunas de los
investigadores reportan una pequefa
disminucién en la concentracién total de
AGV(61,66.,67): otros mencionan disminuciones
significativas especialmente cuando se emplean
concentraciones altas de aceites esenciales(68.69),
Solo unos cuantos estudios mencionan ligeros
aumentos en la concentracién total de AGV con
inclusion de cinemaldehido en dosis de 200
mg/k de MS(70), y en dosis de 250 mg/kg de
MS de aceite de orégano(71). También se ha
reportado que el uso de mezclas de AE (timol,
limoneno y guayacol) en dosis de 1.5 ml/L (in
vitro), incrementan los AGV totales(72), La
respuesta a la inclusion de los aceites esenciales
sobre la concentracion total de AGV depende
del tipo de dieta o substrato, en dosis de 75
mg/d por vaca de una mezcla de aceites
esenciales en vacas lecheras alimentadas con
ensilado de alfalfa no hubo disminucion de los
AGV, pero si cuando se alimentaron con ensilado
de maiz, lo cual puede deberse a las diferentes
caracteristicas nutrimentales de los forrajes
utilizados(58).

Se reporta que la relacion de acetato-propionato
incrementa(68.73,74)  aunque en otros estudios
no se han encontrado diferencias(69.71). Algunos
AE tienen impacto en la produccion de AGV
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at a dose of 75 mg of an EO mixture per day
in dairy cows, those fed alfalfa silage exhibited
no decrease in VFA while those fed corn silage
did. This was probably due to the nutritional
characteristics of the different forages(58).

Some EO negatively impact VFA production at
low pH, suggesting that the status of EO
molecules as dissociated or undissociated
depends on pH. At a slightly acid pH, EO are
undissociated and therefore hydrophobic,
allowing them to interact more easily with
microbial membranes, modify the rumen
microbial population and therefore VFA
production and proportion(75). As with other
ruminal fermentation parameters, the EO’s active
principle profile influences VFA amount and
proportion(76). Modifications to total VFA content
and VFA proportion impact methane production
profiles, particularly if acetate is reduced and
propionate increased. Any change in VFA
parameters can therefore positively or negatively
affect methane production. Some studies have
found an increase in the acetate-propionate ratio
with addition of EQ(68,73,74) while others have
found no differences(69.71),

Ammoniacal nitrogen. Nitrogen-generating
bacteria represent only 1 % of the rumen
bacterial population, but they possess
deamination activity(54.88). Reduced ammoniacal
nitrogen (NH3-N) concentration in the rumen in
response to EO may favor greater protein flow
into the small intestine(77). As mentioned
previously, some EO inhibits nitrogen-generating
bacteria and therefore lower protein
deamination. Using 30 and 300 mg oregano
oil/L, these bacteria were lowered by up to
25 9%(58,75), In an in vitro study, administration
of cinnamon oil at 7.8 to 15.6 mg/dL (equivalent
to an EO dose of 0.3 to 3,000 mg/L) lowered
ammoniacal nitrogen content, whereas anethole
(3 g/L), carvacrol (300 mg/L) and carvone (300
mg/L) did not have this effect(79). In another
study, guaiacol reduced ammoniacal nitrogen
content by 31.4 % at 5 mg/L and by 16.6 %
at 5,000 mg/L, but no effect was observed
with limonene and thymol (50 mg/L), and



Laura Alicia Polin Raygoza, et al. / Rev Mex Cienc Pecu 2014;5(1):25-47

cuando el pH es bajo, sugiriendo que el estatus
de las moléculas de los aceites esenciales
disociados o no disociados depende del pH,
esto debido a que a un pH ligeramente &cido
los AE se encuentran en un estado no disociado
y por lo tanto en forma hidrofobica, lo cual les
permite interactuar de forma mas facil con las
membranas microbianas y por tanto modificar
la poblacion ruminal y la proporcién y produccion
de AGV(75). Al igual que en otros parametros
de fermentacion ruminal, el perfil de los
principios activos que contenga el AE influye

vanillin and eugenol (500 mg/L)(®0). As occurs
with other responses, the effects of EO on
nitrogen-generating bacteria depend on diet
contents, specifically protein type and content(77).

METHANE PRODUCTION PROFILES

Results demonstrating how EO inclusion in diets
affects rumen methane production are limited
and inconsistent. In some cases, rumen
methane production has been estimated based
on the relationship of methane to decreased

Cuadro 1. Efecto de la adicion de diferentes aceites esenciales y dosis sobre el consumo, produccion de
leche, metano y &cidos grasos volatiles totales en vacas lecheras, en diferentes estudios. Estimacion
de las diferencias porcentuales con respecto al tratamiento testigo

Table 1. Effect of different essential oils and doses on dry matter intake, milk production, methanogenesis and
total volatile fatty acids proportion in dairy cattle in selected studies. Percentages are the differences

versus a control treatment

Dose DMI Milk production Methanel Total
Essential oil o/d (%) (%) production (%) VFA (%) Ref.
EOM 0.32 -1.52 -3.76 ND ND (90)
EOM 0.64 -1.01 -2.13 ND ND (90)
EOM 0.96 -0.50 -2.25 ND ND (90
EOM 2.0 -2.62 -0.87 -2.74 -7.63 (100)
EOM 0.75 -0.57 -5.9 5.20 5.09 (73)
EOM 0.75 -1-12 -0.5 -1.32 -10.31 (73)
Cinnemaldehyde 1.0 -0.43 1.78 0.89 0.49 (111)
Garlic ol 5.0 -1.44 3.10 -2.24 -1.47 (87)
Juniper olil 2.0 -0.96 1.37 2.82 -0.62 (87)
Diallyl disulphur ~ 13.88 1.71 -2.31 ND ND (108)
Diallyl disulphur ~ 10.02 1.29 -2.64 ND ND (110)
Diallyl disulphur 3.36 -5.08 1.63 ND ND (110)
Carvacrol 6.35 -2.62 1.46 0.60 -2.49 (105)
EOM 1.2 7.19 4.77 ND ND (104)
EOM 1.87 -3.84 1.03 -7.27 2.48 (106)
EOM 3.96 -3.84 -3.67 -6.13 2.90 (106)
EOM 6.13 -2.19 -1.37 -1.17 0.77 (106)
EOM 1.0 -5.10 0.08 ND ND (90)
EOM 0.5 -2.51 -0.06 -3.93 -0.92 (109)
EOM 10.0 -2.92 -4.24 -1.11 0.00 (109)
Pepper oll 0.25 -4.18 -5.75 2.17 1.00 (109)
EOM 1.2 -5.07 ND ND ND (107)
EOM 1.2 -7.34 -0.2 ND ND (107)

