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RESUMEN GENERAL

CAPACIDAD ANTI-METANOGENICA DE NITROCOMPUESTOS DE ORIGEN
SINTETICO Y NATURALES
POR:
M.C. PEDRO ANTONIO OCHOA GARCIA
Doctorado en Ciencias en Produccién Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: D. Ph. Agustin Corral Luna
La metanogénesis ruminal es una via metabdlica crucial pera mantener la
presion parcial del rumen. Sin embargo, esta via consume entre el 2y 12 % de
la energia consumida por el animal. Desde el punto de vista econémico, esto se
considera una pérdida de energia para el animal, asi como un problema
medioambiental grave ya que el metano aqui producido es un gas de efecto
invernadero. Por ello, es importante disefiar estrategias encaminadas a su
mitigacion. Bajo este escenario, el objetivo general de este trabajo fue determinar
el potencial antimetanogénico de compuestos nitrogenados tanto de origen
sintético como de origen natural. Para ello, se desarrollaron dos estudios bajo
condicionen in vitro. El estudio 1 consistié en la evaluacion de los compuestos
sintéticos etilo nitro acetato (ENA), etilo 2-nitropropionato (E-2-NPP) y acido 3-
nitropropionico (3NPA) y su potencial antimetanogénico, asi como su efecto

sobre la digestibilidad de la materia seca (MS). En este estudio se pudo observar

Vii



que la produccién total de gas y metano disminuy6 en todos los tratamientos con
nitrocompuestos (P < 0,05). No obstante, la produccion total de AGV’s fue
reducida por ENA y E-2-NPP (P < 0,05), pero no por 3NPA. Esto ultimo, es de
gran importancia ya que perfila al SNPA como una estrategia de mitigacion viable.
Por otro lado, la desaparicion de la DM fue similar entre tratamientos, pero
disminuy6 entre lotes. Como es sabido, la planta Astragallus mollissimus es una
fuente natural de nitrocompuestos, entre ellos el 3NPA, el cual produce en forma
de una miserotoxina compuesta, misma que por accion enzimética libera dichos
nitrocompuestos. Asi, en un segundo estudio, se evalio el efecto de la
suplementacion in vitro de un extracto de A. mollissimus. En este estudio se
observé que la produccion de metano se redujo en mas del 98% para las
muestras tratadas con el extracto de A. mollissimus (P <0,05) en comparacion
con nitrocompuestos sintéticos y el tratamiento control (10,2 + 0,1 mmol mL! de
liquido ruminal incubado). Asi mismo, los tratamientos con el extracto de AM
produjeron una mayor cantidad de AGV totales (P < 0,05), en comparacion con
el resto de cultivos tratados con nitro compuestos sintéticos (2-etil nitroetanol,
nitroacetato y nitroetano) y los no tratados. Con estos resultados, es posible
concluir que la suplementacion de la dieta con A. mollissimus podria ser
considerada como una alternativa viable para reducir la produccion de metano

por parte de los rumiantes.
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ABSTRACT

ANTI-METHANOGENIC CAPACITY OF SYNTHETIC AND NATURAL NITRO
COMPOUNDS
BY:
PEDRO ANTONIO OCHOA GARCIA
Ruminal methanogenesis is a crucial metabolic pathway for maintaining the
partial pressure of the rumen. However, this pathway consumes between 2% and
12% of the energy ingested by the animal. From an economic perspective, this is
considered an energy loss for the animal, as well as a serious environmental
problem since the methane produced is a greenhouse gas. Therefore, it is
important to design strategies aimed at its mitigation. In this context, two
experiments were conducted to determine the antimethanogenic potential of
nitrogen compounds, both synthetic and natural. Study 1 involved the evaluation
of the synthetic compounds ethyl nitroacetate (ENA), ethyl 2-nitropropionate (E-
2-NPP), and 3-nitropropionic acid (3NPA) for their antimethanogenic potential and
their effect on dry matter (DM) digestibility. The study showed that total gas and
methane production decreased in all treatments with nitro compounds (P < 0.05).
However, total VFA production was reduced by ENA and E-2-NPP (P < 0.05), but
not by 3NPA. This latter finding is highly significant as it positions 3NPA as a
viable mitigation strategy. On the other hand, DM disappearance was similar
among treatments but decreased across batches. As is well known, the plant
Astragalus mollissimus is a natural source of nitro compounds, including 3NPA,

