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DESCRIPCION
Método de reduccion de la produccion de metano que emana de las actividades digestivas de un animal

La presente invencién se refiere a un método de reduccién de la produccion de metano que emana de las
actividades digestivas de un animal usando, como principio activo, uno o0 mas compuestos de aceite esencial
seleccionados del grupo consistente de eugenol, limoneno, un salicilato, quinolina, vainilla, timol o un cresol. Los
compuestos activos pueden administrarse por via oral mediante un pienso o un agua para beber.

El metano es un gas de invernadero, que es muchas veces mas potente que el CO2. Su concentracion en la
atmosfera se ha duplicado durante el ultimo siglo y continia aumentando de manera alarmante. Los rumiantes son
los contribuyentes mayores a la formacion biogénica del metano, y se ha estimado que la prevencién de la formacion
del metano de los rumiantes casi estabilizaria las concentraciones atmosféricas del metano. Ademas, la nueva
evaluacion reciente del protocolo de Kioto establece un aumento de la prioridad a la disminucién de las emisiones de
metano como parte de una estrategia de gases multiples. Los aditivos para piensos mas eficaces para reducir la
formacion de metano contienen antibidticos e iondforos que disminuyen la formacion de microorganismos
proporcionando H; a los metanégenos. Sin embargo, el efecto del antibidtico y los ionéforos en la formacién del
metano es limitado.

Ademas de aumentar los gases de invernadero, el metano producido durante la fermentacion anaerobia también
representa una pérdida de energia para el animal huésped. Los hidratos de carbono constituyen del 70 % al 80 % de
la materia seca en una racion tipica de ganado lechero, y a pesar de esto, la absorcién de hidratos de carbono del
tubo digestivo es normalmente muy limitada. La razén para esto es la extensa fermentacion de los hidratos de
carbono en el rumen, dando como resultado la produccion de acetato, propionato y butirato como productos
principales. Estos productos son parte de los denominados acidos grasos volatiles, VFA. La fermentacién que
produce el VFA, por ejemplo, el acido propidnico, también proporciona energia y carbono para el crecimiento y el
mantenimiento de la comunidad microbiana. Los VFA son subproductos importantes de la actividad microbiana.

En el articulo de J.D. Evans et al.: “Effects of thymol on ruminal microorganism” se desvela que el timol es un potente
reductor de metano, pero también de acetato y propionato. Ademas, el articulo de R. Losa: “The use of essential oils
in animal nutrition” menciona que la adiciéon de aceites esenciales a un pienso para animales puede afectar
positivamente la eficiencia del pienso y el aumento de peso diario de los animales. El documento WO 99/59430
desvela que el uso de timol alivia, cura o previene enfermedades producidas por Clostridium sp. en los tubos
digestivos de los animales.

Ademas, en los ultimos afios ha habido un debate intenso acerca del uso de productos quimicos y antibiéticos en los
aditivos para piensos y en muchos paises esta siendo considerada una prohibicién sobre este tipo de adiciones a los
aditivos para piensos. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de que la agricultura desarrolle sustancias que
estén de acuerdo con la practica fiable y generalmente aceptada y no de una naturaleza medicinal.

El proposito de la presente invencidon es proporcionar un componente que no sea de naturaleza medicinal y que
reduzca fuertemente la formacién de metano, pero mantenga la actividad microbiana y el contenido de VFA, por
ejemplo, el acido propionico, a niveles normales.

Ahora se ha encontrado que compuestos de aceite esencial simple o mezclas de dos o0 mas compuestos de aceite
esencial, que estan presentes en diferentes partes de las plantas de utilidad cultivadas, pueden reducir
esencialmente la formacién de metano y todavia mantener la actividad microbiana general en un alto nivel.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un método de reducciéon de la produccién de metano que
emana de las digestiones de un animal usando uno o mas compuestos de aceite esencial seleccionados del grupo
que consiste en limoneno, eugenol, un salicilato, quinolina y vainilla, que se administran al animal.

Los compuestos de aceite esencial se administran adecuadamente por via oral mediante los piensos para animales
y el agua para beber, pero también pueden usarse comprimidos y capsulas. Los compuestos de aceite esencial
tienen un efecto reductor del metano considerable mientras su efecto sobre la formacion de VFA es evidentemente
mas bajo. Los compuestos de aceite esencial representados por los salicilatos, quinolina y vainilla tienen un efecto
reductor del metano, asi como un efecto promotor de la formacion de VFA. El timol y especialmente los cresoles
tienen un fuerte efecto reductor del metano y un notable efecto reductor de la formacion de VFA. Los compuestos de
aceite esencial activos como se describieron anteriormente se administran adecuadamente por dia en una cantidad
de 0,01-50 mg/kilogramo de peso corporal del animal, preferentemente 0,1-20 mg/kilogramo de peso corporal del
animal.