EOM= Essential oils mixture; DMI= Dry matter intake;
(acetate) - 0.275 (propionate) + 0.4 (butyrate)(88).
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VFA= Volatile fatty acids; ND= Not determined. 1 = CH4 = 0.45
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en la cantidad y proporcion de los AGV(76) Las
modificaciones en el total y proporcion de los
AGV impacta sobre los perfiles de produccion
de metano, sobre todo si reduce la proporcién
de acetato y se incrementa la de propionato,
por lo tanto cambios en estos repercutiran
positiva 0 negativamente en la produccion de
metano. En los Cuadros 1, 2 y 3 se muestran
los resultados de algunas investigaciones in vivo
en las que se han evaluado la inclusion de
diferentes AE, las dosis, sobre la respuesta en
la produccion de AGV totales en diferentes
especies rumiantes.

total VFA production and the acetate-propionate
ratio (Tables 1, 2 and 3)(81).

Declines in in vitro methane production have
been reported using different EO. When
administered at 400 mg/L, thymol, the main
component derived from Thymus v. and
Origanum v., consistently inhibited in vitro
methane production but also lowered acetate
and propionate concentrations(56). In another
in vitro study using thymol, a dose of 900 mg/L
mitigated methane production by 99 %
compared to a control(70). Methanogenesis is

Cuadro 2. Efecto de la adicion de diferentes aceites esenciales y dosis sobre el consumo, promedio
de ganancia diaria, metano y &cidos grasos volatiles totales en bovinos productores de
carne, en diferentes estudios. Estimacion de las diferencias porcentuales con respecto al

testigo

Table 2. Effect of different essential oils and doses on dry matter intake, average daily weight gain,
methanogenesis and total volatile fatty acids in beef cattle in selected studies. Percentages are
the differences versus a control treatment

Methanel Total

Treatment Dose g/d DMI (%) WG (%) production (%) VFA (%) Ref.
EOM 1.0 -0.82 2.84 ND ND (89)
EOM 1.0 -0.82 2.84 ND ND (89)
EOM 1.09 -1.65 3.97 ND ND (89)
EOM 1.0 13.95 ND -13.83 14.65 (89)
EOM 1.0 2.32 ND -9.86 8.69 (89)
Cinnemaldehyde 0.4 10.30 ND -10.24 2.71 (102)
Cinnemaldehyde 0.8 412 ND -3.09 1.64 (102)
Cinnemaldehyde 1.6 -10.30 ND -8.91 3.07 (102)
Cinnemaldehyde 0.4 8.22 4.16 ND ND (207)
Cinnemaldehyde 0.8 5.01 -1.78 ND ND (207)
Cinnemaldehyde 1.6 -2.44 -2.38 ND ND (207)
Eugenol 0.4 1.59 ND ND -1.06 (63)
Eugenol 0.8 4.99 ND ND -4.66 (63)
Eugenol 1.6 2.55 ND ND -6.14 (63)
EOM 1.0 -2.41 -6.84 -1.72 -3.51 (5)

Cinnemaldehyde 0.27 -17.04 ND 9.77 -2.61 (65)
Anise oil 2.0 5.6 ND -12.69 0.25 (65)
Pepper oll 1.0 9.21 ND -11.67 -0.38 (65)
Cinnemaldehyde 0.9 2.63 ND -11.34 -1.41 (65)
Pepper oll 0.5 10.66 ND -1.10 -0.53 (129)
Anise oil 0.5 2.66 ND -4.65 -1.59 (129)

EOM= Essential oils mixture; DMI= Dry matter intake; WG= Average daily weight gain; VFA= Volatile fatty
acids; ND= Not determined. 1 = CH, = 0.45 (acetate) - 0.275 (propionate) + 0.4 (butyrate)(®8),

33



Laura Alicia Polin Raygoza, et al. / Rev Mex Cienc Pecu 2014;5(1):25-47

Nitrogeno amoniacal. Como ya se ha
mencionado, algunos AE inhiben a las bacterias
generadoras de nitrégeno, por tanto la
desaminacion de las proteinas decrece, y se ha
reportado hasta un 25 % en la reduccién de
estas bacterias cuando se utiliz6 aceite de
orégano de entre 30 y 300 mg/L(38.75), Es asi
como decrece la concentracion de nitrégeno
amoniacal en el rumen con el uso de AE, y
puede favorece un flujo mayor de las proteinas
al intestino delgado(77). Aunque este tipo de
bacterias representa solo el 1 % del total de la
poblacion bacteriana en el rumen, poseen una
actividad alta de desaminacion(54.88), En otros
estudios in vitro el nitrdgeno amoniacal también
decrecio con aceite de canela de 15.6 a 7.8 mg/dL
con dosis de aceite de 0.3 a 3,000 mg/L(79).

also reduced with anethole at 20 mg/L(66), EO
from juniper berry at 20 mg/L and cinnamon at
250 mg/L(82), and mint oil at 0.3, 1 and 3 ml/L
rumen culture(74.83). Cinnemaldehyde, the main
active principle in cinnamon oil, reduces
methane production by 94 % at a 660 mg/L
dose(68), likewise fennel and clove extracts lower
methane production in vitro(61). Eucalyptus oil
inhibits methanogenesis by 58 % at a 1.66 ml/L
a-cyclodextrin-eucalyptus concentration(69),
90.3 % at 2 ml/L and 70 % at 330 mg/L(84).
Although a number of components have been
identified in eucalyptus oil, p-cymene contributes
most to lowering in vitro methane production(82).