which it produces as part of a complex miserotoxin. This miserotoxin



enzymatically releases these nitro compounds. In this sense, a second study was
conducted to evaluate the effect of supplementation with an A. mollissimus
extract. This study showed that methane production was reduced by more than
98% in samples treated with the A. mollissimus extract (P < 0.05) compared to
synthetic nitro compounds and the control (10.2 + 0.1 mmol mL™ of incubated
liquid). Moreover, treatments with the AM extract produced a higher amount of
total VFAs (P < 0.05) compared to cultures treated with synthetic nitro compounds
and untreated controls. These results suggest that supplementation with A.
mollissimus could be considered a viable alternative for reducing methane

production by ruminants
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INTRODUCCION GENERAL

Los rumiantes son animales de produccion que desempefian un papel
fundamental en el suministro mundial de alimentos (Chagas et al., 2019). La
carne y la leche de rumiantes son ejemplos de alimentos de alta calidad con
nutrientes esenciales para la salud humana. Aunque los rumiantes poseen la
ventaja de consumir alimentos como son forrajes o esquilmos que no estan
disponibles para otras especies, gracias a un sistema digestivo distintivo. Este
proceso digestivo y sus procesos metabdlicos asociados producen metano (CHa)
el cual ayuda a equilibrar la presion parcial de hidrogeno (Hz2) en el rumen (Van
Nevel, 1996). A pesar de contribuir al equilibro metabdlico en el ambiente
ruminal, al ser liberado al medio ambiente el CH4 es un potente gas de efecto
invernadero (GEI) y uno de los principales causantes del cambio climético global
(Pereira et al., 2022). Asi mismo, la produccion ganadera, especialmente el
ganado vacuno (carne y leche), representa una de las principales fuentes de
emisiones antropogénicas de CHg, responsable de ~40% de las emisiones totales
del sector. Se estima que su concentracion en la atmésfera ha aumentado
significativamente desde el siglo XIX, alcanzando una concentracion >1.883 ppb
en 2019, lo que representa un incremento de 257% (IPCC, 2023) lo que sugiere
gue el impacto del ser humano sobre los ecosistemas se intensificara en los

proximos afnos.

Con el fin de reducir estas emisiones, se han sugerido diversas
alternativas, entre las que se encuentran: mejorar la productividad animal a través

de mejores préacticas de alimentacién (tanto en cantidad como en calidad de



alimento) (McAllister et al., 1996); manejo en pastoreo (McCaughey et al., 1997).
No obstante, incrementar la cantidad de concentrado ofrecido puede traer otros
problemas de salud como la acidosis, ademas de incrementar los costos de
produccion. Otra alternativa que se ha explorado es la modificacion del ambiente
ruminal por medio de la defaunacion (remocion de los protozoos ciliados del
rumen), misma que logra una reduccién en la produccion de metano debido a
una disminucion de bacterias metanogénicas asociadas a los protozoarios
(Machmiiller et al., 2000). Sin embargo, la defaunacién puede acarrear efectos
negativos, como una reduccion en la digestibilidad de la dieta. Por otro lado, se
ha establecido que los ion6foros pueden reducir hasta un 55% en la produccién
de metano (O’Kelly and Spiers, 1992). Sin embargo, el efecto no se mantiene
debido a la adaptacion del medio, lo cual provoca una resistencia a los
antibidticos, lo que ha conducido a su prohibicién en algunos paises (Callaway et
al., 2003). Dentro de las estrategias a largo plazo, es posible reducir la produccion
de metano en las vacas seleccionando razas mas eficientes, con reducciones

potenciales del 11 al 26% en 10 afios (Haas et al., 2011).

Dadas las limitaciones temporales y técnicas de estas practicas, se han
considerado otras alternativas como la intervencién quimica, la cual consiste en
el uso de algunas sustancias quimicas directamente en el rumen (Khampa y
Wanapat, 2007). Dentro de estas sustancias quimicas, se encuentran los
analogos del metano y cofactores de la metil coenzima M. De estos compuestos,
el mayormente usado es el 3-Nitro oxipropanol (3-NOP). Este compuesto tiene la

capacidad de inhibir la actividad de la metil coenzima M reductasa (Duin et al.,



2016) y con ello reducir la formacién de metano hasta en un 35% (Alvarez-Hess
et al., 2019), sin embargo, cuando este es usado en dosis altas (120 mg kg MS)

puede reducir el consumo de materia seca en los animales (Melgar et al., 2020).