Adecuadamente, una mezcla de compuestos de aceite esencial, mezcla que contiene:
a) 5-100 % en peso de limoneno, eugenol o una mezcla de los mismos,

b) 0-95 % en peso de uno o mas compuestos de aceite esencial seleccionados del subgrupo que consiste en
salicilato, tal como salicilato amilo y salicilato bencilo, quinolina y vainilla,
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c) 0-60 % en peso de timol, cresol, tal como m-cresol, o una mezcla de los mismos.
En una realizacién de la invencion, la mezcla de los compuestos de aceite esencial contiene
a) limoneno y/o eugenol,

b) uno o mas compuestos de aceite esencial seleccionados del grupo que consiste en salicilato, tal como
salicilato amilo y salicilato bencilo, quinolina y vainilla en una cantidad del 20-300 % en peso, basada en la
cantidad de limoneno y eugenol, y

c) timol, cresol, tal como m-cresol, o una mezcla de los mismos, en una cantidad de 0-50 % en peso de la
cantidad de limoneno y eugenol.

Esta mezcla de compuestos de aceite esencial reduce considerablemente la formacion de metano y mantiene la
formacion de VFA en un nivel deseable. En caso que se desee una alta disminucién en la formaciéon de metano, el
cresol y/o timol podrian incorporarse en la mezcla en una cantidad total del 10-50 % en peso de la cantidad de
limoneno y eugenol.

La incorporacion de los compuestos de aceite esencial de la invencion en el pienso para animales o en el agua para
beber se hace adecuadamente afiadiéndolos directamente a una composicion de pienso para animales o agua para
beber, 0 a un aditivo de premezcla de pienso o un suplemento de agua para beber. Adecuadamente, la premezcla
de pienso contiene 0,1-20 % en peso seco de los compuestos de aceite esencial, 0-20 % en peso seco de aditivos
que mejoran el crecimiento y saborizantes y 10-99 % en peso de un soporte absorbente. Ejemplos de aditivos que
mejoran el crecimiento y saborizantes adecuados son cresol, anetol, deca-, undeca- y/o dodeca-lactonas, iononas,
ironas, gingerol, piperidina, ftalida de propilideno, ftalida de butilideno, capsaicina y/o tanina. El soporte puede
contener, por ejemplo, 40-50 % en peso de fibras de madera, 8-10 % en peso de estearina, 4-5 % en peso de polvo
de curcuma, 4-5 % en peso de polvo de romero, 22-28 % en peso de caliza, 1-3 % en peso de una goma, tal como
goma arabiga, 5-50 % en peso de un azucar y/o almidén y 5-15 % en peso de agua. Esta premezcla también puede
contener 0-89 % en peso de otros componentes para pienso, seleccionados adecuadamente del grupo que consiste
en vitaminas, enzimas, sales minerales, cereales molidos, componentes que contienen proteinas, componentes que
contienen hidratos de carbono, trigo molido y/o salvados. El aditivo de la premezcla se afiade adecuadamente en la
preparacion de una composicion de pienso segun la invencion en cantidades tales que el pienso contendra 0,1-2500
ppm, preferentemente 1-1000 ppm, del compuestos de aceite esencial. La premezcla normalmente constituye el 0,3-
3,5 % en peso de la composicion de pienso.

La composicion de pienso segun la invencion normalmente contiene, calculados basandose el peso seco del pienso,
los siguientes componentes.

a) 0-80 %, preferentemente 10-70 %, en peso de cereales,
b) 0-30 %, preferentemente 1-12 %, en peso de grasa,

c) 0-85 %, preferentemente 10-50 %, en peso de sustancias nutritivas que contienen proteina de un tipo
distinto de cereales, y

d) 0,1-2500 ppm, preferentemente 1-1000 ppm, del compuestos de aceite esencial.
Las cantidades totales de a)-d) son preferentemente al menos el 80 % en peso.