Results have been mixed in in vivo trials. Studies
using beef cattle have shown no decrease in

Cuadro 3. Efecto de la adicion de diferentes aceites esenciales y dosis sobre el consumo, promedio
de ganancia diaria, metano y acidos grasos volatiles totales en ovinos, en diferentes estudios.
Estimacion de las diferencias porcentuales con respecto al testigo

Table 3. Effect of different essential oils and doses on dry matter intake, average daily weight gain,
methanogenesis and total volatile fatty acids in sheep in selected studies. Percentages are

the differences versus a control treatment

Methanel Total
Treatment Dose g/d DMI (%) WG (%) production (%) VFA (%) Ref.
Cinnemaldehyde 0.238 4.64 15.40 -17.04 16.04 (70)
Garlic ol 0.227 -0.31 1.19 -7.35 24.44 (70)
Juniper olil 0.24 511 17.34 -20.69 25.43 (70)
Diallyl disulphur 4.61 0.26 ND 3.13 -3.65 (97)
Lovastatin 0.092 0.34 ND 2.48 -5.43 (97)
Garlic ol 5.31 -5.85 ND 1.29 -9.30 (98)
Diallyl disulphur 2.19 -2.92 ND -0.40 -9.30 (98)
Garlic ol 0.5* ND ND -4.45 -0.66 (99)
Garlic ol 0.5* ND ND -4.97 0.49 (99)
Garlic ol 0.75* ND ND -5.40 0.66 (99)
EOM 0.11 ND ND 2.43 -7.02 (122)
Carvacrol 0.2 -4.48 7.18 -9.59 13.68 (66)
Cinnemaldehyde 0.2 0.41 8.35 -10.58 19.03 (66)
Carvacrol 0.2 5.24 1.61 -3.58 5.94 (66)
Cinnemaldehyde 0.2 13.59 3.29 11.28 10.72 (66)
Cinnemaldehyde 0.1 0.19 -0.12 8.91 -8.68 (117)
Cinnemaldehyde 0.2 3.32 6.78 -1.56 -22.08 (117)
Cinnemaldehyde 0.4 1.81 -2.17 -2.30 -27.46 (117)

EOM= Essential oils mixture; DMI= Dry matter intake; WG= Average daily weight gain; VFA= Volatile fatty
acids; * g/kg dry matter; ND= Not determined. 1 = CH, = 0.45 (acetate) - 0.275 (propionate) + 0.4 (butyrate)(88),
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Sin embargo los resultados no fueron los mismos
en estudios in vitro con anetol a 3 g/L, carvacrol
y carvone a 300 mg/L(79). El guaiacol con
concentraciones de 5 a 5,000 mg/L baja la
concentracion de nitrégeno amoniacal hasta un
31.4 a 16.6 % respectivamente, en relaciéon
con el testigo, mientras que el limoneno y timol
con dosis de 50 mg/L, y la vainillina y eugenol
con dosis 500 mg/L no mostraron efectos en la
concentracion de nitrégeno amoniacal(80). Ya
se ha mencionado que los efectos sobre las
bacterias productoras de nitrogenos son
dependientes del tipo y cantidad de proteina
en la dieta(77).

PERFILES DE PRODUCCION DE METANO

Los resultados en los que se ha evaluado la
mitigacion del metano como objetivo de la
inclusion en las dietas de aceites esenciales
son pocos e inconsistentes, y en algunos casos
solo se ha estimado la produccion de metano
en el rumen en base a la relacion que tiene
éste con el descenso en la produccion total de
AGV y la relacion de acetato-propionato(8l).

Se ha observado que el timol, mayor
componente derivado del Thymus v. y Origanum
v., a dosis de 400 mg/L inhibe consistentemente
el metano in vitro, pero las concentraciones de
acetato y propionato también decrecen(56). En
otros trabajos in vitro también con timol a dosis
de 900 mg/L, observaron una mitigacion en la
produccién del metano hasta un 99 % en
relacion con el tratamiento testigo(70). También
se han reportado disminucién en la produccion
de metano con el anetol en dosis de 20 mg/L(66).
Otros AE que disminuyen la metanogenesis son
el AE de vallas de enebro y el de canela en
dosis de 20 y 250 mg/L respectivamente(82), y
aceite de menta con dosis de hasta 0.3, 1y 2
ml/L de medio de cultivo ruminal(74.83),

El principal componente activo del aceite de
canela es el cinemaldehido, el cual a dosis de
660 mg/L disminuye la produccién de metano
hasta en un 94 %(68). Los extractos de hinojo
y clavo también inhiben la produccién de metano
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methane production using a commercial EO
mixture administered at 1 g/d for 25 d®), or
pine oil at an 8 mg/L dose(86). In a study using
sheep, an oregano oil mixture at a 25 mg/d
dose for 15 d lowered methanogenesis, and a
series of other studies using different EO at
different doses, including Anethum graveolens
(32 % limonene), found a linear decline in
methane production(87),

EFFECT OF OE ON RUMINANT PRODUCTIVE
PERFORMANCE

Feed digestibility. The positive effects of EO on
feed digestibility occur for two main reasons:
1) they reduce protein degradation in the rumen
by inhibiting the growth of ammoniacal nitrogen-
producing or proteolytic bacteria; and 2) they
reduce starch degradation in response to
inhibition of amylolytic microorganisms. Both
these qualities favor protein and starch flow
into the intestine(22). In a number of trials,
addition of EO did not modify feed
digestibility(67:89,90), However, a 500 mg dose
of oregano oil resulted in high rumen protein
concentration in sheep, but also affected total
digestibility of other nutrients(®1). In dairy cows,
a 2 g/d dose of juniper EO increased dry matter
digestibility by 13 % in 40:60 forage:concentrate
diets. This effect could be due to an 11 %
increase in protein digestibility, but also to a
slight increase in the digestibility of other
nutrients(87). Very high doses of EO, however,
lower DM digestibility probably because fiber
digestibility decreases in the rumen(5,63),