Por otro lado, tanto las regulaciones gubernamentales para el uso de
compuestos sintéticos, como las preferencias de los consumidores, han
empujado a la blusqueda de alternativas naturales. En este sentido, el uso de
plantas y extractos de plantas se ha popularizado, destacando entre estos el uso
de aceites esenciales de diferentes plantas como clavo, eucalipto, ajo, menta
(Patray Yu, 2012) y orégano (Castafieda-Correa et al., 2019). Sin embargo, dado
el mecanismo de accidén de estos compuestos, su efecto se extiende a toda la
microbiota del rumen, esto con efectos negativos, como reduccion de la

digestibilidad de los alimentos como lo reportan Patra 'y Yu (2012).

Por lo antes descrito, el objetivo general de este trabajo fue explorar
nuevas alternativas de intervencion quimica, para lo cual se usaron
nitrocompuestos tanto de origen sintéticos como de origen natural, extraidos de

plantas.
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RESUMEN

En este estudio se investigo el efecto de la adicidén de los nitrocompuestos
sintéticos etil nitroacetato (ENA), 2-etil nitropropionato (E-2-NPP) y el acido 3-
nitropropidnico (3NPA) sobre la produccién de CHa, Hz2, acidos grasos volatiles
(AGVs), asi como la desaparicion de materia seca de alfalfa molida bajo
condiciones in vitro. Los tratamientos adicionando los nitrocompuestos se
realizaron en incubaciones in vitro en 3 lotes de 24 horas consecutivas. El objetivo
del estudio fue determinar los cambios en la produccion de Hz, para identificar las
posibles limitaciones en la produccién de acidos grasos derivadas de los cambios
en la presién parcial del rumen provocada por este gas. La determinacion de CHa
permite comprobar la proporcidn de emisiones contaminantes producida y la
determinacién de gas total permite relacionar el grado de actividad catabdlica de
las muestras, asi como la proporcion molar de los gases producidos. La
determinacién de materia seca y AGVs producidos en cada una de las muestras
de estudio permiten comparar los productos del metabolismo resultante de cada
uno de los tratamientos. Los resultados mostraron que la produccion de gas total
y metano se redujeron con todos los nitrocompuestos (P < 0,05) en todos los
lotes. La produccion total de AGVs disminuy6é con ENA y E-2-NPP (P < 0,05),
pero no con 3NPA. La desaparicion de materia seca fue similar entre los
tratamientos, aunque se redujo entre los lotes. Los resultados encontrados
sugieren realizar mas estudios para entender el impacto del 3NPA en el

metabolismo ruminal y su efecto en modelos in vivo.



ABSTRACT

This study investigated the effect of adding the synthetic nitro compounds
ethyl nitroacetate (ENA), 2-ethyl nitropropionate (E-2-NPP), and 3-nitropropionic
acid (3NPA) on CH,, H,, volatile fatty acids (VFAs) production, as well as dry
matter disappearance of ground alfalfa under in vitro conditions. Treatments with
nitro compounds were conducted in in vitro incubations over three consecutive
24-hour batches. The objective of the study was to determine changes in H,
production to identify potential limitations in VFA production resulting from
changes in rumen partial pressure caused by this gas. Methane (CH,)
determination aimed to verify the proportion of pollutant emissions produced,
while total gas determination allowed assessment of the degree of catabolic
activity in the samples, as well as the molar proportion of the gases produced.
The determination of dry matter and VFAs in each sample enabled comparisons
of the metabolic products resulting from each treatment. The results showed that
total gas and methane production were reduced by all nitro compounds (P < 0.05)
in all batches. Total VFA production decreased with ENA and E-2-NPP (P < 0.05),
but not with 3NPA. Dry matter disappearance was similar among treatments,
although it decreased across batches. These findings suggest further studies are
needed to understand the impact of 3NPA on rumen metabolism and its effects

in in vivo models.