Cuando se prepara la composicién de pienso, la premezcla del pienso puede mezclarse con los componentes secos
que consisten de cereales, tales como trigo molido o triturado, avena, cebada, maiz y arroz; fuentes de proteina
vegetal basadas en, por ejemplo, semilla de colza, semilla de soja y de girasol; fuentes de proteina animal, tales
como harina de pescado, molasas y productos lacteos, tales como diversos polvos de leche y polvos de suero.
Después de mezclar todos los aditivos secos, pueden afiadirse los componentes liquidos y los componentes que
después de calentarse se vuelven liquidos. Los componentes liquidos pueden consistir de liquidos, tales como
grasa, por ejemplo, grasa vegetal, opcionalmente licuada por el calentamiento y/o de acidos carboxilicos, tal como
un acido graso. Después de mezclar completamente, se obtiene una consistencia harinosa o en particulas
dependiendo del grado de molienda de los componentes. Para prevenir la separacion durante el almacenamiento
preferentemente debe afadirse agua al pienso para animales, que luego es sometido a un proceso convencional de
peletizacion, expansion o de extrusion. Cualquier exceso de agua puede eliminarse por secado. Si se desea, el
pienso para animales granulado resultante también puede machacarse a un tamafio de particula mas pequefio. La
composicion de pienso descrita es normalmente la administrada en combinacién con follaje verde seco y/o ensilaje.

El suplemento de agua para beber puede contener 1-99 % en peso seco, preferentemente 10-50 % en peso seco,
de los compuestos de aceite esencial. Ademas de los compuestos de aceite esencial, el suplemento también puede
contener 1-99 % en peso seco de un gran numero de otros componentes. Ejemplos de otros componentes son sales
minerales, vitaminas, aditivos que mejoran la salud y el crecimiento, saborizantes, vehiculos solubles en agua o
dispersables en agua, tales como azucares, leche en polvo, subproductos de la leche y derivados de celulosa,
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agentes dispersantes y estabilizadores, tales como polimeros solubles en agua o dispersables en agua. Cuando se
prepara el agua para beber, el suplemento normalmente se afiade al agua en una cantidad tal que la concentracion
de los compuestos de aceite esencial llegue a ser 1-2500 ppm, preferentemente 1-1000 ppm.

Dentro del alcance de la invencién también es posible producir una suspension de la composiciéon de pienso. Esto es
especialmente conveniente si el pienso se prepara para consumo inmediato.

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente por los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Se probo la eficacia de algunos compuestos de aceite esencial obtenibles de plantas con respecto a su influencia
sobre la formacion de metano y VFA en un sistema in vitro.

Segun la prueba, 200 mg de una dieta molida, que contiene 50 % de paja, 30 % de cebada, 9,5 % de molasas, 10 %
de harina de pescado y 0,5 % de vitaminas, se afiadid a botellas de Wheaton. A un ftriplicado de botellas que
contenian la dieta se les afadi6é a cada una de las botellas 0,6 ml de una disolucién de uno de los compuestos de
aceite esencial mencionados en la siguiente tabla, en propilenglicol.

Se alimentaron tres ovejas con la dieta molida, y fluidos del rumen filtrados en cantidades de 500 ml se mezclaron
con 1000 ml de un tampoén Colemans Simplex. El tampon tuvo la siguiente composicion.

Tampon Colemans Simplex

Premezcla de una solucién salina, g/l

KoHPO, 12,7
KH2PO4 10,0
NaCe 1,3
MgSO,4:7H0 0,18
CaCl; (seco) 0,09
Tampon

Solucién salina 40 ml

5 % (peso/volumen) de NaHCO3 15 ml
2 % de sal de HCI de cisteina 1,1 ml
Agua 60 ml

Entonces se introdujeron en las botellas 30 ml del fluido del rumen combinado y el tampdn y sus contenidos se
incubaron bajo CO, a 39 °C durante 24 horas. Entonces se midieron la produccion de metano y la cantidad total de
VFA.

Los siguientes resultados obtenidos se muestran en la Tabla I.

Tabla |
Compuestos de aceite esencial
Prueba | Tipo Cantidad de Producciéon de metano VFA total
disolucion % en peso mmol/24 horas mmol/24 horas
Control | Agua - 1255 1250
1 Vainilla 2 1055 1300
2 Timol 5 250 400
3 Oxoforona 0,4 1400 1350
4 m-cresol 9 150 200
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Compuestos de aceite esencial
Prueba | Tipo Cantidad de Produccién de metano VFA total
disolucion % en peso mmol/24 horas mmol/24 horas
5 Resorcinol 1,4 1350 1375
6 Limoneno 1 550 1250
7 Quinolina 1 900 1300
8 Guajacol 3,6 1350 1250
9 Eugenol 3 300 800
10 Salicilato de bencilo 3 850 1600

Los resultados muestran claramente que los compuestos de aceite esencial segun la invencién tienen posibilidades
de reducir considerablemente la produccién de metano, mientras que la formacién de VFA no se reduce en el mismo
grado.