Rumen protein metabolism. Administering EO
in ruminant diets decreases rumen ammoniacal
nitrogen concentrations, thus lowering nitrogen
excretion in the urine and feces. In earlier in
vitro studies using a casein substrate and
evaluating amino acid accumulation and
ammoniacal nitrogen concentration in an in vitro
rumen medium, a 1 g/L dose of thymol lowered
N production and diminished bacterial
deamination(92). These results coincide with
another study showing deamination inhibition
and reduced ammoniacal nitrogen concentrations(93).
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in vitro(61). El aceite de eucalipto inhibe la
produccion de metano en un 58 % con dosis
de 1.66 mL/L(69), 90.3 % a 2 ml/L(84), y 70 %
a 330 mg/L el aceite a-ciclodextrina-
eucalipto(84). Son varios los componentes
identificados en el aceite de eucalipto(85), sin
embargo el componente del aceite de eucalipto
qgue més disminuye la produccion de metano in
vitro es el p-cimeno(82).

Estudios realizados con bovinos productores de
carne en los que se us6 una mezcla comercial
de aceites esenciales (timol. eugenol, vainillina
y limoneno) a 1 g/d, durante 25 dias, no
encontraron diferencias en la produccién de
metano en comparacion con el tratamiento
control(®), y tampoco se encontraron diferencias
en estudios con aceite de pino a dosis de 8
mg/L(86). En otros estudios se ha observado
que la dosis de 25 mg/d de mezcla de aceite
esencial de orégano en ovinos durante 15 dias
disminuye la produccién de metano; también
en estudios realizados con diferentes aceites
esenciales y diferentes dosis de estos, asi como
con Anethum graveolens (32 % limoneno)
decrece linealmente la produccion de
metano(87). En los Cuadros 1, 2 y 3 se muestran
los resultados de las investigaciones en las que
se han evaluado in vivo la inclusion en las
dietas con diferentes AE y dosis en diferentes
especies rumiantes, sobre la respuesta en la
produccién de metano con una estimacion de
este a partir de los perfiles molares de AGV(88).

EFECTO EN EL COMPORTAMIENTO
PRODUCTIVO DE RUMIANTES

Digestibilidad del alimento. Los efectos positivos
de la inclusion de aceites esenciales sobre la
digestibilidad del alimento se dan por dos
razones principalmente; primero, se reducen la
degradacion de la proteina en el rumen al inhibir
la proliferacion de bacterias productoras de
nitrégeno amoniacal o proteoliticas, y segundo,
se reduce la degradacién de almidones como
respuesta a la inhibicion de microorganismos
amiloliticos, favoreciendo en cantidad el flujo
de estos dos nutrientes al intestino(22).
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In a more recent study, a 9 % decrease in
deamination was observed in hydrolyzed casein
incubated for 48 h with rumen liquid from cows
fed a corn silage base diet and 1 g/d dose of
a commercial EO mixture(®3). In another
incubation study, deamination dropped by 24 %
in a 24 h in vitro incubation of rumen liquid
from sheep administered a 110 mg/d of an EO
mixture; this was largely due the negative effect
of EO on selective populations of rumen
bacteria(38). Populations of the NH3-N-
generating bacteria Clostridium sticklandii and
Peptostreptococcus anaerobius are also reported
to diminish in response to EO mixtures(53). In
contrast, in vivo studies have not documented
improved nitrogen flow into the intestine in
sheep administered 110 mg EO and in dairy
cows administered 2 g EO(58,94)

Other factors related to protein use have been
considered in studies of EO inclusion in ruminant
diets, such as deamination and rumen
protozoans with proteolytic activity(95).
Protozoans also ingest large amounts of rumen
bacteria which may slow microbial protein flow
to the duodenum(96), however no studies have
been done on the direct effects of EO on
protozoan populations.

Neutral detergent fiber digestibility. High doses
of clove and fennel extracts reduce activity of
the enzymes carboxymethyl-cellulase and
xylase(®9). In an in vivo evaluation of diallyl
disulphate and lovastatin as methane inhibitors
in sheep, doses of 4 and 80 mg/kg DM changed
neutral detergent fiber (NDF) digestibility, with
a 14 % increase caused by diallyl disulphate(97).
In another in vivo trial with sheep, this time
evaluating the effect of garlic oil and diallyl
disulphate (its main component) at doses of 2
and 5 g/mg DM, organic matter digestibility improved
5.63 % and NDF digestibility by 17.64 %0(98).
A study including the effects of garlic oil (500
and 750 mg/kg) and garlic powder (75 and
100 g/kg DM) in sheep diets showed both NDF
and acid detergent fiber digestibility to be
negatively affected by the 0il(99).



ACEITES MODIFICADORES DE PERFILES DE FERMENTACION RUMINAL Y MITIGACION DE METANO

En muchos de los estudios la digestibilidad del
alimento no se modificod por AE (67,89,90) Sin
embargo otros estudios muestran que dosis de
500 mg de aceite de orégano en ovinos
repercute en una alta concentracion de proteina
a nivel ruminal, pero por otro lado se afecté la
digestibilidad total de nutrientes(®1). Reportes
in vivo en vacas lecheras con dosis de aceite
esencial de enebro de 2 g/d, mostraron un
aumento en la digestibilidad de la materia seca
en un 13 % utilizando dietas con 40:60 forraje-
concentrado; estos investigadores explican que
el efecto puede ser debido a que se incrementd
la digestibilidad de la proteina de manera
significativa en un 11 %, pero también puede
deberse a un ligero incremento de digestibilidad
de otros nutrientes(87). Sin embargo dosis altas
de aceites esenciales decrecen la digestibilidad
de MS, atribuible esto a la disminuciéon de la
digestibilidad de la fibra a nivel ruminal(5,63).