ESTUDIO I

ASTRAGALLUS MOLLISSIMUS PLANT EXTRACT: A STRATEGY TO

REDUCE RUMINAL METHANOGENESIS

Pedro Antonio Ochoa-Garcia?, Robin C. Anderson®, Martha Maria Arévalos-
Sanchez?, Felipe Alonso Rodriguez-Almeida?, Monserrath Félix-Portillo?, Alberto
Muro-Reyes®, Aleksandar K. Bozié?, Claudio Arzola-Alvarez?, and Agustin
Corral-Luna? *

@ Facultad de Zootecnia y Ecologia, Universidad Autonoma de Chihuahua.
Periférico Francisco R. Almada Km 1, Chihuahua, Chihuahua, 31453, México.
b USDA/ARS, Food and Feed Safety Research Unit, 2118 F&B Road, College
Station, TX 77845.
¢ Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Autonoma de Zacatecas, Zacatecas, 98500, México.

d Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, University of Novi Sad,
Novi Sad, Republic of Serbia

*Corresponding author: acorral@uach.mx

DOI: 10.1007/s11250-021-02882-1

10


https://doi.org/10.1007/s11250-021-02882-1

RESUMEN

Este estudio evaluo el efecto de la suplementacion con un extracto de A.
mollissimus (MISER) en la produccién in vitro de metano por los microrganismos
ruminales. Para lo anterior, se compararon los efectos del extracto de la planta
productora de nitrocompuestos naturales, con los compuestos 2-nitroetanol (2-
NEOH), etyl 2-nitroacetato (E2NA), o nitroetano (NE) como controles positivos.
Controles sin tratamiento fueron preparados Unicamente con agua destilada. Las
incubaciones in vitro fueron analizadas tras un periodo de incubacion de 24 horas.
Se analizaron los principales productos de la fermentacién, CH4, AGVSs, asi como
la cantidad y composicion de los gases. Los resultados obtenidos mostraron que
la produccion de metano se redujo en mas del 98 % en las muestras tratadas con
los extractos de A. mollissimus (P < 0,05), en comparacion con los controles no
tratados (10,2 + 0,1 mmol mL™ de liquido incubado). La produccién de AGVs en
las incubaciones suplementadas con MISER fue significativamente mayor (P <
0,05) en comparacién con los controles con los nitrocompuestos sinteticos y los
controles con agua destilada. Los resultados obtenidos sugieren que los
extractos de A. mollissimus ofrece una estrategia prometedora. para mitigar la
metanogénesis ruminal. No obstante, es necesario realizar mas investigaciones
para determinar si los productos metabolizados son seguros y de utilidad para el

animal.

11



ABSTRACT

This study evaluated the effect of supplementation with an A. mollissimus
extract (MISER) on the in vitro methane production by ruminal microorganisms.
To this end, the effects of the plant extract, which produces natural nitro
compounds, were compared with the compounds 2-nitroethanol (2-NEOH), ethyl
2-nitroacetate (E2NA), and nitroethane (NE) as positive controls. Untreated
controls were prepared using only distilled water. The in vitro incubations were
analyzed after a 24-hour incubation period. The main fermentation products, CH,,
VFAs, as well as the quantity and composition of the gases, were evaluated. The
results showed that methane production was reduced by more than 98% in the
samples treated with A. mollissimus extracts (P < 0.05) compared to the untreated
controls (10.2 + 0.1 mmol mL™ of incubated liquid). VFA production in the
incubations supplemented with MISER was significantly higher (P < 0.05)
compared to both the synthetic nitro compound controls and the distilled water
controls. These results suggest that A. mollissimus extracts offer a promising
strategy for mitigating ruminal methanogenesis. However, further research is
necessary to determine whether the metabolized products are safe and beneficial

for the animal.
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CONCLUSIONES E IMPLICACIONES GENERALES

Sin duda alguna, uno de los principales desafios de la humanidad seguira
siendo producir alimentos para una poblacion en constante crecimiento. Como
consecuencia, el uso de recursos y la emisién de gases de efecto invernadero
seguiran incrementandose. Sin embargo, también es cierto que cada dia existe
mas conciencia ambiental entre la sociedad, que busca consumir productos que
tengan una menor huella de carbono. En este sentido, desde la produccién
animal se siguen explorando diversas alternativas que ayuden a mitigar las
emisiones de gases de efecto invernadero desde este sector, sin que ello

represente una reduccion en la produccion.