Ejemplo 2

Se probd in vivo en ovejas el efecto de una mezcla de cantidades iguales de las disoluciones de los compuestos de
aceite esencial mencionados en el Ejemplo 1 sobre la produccion de metano y VFA. Segun la prueba, cuatro ovejas
maduras, cada una adaptada con una canula en el rumen, se alimentaron con 1,0 kg de pienso (peso seco)/dia de
una mezcla de piensos que contenia 40 % en peso de una composicion de pienso que consistia en trigo, maiz,
cebada, soja, semilla de girasol, harina pescado, guisantes y semilla de colza y 60 % en peso de ensilaje de pasto,
en dos comidas iguales. Las ovejas recibieron la dieta sin o con la mezcla en una dosis de 110 mg por animal y dia.
El efecto de la mezcla se evalud segun un disefio latino del cuadrado con 4 filas y 4 columnas, durando cada periodo
6 semanas. No se recogieron muestras de la oveja durante las 4 semanas iniciales del periodo con el fin de permitir
que el contenido de sus rimenes se adaptara a la nueva dieta. Después de las 4 semanas iniciales, los fluidos del
rumen se recogieron inmediatamente antes de la alimentacion y se filtraron a través de una capa doble de muselina.
La incubacion de cada fluido del rumen filtrado se realizé por duplicado a 39 °C en jeringas Menke. Para una
explicacion adicional véase K.A. Menke y Steingass (1989), Animal Research and Development, 28, p 7-55. La
cantidad total de VFA se determiné después de 0, 1, 2, 3 y 7 horas, mientras que la cantidad de metano se midié
después de 4 y 24 horas usando cromatografia de gases.

Se obtuvieron los siguientes resultados.

Control | Mezcla

Metano ml/4 horas 6,7 6,3

ml/24 horas 12,1 10,1

Cantidad total de acidos grasos volatiles, mmol/l 0 horas 41,6 422
1 horas 65,8 68,5
2 horas 70,8 73,2
3 horas 63,9 67,0
7 horas 54,2 57,5

De los resultados es evidente que la produccion de metano fue inferior cuando la dieta contuvo la mezcla segun la
invencion en comparacion con el control. Ademas, el VFA total fue mas alto, que también indica una actividad
satisfactoria del rumen y un aumento del crecimiento de los animales.

Ejemplo 3
Se preparé una mezcla de compuestos de aceite esencial. La mezcla contuvo

0,24 ml de la disolucién de limoneno en la prueba 6, Ejemplo 1,
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0,12 ml de la disolucién de eugenol en la prueba 9, Ejemplo 1,

0,06 ml de la disolucién de quinolina en la prueba 7, Ejemplo 1,

0,06 ml de la disolucion de salicilato de bencilo en la prueba 10, Ejemplo 1,
0,06 ml de la disolucién de vainilla en la prueba 1, Ejemplo 1,

0,03 ml de la disolucién de timol en la prueba 2, Ejemplo 1, y

0,03 ml de la disolucién de m-cresol en la prueba 4, Ejemplo 1.

Se probo la eficacia de esta mezcla del mismo modo que en el Ejemplo 1. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Mmoles de metano | Mmoles de VFA

Control 761 430

Mezcla 176 266

De los resultados es evidente que la disminucion en la formacién de metano es importante en la presencia de la
mezcla de los compuestos de aceite esencial segun la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de reduccion de la produccion de metano que emana de las actividades digestivas de un animal y que
mantiene la actividad microbiana y el contenido de acidos grasos volatiles a niveles normales usando un compuesto
de aceite esencial que comprende:

a) 5-100 % en peso de limoneno, eugenol o una mezcla de los mismos;

b) 0-95 % en peso de uno o mas compuestos de aceite esencial seleccionados del grupo que consiste en
salicilato, quinolina y vainilla; y

c) 0-60 % en peso de timol, cresol o una mezcla de los mismos.

2. Un método de reduccion de la produccion de metano que emana de las actividades digestivas de un animal y que
mantiene la actividad microbiana y el contenido de acidos grasos volatiles a niveles normales usando compuesto de
aceite esencial que comprende:

a) limoneno, eugenol o una mezcla de los mismos;

b) uno o mas compuestos de aceite esencial seleccionados del grupo que consiste en salicilato, quinolina y
vainilla en una cantidad del 20-300 % en peso basado en la cantidad total de limoneno y eugenol; y

c) timol, cresol o una mezcla de los mismos en una cantidad del 0-50 % en peso basado en la cantidad total de
limoneno y eugenol.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la cantidad de timol, cresol o la mezcla de los mismos es el 10-
50 % en peso de la cantidad total de limoneno y eugenol.

4. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que los compuestos de aceite esencial se administran por dia en
una cantidad de 0,01-50 mg por kilo de peso corporal del animal.

5. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que los compuestos de aceite esencial se administran mediante una
composicion de pienso o un agua para beber.
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