Metabolismo de proteina en el rumen. Se ha
reportado que al suministrar aceites esenciales
en la alimentacién de rumiantes se disminuyen
las concentraciones de N amoniacal en el rumen,
y por lo tanto la excreciones urinarias y fecales
de éste. En los primeros trabajos in vitro
observaron una disminucién en la produccién
de N con la adicién de timol a dosis de 1 g/L,
usando caseina como substrato y evaluando la
acumulacion de aminoacidos y concentracion
de nitrégeno amoniacal, en el medio ruminal in
vitro, observandose también una disminucion
en la desaminacion bacteriana(92). Otro estudio
mostro resultados similares de inhibicién en la
desaminacion y concentraciones de nitr6geno
amoniacal(93). Mas recientemente se observo
una disminucion de la desaminacién de un 9 %
con caseina hidrolizada incubada in vitro durante
48 h con liquido ruminal colectado de vacas
alimentadas con ensilado de maiz como base,
y con una dosis de 1 g/d de una mezcla
comercial de AE(33). Otro estudio report6é una
disminucion de 24 % en la desaminacion cuando
se incubo in vitro caseina hidrolizada por 24 h
con liquido ruminal obtenido de ovinos
suplementados con una dosis de 110 mg/d de
una mezcla de AE, deduciendo el efecto negativo
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Intake and weight gain. The effect of EO
addition on the intake of ruminant diets depends
on EO type and dose (Tables 2 and 3). No
differences in intake have been reported using
0.75 and 2 g/d of an EO mixture in cows(59,100),
2 g/d fennel oil in cows(87), 250 mg/d oregano
oil in sheep(71), and 43 or 430 mg/k DM in goats(67).
Feed intake was negatively affected in studies
of a 500 mg/d dose of cinnemaldehyde in dairy
cattle(101), and a 500 mg/d cinnemaldehyde and
90 mg/d eugenol dose in beef cattle(65). This
can be attributed to changes in palatability in
different kinds of cattle feed with addition of
high amounts of EO. In contrast, addition of 1
mg/d pepper oil in concentrate for beef cattle
stimulated intake and ruminal fermentation(65).
Finally, a study using cinnemaldehyde in feed
for bullocks showed that a dose of 400 mg/d
increased feed intake by 10.3 % but a higher
dose of 1.6 g/d had no effect.

Studies of weight gain in response to EO
inclusion in the diet largely show no effect (Table
2 and 3). For example, no differences were
observed in a study of daily weight gain in
sheep fed a diet including oregano leaves at
144 or 280 mg/kg DM(103)  Likewise, mean
daily weight gain was unaffected in a study of
beef cattle fed diets containing 2 or 4 mg/d of
an EO mixture (thymol, eugenol, vanillin and
limonene), although a quadratic effect was
observed in feed conversion at a 2 g/kg MS
dose(94). These studies coincide with other
studies in which inclusion of EO had no effect
on average daily weight gain(66).

Milk production and composition. Administration
of EO to dairy cattle has produced mixed results
in milk production and composition (Table 1).
Addition of a commercial EO mixture (thymol,
eugenol, vanillin and limonene) to diets for dairy
cattle increased milk production(104), In another
study, milk fat percentage was found to increase
when dairy cattle were fed diets supplemented
with a 500 mg/d per cow dose of an EO mixture
(eugenol, geranium extract, and cilantro oil as
the principal component)(90). A greater milk fat
percentage was also reported in response to
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de los AE sobre poblaciones selectivas de
bacterias ruminales, principalmente(58). Se ha
observado también una disminucion en las
bacterias generadoras de nitrégeno amoniacal
(Clostridium sticklandii y Peptostreptococcus
anaerobius) cuando se utilizan mezclas de
AE(53). Sin embargo estudios in vivo no han
encontrado cambios a favor en el flujo de
nitrégeno al intestino en ovinos y vacas
productoras de leche cuando se usan dosis de
110 mg y 2 g de mezcla de AE, respectiva-
mente(58,94),

Existen otros factores que se relacionan con el
aprovechamiento de la proteina y que se han
contemplado en los estudios con la inclusién
de AE en dietas para rumiantes, como es el
caso de los protozoarios ruminales que tienen
actividad proteolitica y de desaminacion(95). Por
otra parte los protozoarios engullen bacterias
ruminales en gran cantidad, y esto puede
repercutir en lentificar el flujo de proteina
microbiana al duodeno(96), pero no hay estudios
sobre los efectos de los AE y la poblacién
protozoaria directamente.

Digestibilidad de FDN. Se observd una
disminucion en la actividad de las enzimas
carboxilmetil-celulasa y xilasa, con extractos de
clavo e hinojo en altas concentraciones(59).
Cuando se evaluaron dialil disulfito, y lovastatina
como inhibidores de metano in vivo en ovinos,
con dosis de 4 y 80 mg/kg de MS, se observaron
diferencias en la digestibilidad de la FDN,
tendiendo a incrementarse con dialil disulfito
en un 14 %(97). En otro estudio in vivo con
ovinos se evaluo el efecto del aceite de ajo y
su componente principal el dialil disufito en dosis
de 2 y 5 g/kg de MS, encontrando mejoras en
la digestibilidad de materia organica y FDN en
un 5.63 y 17.64, respectivamente(98). Sin
embargo con polvo de ajo y con aceite de ajo,
en la alimentacion de ovinos se encontré que
la FDA y FDN fueron ligeramente afectadas
negativamente en su digestibilidad con el polvo,
no asi con el aceite, a dosis de 75 y 100 g/kg
de MS de polvo(99).
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addition of 500 g oregano Origanum vulgare
leaves in dairy cattle diets(105). A higher milk
fat percentage may be due to changes in the
proportions of VFA, acetate or the acetate-
propionate ratio in response to EO inclusion, or
to changes in energy contribution and better
body condition due to improved feed quality(92).
Addition of 16 mg/L of an EO mixture (thymol,
eugenol, vanillin and limonene) in drinking water
for dairy cattle raised milk production and its
protein percentage but lowered the fat
percentage(106). Other studies have found no
differences in milk composition and production
with inclusion of an EO mixture in the diet(78,107-
110); this was even the case when 1 g/d
cinnemaldehyde was used(111),

High concentrations (2 g/d) of an EO mixture
are reported to increase linoleic acid
concentration in milk fat, possibly due to inhibition
of linoleic acid biohydrogenation in the
rumen(100) Other studies have identified
changes in VFA in the rumen, but not in the
milk fatty acids profile in dairy cows and
goats(69.112)  Some components of the EO
included in ruminant diets may be present in
the milk or meat(113-115) put it is still unclear
to what degree these enrich product organoleptic
and nutritional properties.