En el Estudio 1 de este trabajo, se demostré que compuestos como el etil
nitro acetato y el 2-nitropropionato de etilo tienen una gran eficiencia para reducir
la produccién de metano in vitro, sin cambios en la digestibilidad de la materia
seca. Sin embargo, estos nitrocompuestos tuvieron un fuerte efecto negativo
sobre la produccién de &cidos grasos volatiles, lo cual podria dificultar su uso in
Vivo ya que este efecto negativo muy probablemente se vera reflejado en una
baja productividad del animal. Por otro lado, la evidencia aqui encontrada sugiere
que el nitrocompuesto mas prometedor es el acido 3-nitropropiénico. No
obstante, se debe estudiar a mayor detalle su efecto en el metabolismo ruminal
durante un largo periodo y su efecto en modelos vivos. La mayor preocupacion,
ademas de su alto costo, sobre el uso del acido 3-nitropropidnico o sus fuentes
de origen vegetal como alternativa de mitigacion de emision de metano se debe

a sus efectos téxicos, en particular a su potencial inhibicion mitocondrial,
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inhibindo especificamente la enzima succinato deshidrogenasa en la cadena de
transporte de electrones, asi como una toxicidad neurologica lesiva de las
porciones estriatales con efectos similares a los provocados por la enfermedad
de Huntington (Se caracteriza por disfuncion motora, deterioro cognitivo y

sintomas psiquiatricos) (Palfi et al., 1996).

Por otro lado, los resultados del estudio 2, demuestran que la
administracion de un compuesto natural proveniente de A. mollissimus como es
el 3NPA, reduce la produccion de metano in vitro. Asi mismo, la reduccién en la
produccion de metano fue comparable a lo observado cuando se usan
nitrocompuestos de origen sintético como 2-NEOH, E2NA y NE. Desde un punto
de vista practico, los resultados de este estudio sugieren que la suplementacion
con el extracto de A. mollissimus podria representar una alternativa natural para
reducir la produccion de metano. No obstante, es de suma importancia
determinar las vias de degradacion del compuesto, la completa composicion del
extracto, asi como la manera mas segura y eficaz de suplementarlo a los
animales. Ademas, de que se requiere de una comprension mas profunda de los
efectos de la suplementacion con este extracto sobre la poblacién microbiana del
rumen. Por otra parte, la domesticacion de plantas silvestres como A. mollissimus
enfrenta desafios significativos, incluyendo la adaptabilidad genética y ambiental,
los ciclos reproductivos (Melgoza et al., 2012). Sin embargo, enfoques
alternativos como la seleccion genética, la agroforesteria y las intervenciones
biotecnoldgicas pueden ofrecer caminos para hacer estas plantas mas viables

para su cultivo o uso controlado. Ademas, otras plantas como ciertas especies
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de Lupinus, Swainsona y Oxytropis también producen 3NPA de forma natural, lo
gue presenta desafios similares para su uso en el ganado o en el consumo

humano (Takacs et al., 2022).

Actualmente las principales opciones seguras y viables que se utilizan
para reducir las emisiones de metano en rumiantes son el manejo de la
alimentacion, como alimentar con forrajes y granos de mayor calidad, asi como
agregar grasas o aceites a su dieta. Por otra parte, el uso de 3-nitrooxypropanol,
compuesto quimico inhibidor de metano, es un compuesto ya disponible
comercialmente y ha demostrado ser seguro y eficaz (Kebreab et al., 2023:
Romero-Pérez et al.,, 2015), mientras que los taninos asi mismo se estan
utilizando a menor escala como alternativa natural para la reduccién de metano.
Estos métodos ya se estan implementando y su seguridad y eficacia estan bien
establecidas (Palangui et al., 2022). Sin embargo, la inclusién de plantas como
fuente de obtencibn de compuestos nitrogenados con capacidades
antimetanogénicos necesita mas investigacion. EI mayor reto representa
determinar el efecto sobre productividad animal, la dosis 6ptima y segura que
asegure la degradacién completa del nitrocompuesto y que a la vez garantice la

ausencia de residuos en los productos de origen animal como carne y leche.
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