EFFECTS ON IMMUNOLOGICAL CONDI-
TION AND BLOOD METABOLITES

Results from studies addressing the effect of
EO on immune condition and blood metabolites
have been mixed. In a study of immune
condition in dairy cows fed diets supplemented
with garlic and juniper oils, no differences were
observed in white blood cell and haptoglobin
counts(8). Addition of an EO mixture to dairy
cattle feed also had no effect on blood
metabolites such as glucose, non-esterified fatty
acids (NEFA) and urea(108). A study using
cinnemaldehyde at 144 and 288 mg/kg DM in
beef cattle also found no differences in white
blood cells, amyloid A or lipopolysaccharides,
but haptoglobin counts did decline as
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Consumo y ganancia de peso. Al igual que en
muchos otros casos, la respuesta de la adicion
de AE en dietas para rumiantes sobre el
consumo depende también del tipo de aceite
esencial y la dosis. Varios estudios realizados
con 0.75 y 2 g/d de mezcla de aceites
esenciales(59,100), 2 g/d de aceite de hinojo en
vacas(87), 250 mg/d de aceite de orégano en
ovinos(71), y 43 0 430 mg/k de MS en cabras(67)
no mostraron diferencias en el consumo. En
otros estudios con altas dosis de cinemaldehido
500 mg/d en vacas productoras de leche(101)
mezcla de cinemaldehido 500 mg/d y eugenol
90 mg/d en bovinos productores de carne(65),
se observé afectado el consumo de alimento,
lo cual puede ser atribuido a la palatabilidad
gue adquieren los diferentes tipos de alimentos
para el ganado cuando se les adicionan
cantidades altas de AE. En contraste, la adicidon
de aceite de pimiento de 1 mg/d en concentrado
en ganado productor de carne estimuld el
consumo y la fermentacion ruminal(65). Otro
estudio demostr6 claramente que el
cinemaldehido tiene efecto positivo en el
consumo de alimento en 10.3 % con dosis
bajas de 400 mg/d, pero que dosis altas de 1.6
g/d el consumo se mantiene igual en
comparacién con el tratamiento control en
novillos(102),

En estudios en los que se evaludé la ganancia
diaria de peso en ovinos con inclusién en la
dieta de hojas de orégano (144 o 280 mg/kg
MS) no se observaron diferencias con respecto
al tratamiento control(103); tampoco en estudios
realizados con bovinos productores de carne,
con dosis de 2 o0 4 mg/d de una mezcla de
aceites esenciales (timol, eugenol, vainillina y
limoneno), ni en la media de ganancia diaria
de peso con respecto al tratamiento control,
pero se observé un efecto cuadratico sobre la
conversion alimenticia con dosis de 2 g/kg
MS(94). Otros estudios tampoco encontraron
diferencias con la inclusion del AE sobre el
promedio de ganancia diaria de peso(66). En
los Cuadros 2 y 3 se muestran los resultados
de las investigaciones en las que se han
evaluado la inclusién de diferentes AE y dosis,
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cinnemaldehyde dose increased(103). Reductions
in haptoglobin have also been reported in beef
cattle diets supplemented with 400 to 1,600
mg/d eugenol(116)_ Differences in blood glycerol
concentrations have been reported with
administration of cinnemaldehyde in sheep(66).
In addition, changes in NEFA and triglycerides
concentrations have been observed in response
to increasing doses (400 to 1600 mg/d) of
cinnemaldehyde in lambs, although no changes
were observed in blood glucose and urea
concentrations(63). In contrast, a study
evaluating doses of 100, 200 and 400 mg/kg
DM cinnemaldehyde in sheep found that only
urea concentrations increased and only at the
200 mg/kg DM dose, and that NEFA, cholesterol
and triglycerides concentrations exhibited no
changes at any dose(117).

DISCUSSION

The last ten years have seen a rise in the
number of studies addressing the potential
benefits for production efficiency of including
EO in ruminant diets. Many EO have positive
effects on ruminal fermentation, methanogenesis
mitigation and the digestibility of some
ingredients. However, other EO still needs to
be evaluated to identify optimum dose and feed
system to provide benefits.

Caution is required when interpreting much of
the data available to date indicating reduced
methanogenesis with addition of EO because
they were generated in vitro. This is vital since
results often differ between in vitro and in vivo
trials of the same compounds. Some EO have
been shown to inhibit ammoniacal nitrogen-
generating bacteria in vitro, but before
antibiograms can be generated for specific EO
further detailed study is required of their effects
on other bacterial genera and populations,
particularly methanogenic microorganisms. In
vitro trials involve smaller microorganism
populations than normally exist in the rumen,
where survival conditions are ideal(118), In
addition, doses in in vitro trials are given as
mg/L, but would be more useful if expressed in
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en bovinos y ovinos, sobre el consumo y la
ganancia promedio de de peso.

Produccién y composicion de la leche. Constan
reportes en los que la adicion de mezcla
comerciales de AE (timol. eugenol, vanillina y
limoneno) ha incrementado la produccion en
ganado lechero(104). También que la
alimentacion con una mezcla de AE conteniendo
eugenol, extracto de geranio y aceite de cilantro,
como el mayor componente este Ultimo y en
una dosis de 500 mg por vaca por dia
incrementa el porcentaje de grasa en leche(90).
Se ha reportado que la adicién de 500 g de
hojas de Origanum vulgare a las dietas de vacas
también tiene efecto en el incremento de la
grasa en leche(105). El incremento del porcentaje
de grasa en leche puede deberse al cambio en
la proporcién de AGV, acetato o proporcién de
acetato-propionato, que pueden modificarse con
la inclusién de AE(73,74), o por el cambio de
aporte energético y el mejoramiento de la
condicién corporal por la mejoria en la
alimentacion(92), Diferentes resultados
reportaron que cuando se adicion6 una mezcla
de aceites esenciales (timol. eugenol, vanillina
y limoneno) en el agua de bebida en una dosis
de 16 mg/L, se incrementd la produccion de
leche y porcentaje de proteina, pero disminuy6
el porcentaje de grasa(106). Otros estudios no
han encontrado diferencias en la composicion y
produccion de leche cuando se suministran
mezclas de AE en la dieta(78,107-110) nj con
cinemaldehido a dosis de 1 g/d(111). En el
Cuadro 1 se muestran los resultados de las
investigaciones en las que se han evaluado la
inclusion de diferentes AE y dosis, en bovinos
productores de leche y su efecto sobre la
produccién de leche.

Estudios(100) con una alta concentracion de
mezcla de AE de 2 g/d incremento la
concentracion de acido linoleico en la grasa de
la leche, lo cual se puede deber a la inhibicion
de la biohidrogenacién de éste en el rumen.
Otros estudios muestran cambios de &cidos
grasos volatiles en el rumen, pero no en los
perfiles de &acidos grasos en leche en vacas y

40

mg/g incubated DM since variations exist under
in vitro conditions in terms of the amount of
dry matter versus the amount of culture medium
used(119,112) n vitro experimental periods are
also generally quite short, preventing observation
of any possible microorganism adaptation or
resistance to E0(120,121,122) |n short, the
existing in vitro data now requires corroboration
under in vivo conditions.

Future research will also need to address new
EO sources and provide more detailed
information on the EO used. Every region in
the world has plants containing secondary
components which are potential sources of new,
more effective EO. In any EO, the active principle
concentration can vary depending on the plant,
variety, season and cultivation conditions, among
others, meaning plant and extract EO profiles
need to be evaluated and optimum extraction
conditions determined(10,123), The EO profile
of any extracted oil and identification of the
main active principle modifying ruminal
fermentation and any synergisms between
components is extremely important for
accurately evaluating their effects. More accuracy
is also needed in reporting the dose of the
active principle contributing to methanogenesis
mitigation or ruminal fermentation modification,
and mg/kg DM doses need to be standardized
in in vivo studies since daily feed intake varies
widely by animal species(®).

To what extent EO mitigates methanogenesis is
still unclear because those studies that include
methane measurements are in vitro, methane
production is not quantified in others, and very
few in vivo studies of methanogenesis mitigation
have been done because they are labor intensive
and costly. One way of addressing this challenge
is to estimate any mitigation using equations
based on VFA production profiles(88).

There is also very little information on the effects
of EO on some pathogens. Research has been
done using some parasites, although studies
are needed that involve nutrition and parasite
factors(123,124)  as well as the antimicrobial
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cabras lecheras(69.112) Algunos componentes
de los AE suministrados en dietas para rumiantes
pueden estar presentes en la leche o carne de
estos(113-115) Sin embargo, no se sabe hasta
qué grado pueden enriquecer sus propiedades
organolépticas y nutrimentales.

EFECTOS EN EL ESTADO INMUNOLOGICO
Y ALGUNOS METABOLITOS SANGUINEOS

Se han realizado estudios para evaluar también
el estado inmunolégico en vacas lecheras
suplementadas con aceite de ajo y enebro,
cuantificando los globulos blancos y la
haptoglobulina, pero estos estudios no observaron
diferencias(®). Se ha evaluado el efecto de la
suplementacion en vacas lecheras con una
mezcla de AE sobre algunos metabolitos en
plasma como glucosa, acidos grasos no
esterificados (AGNE) y urea, sin encontrar
tampoco diferencias significativas(108). En
estudios con diferentes dosis de 144 y 288 mg
de cinemaldehido por kilogramo de MS en
ganado carnico, tampoco se observaron
diferencias en globulos blancos, amiloide A sérico
o lipopolisacaridos del plasma, pero se observé
numéricamente un descenso conforme aumenta
la dosis de cinemaldehido en haptoglobulina(103),
y con eugenol suplementando ganado cérnico
con dosis de 400 a 1600 mg/d también se ha
observado reduccion de haptoglobulina(116),
Estudios en ovinos en los que se administrod
cinemaldehido, se encontraron diferencias en
las concentraciones séricas de glicerol(66).
También se han observado cambios cuadraticos
en la concentracion de AGNE vy triglicéridos
cuando se incrementa la dosis de cinemaldehido
de 400 hasta 1,600 mg/d en bovinos carnicos,
pero no se observaron cambios en las
concentraciones de glucosa o urea en el suero
sanguineo(63), es necesarios considerar la
composicion de la dieta y su efecto sinérgico
con los AE. Cuando se evalu6 el efecto de
diferentes dosis de 100, 200 y 400 mg/kg de
MS de cinemaldehido sobre algunos metabolitos
sanguineos en ovinos se reportd que solamente
la urea en el plasma sanguineo se incremento
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effects of EO throughout the entire gastrointes-
tinal tract(125-127),

What kinds of biohydrogenation processes EO
may experience in the rumen and the influence
EO addition may have on fatty acids
biohydrogenation in the rumen is still unknown.
Although some studies have evaluated milk
chemical properties and EO presence in milk
and meat(128), there is still insufficient data on
the residual effects of EO in dairy and meat
products and if these provide benefits in terms
of physicochemical properties, product shelf-life
and consumer health.

A final factor to consider is the cost/benefit
analysis of EO use in livestock systems. Essential
oils extraction and the resulting concentrations
often translate into high use costs. In some
cases, reduced methanogenesis under in vitro
conditions requires increasing doses, implying
that higher doses would also be needed for in
vivo studies. This could result in high production
costs and undesired changes in feed palatability.
One possible option would be EO administration
via controlled release devices in the rumen. A
wide variety of studies have been done
addressing the effect of EO in livestock systems,
but they have not led to clear conclusions due
to a diverse array of EO doses, different active
principle profiles in EO that modify ruminal
fermentation and a lack of data on the effect
diet characteristics may have on essential oils
effectiveness(129),

End of english version

con dosis de 200 mg/kg de MS, sin observar
cambios en AGNE, colesterol o triglicéridos(117),

DISCUSION

En la ultima década se han realizado estudios
con el objetivo de conocer y explotar los
beneficios de la inclusion en las dietas para
rumiantes de AE para mejorar la eficiencia en
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la produccion. Algunos de los AE tienen efectos
positivos sobre la fermentacion ruminal,
mitigacion del metano, y digestibilidad de algunos
nutrientes, sin embargo algunos otros aun
deben de ser evaluados en cuanto a las dosis
y los sistemas de alimentacion apropiados para
Su uso.

Primeramente se debe de mencionar que
muchas de las investigaciones en las que se ha
observado una disminucion en la produccion de
metano cuando se adiciona AE han sido
realizadas in vitro, y se debe de tener cuidado
en la interpretacién de estos estudios pues en
muchos de los casos no se obtienen los mismos
resultados en condiciones in vivo. Aunque
algunos AE inhiben a las bacterias generadoras
de nitr6geno amoniacal en los experimentos in
vitro, aun falta evaluar mas detalladamente los
efectos de estos sobre otros géneros o
poblaciones bacterianas, y mas puntualmente
sobre los microorganismos metandgenos,
precisando con esto el antibiograma de los AE.
Hay que considerar también que bajo
condiciones in vitro las poblaciones de
microorganismos son menores a las
normalmente encontradas en el rumen, donde
ademas éstas cuentan con un maximo de
confort de sobrevivencia(118). En condiciones
in vitro las dosis son en mg/L, éstas deben de
ser expresadas preferentemente en mg/g de
MS incubada, pues también hay variaciones de
las condiciones in vitro con la cantidad de
materia seca que se experimenta en relacion
con la cantidad del medio de cultivo(119,112),
Se debe considerar también en condiciones in
vitro los tiempos de evaluacion, que
generalmente son cortos y en muchos de los
casos no se logra observar un posible efecto de
adaptacion o resistencia de los microorganismos
a los AE(120,121,122) Se deben de corroborar
los datos in vitro con los in vivo.

Existen plantas en cada region que deben de
ser consideradas para la evaluacién de otras
fuentes de este tipo de componentes
secundarios, que pudieran ser nuevos y ofrecer
mejores resultados. Considerar también que la
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concentracion del principio activo en los AE
puede variar dependiendo de la planta, variedad,
época del afio y condiciones de cultivo, y por
ende se deben realizar analisis de los perfiles
de AE en los extractos o plantas a evaluar, asi
como considerar mejor el proceso de
extraccion(10,123)  de igual manera considerar
el perfil de AE que contenga el aceite, asi como
evaluaciones para determinar el principal
principio activo modificador de la fermentacion
ruminal o el sinergismos entre estos. Con
respecto a esto también es necesario que se
reporte la dosis del principio activo al que se
atribuye el afecto mitigante de metano o
modificador de los perfiles de fermentacion
ruminal, y estandarizar las dosis de mg/kg de
MS en trabajos in vivo pues el consumo varia
por dia por animal(®).

Con respecto al metano, en algunas
investigaciones se han realizado mediciones pero
bajo condiciones in vitro; en otros no se ha
cuantificado éste, por lo cual aiun es poca la
produccion cientifica para aseverar que los AE
mitigan la produccion de metano; aunado a
esto, las investigaciones in vivo sobre los efectos
de mitigacion de la produccién de metano son
menores, puesto que en estos casos son
laboriosas y costosas. Sin embargo se pueden
realizar estimaciones por medio de ecuaciones
en base a los perfiles de produccion de AGV(88),

Tampoco existe suficiente informacién de los
efectos sobre algunos patdégenos, aunque
existen investigaciones realizadas sobre algunos
parasitos, habria que considerar estudios que
incluyan los factores nutricion y parasito(123,124),
De igual manera los efectos antimicrobianos en
todo el tracto gastrointestinal(125-127)

No se tiene aun suficiente informacioén sobre
los procesos de biohidrogenacion a los que se
pueden someter estos AE en el rumen, o la
influencia de la adicién de estos sobre la
biohidrogenacion de acidos grasos en el rumen.
Aunque se han realizado estudios evaluando
las propiedades quimicas de la leche y la
presencia de estos AE en la leche(128) y carne,
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no hay suficiente evidencia del efecto residual
de estos en la leche o productos carnicos, y si
éste pudiera tener beneficios sobre las
propiedades quimico fisicas y sobre la vida de
anaquel de los productos, o en la salud del
consumidor.

Aungque no menos importante, un factor méas a
considerar es el costo/beneficio del uso de estos
nuevos productos, pues en muchos de los casos,
la extraccion y las concentraciones en que estos
se encuentran resultan en un costo elevado.
Ademas en algunos casos la concentracion de
AE en las que se observa disminucion de la
metanogénesis ha sido con dosis altas in vitro,
e in vivo implicaria concentraciones altas también
y posiblemente costos elevados de produccion
con el uso del producto, asi como cambios en
la palatabilidad del alimento; no obstante, una
opcion en algunos casos seria la fabricacién de
dispositivos con AE de liberacion controlada en
el rumen. Aunque existe gran variedad de
estudios aun son poco concluyentes debido a
gue las dosis del AE son muy diversas, el perfil
de los principios activos modificadores de la
fermentacién ruminal de los AE también es
variable en cada uno de ellos, y otro aspecto
bastante importante es la respuesta que se
obtiene segun las caracteristicas de la dieta
con la que se realizan las evaluaciones(129),
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