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RESUMEN

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se unen a enzimas y disminuyen su actividad. Existen diversos inhibidores
que han sido ampliamente estudiados y que han demostrado su efectividad para reducir la produccion de metano (CHy)
entérico en rumiantes. Sin embargo, su uso comercial se ha visto limitado ya que pueden presentar desventajas como:
adaptacion microbiana, ser toxicos o dafiinos para el medio ambiente. El reciente desarrollo de compuestos sintéticos con
elevado potencial para inhibir la produccion de CH4 y que han probado su efectividad en el largo plazo ha incrementado
el interés de los investigadores en esta area del conocimiento. En este trabajo se analizan diversos inhibidores de
la metanogénesis desde una perspectiva historica, poniendo especial énfasis en el 3-nitrooxypropanol, el cual ha sido

evaluado bajo diversas condiciones experimentales con resultados alentadores.
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ABSTRACT

Enzymatic inhibitors are molecules that bind to enzymes and decrease their activity. There are various inhibitors that
have been widely studied and that have proven their effectiveness in reducing the production of enteric methane (CHy)
in ruminants. However, their commercial use has been limited since they can present disadvantages, such as microbial
adaptation, being toxic or harmful to the environment. The recent development of synthetic compounds with high potential
to inhibit the production of CH4 and which have proven their effectiveness in the long term has increased the interest of
researchers in this area of knowledge. In this study, different inhibitors of methanogenesis are analyzed from a historical
perspective, placing special emphasis on 3-nitrooxypropanol, which has been evaluated under diverse experimental

conditions with encouraging results.
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INTRODUCCION

. climatico es uno de los grandes retos que
E l Ca m b | O enfrenta la humanidad en este siglo. A
nivel mundial la industria ganadera es una fuente importante de gases de
efecto invernadero (GEl), ya que contribuye con el 14.5% de las emisiones
antropogénicas globales, de las cuales el 44% corresponde a metano (CHy)
el cual proviene principalmente de los procesos de fermentacion entérica
en los animales rumiantes (Gerber et al., 2013). El CH4 es producido por
los rumiantes durante el proceso normal de digestion y representa una
pérdida para el animal de entre el 2 y el 12% de la energia consumida en el
alimento (Johnson y Johnson, 1995). Por tanto, reducir la produccion de
CH, es deseable tanto desde el punto de vista ambiental como productivo.
Diversas estrategias han sido propuestas y evaluadas como opciones
para mitigar la produccion de CH4 en rumiantes (por ejemplo ionoforos,
extractos de plantas, mayor inclusion de grano en la dieta, adicion de grasa,
aceites esenciales, aceptores de electrones, etc.). Algunos aditivos tienen
el potencial de reducir las emisiones de CHy, sin embargo no todos han
sido evaluados en experimentos a largo plazo, algunos pueden ser toxicos
O No ser econdmicamente viables (Hristov et al, 2013). Los inhibidores
enzimaticos de la metanogénesis han sido evaluados ampliamente desde los
anos sesenta con resultados prometedores y el reciente desarrollo de nuevos
inhibidores con caracteristicas mejoradas ha incrementado el interés de los
investigadores en este campo de la ciencia.

Dos
Inhibidor Especie
g por cha

es.
Disminucion Produccion
de CHy, % animal
100 NA

Bovinos carne 28
BCM Cabras®? 0.13 70 33 NA
Bovinos carne' 11 90 60 NA
Cloroformo® | Bovinos leche™ 2.2 42 94-95 NA
BES® Ovinos® 2 7 99 NE
Ovinos'® 01 30 25 NA
Bovinos carne!”’ 2.8 28 33 NA
Bovinos carne'® 2 112 59 NA
Bovinos carne'” 12 238 29-81 Apa
NOP (10)
Bovinos carne 08-2.1 28 16-49 NE
Bovinos leche™ 2 28 60 Acpp
Bovinos leche(12 2.2 84 32 AGDP
Bovinos lechel!? 2.5 28 37 NA

BCM, bromoclorometano; BES, bromoetanosulfonato; NOP, 3-nitrooxypropanol; NA, no se
afecto; NE, no se evaluo; + incremento; EA, eficiencia alimenticia; GDP, ganancia diaria de
peso.

M ohnson et al. (1972); PAbecia et al. (2012); “'Tomkins et al. (2009); “Knight et al. (2011);
Blimmig et al. (1996); ®Martinez-Fernandez et al. (2014); ""Romero-Pérez et al. (2014); ©
Romero-Pérez et al. (2015);'% Viyas et al. (2016a); "Vyas et al. (2016b); "WHaisan et al., 2014;

Thristov et al. (2015); "Haisan et al. (2017).

? Dentro de cada experimento solo se presenta la dosis que tuvo un mayor efecto. Las dosis
fueron transformadas a g/dia en caso de ser necesario.

b Se observo adaptacion microbiana al compuesto.

Inhibidores de la metanogénesis y
su clasificacion

Los inhibidores enzimaticos se
pueden definir como moléculas que
se unen a enzimas y disminuyen
su actividad. El uso de inhibidores
de la produccion de CHg4 entérico
en la alimentacion animal ha sido
ampliamente estudiado desde el
punto de vista productivo, a traveés de
la disminucion de la produccion de
CH4 como un medio para mejorar
la eficiencia de la utilizacion de la
energia consumida por los animales.
Sin embargo, en los ultimos afios, su
estudio también se ha enfocado en
la disminucion de las emisiones de
CH4 como fin en si mismo, dada
la importante contribucion de este
gas a las emisiones globales de GEl
(Cuadro 1).

Tipos de inhibidores enzimaticos
de la metanogénesis

En base a su estructura quimica
es posible dividir a los inhibidores
enzimaticos de la metanogénesis
en dos categorias generales: 1)
Los anadlogos de CHs como el
cloroformo o el bromoclorometano
(BCM), y 2) los andlogos de la
coenzima M (CoM) como el
bromoetanosulfonato (BES) y el
3-ntrooxypropanol (NOP). Algunos
estudios utilizando compuestos con
estructuras mas complejas y que no
corresponden a estas categorias,
como la ciclodextrina, también han
sido publicados.

Analogos estructurales del metano
El estudio de los inhibidores
enzimaticos de la metanogénesis
se origind de forma accidental
durante un experimento in vitro
enfocado en la produccion de
CHg4 utilizando contenido ruminal
de bovinos (Bauchop, 1967). La
excesiva produccion de espuma
durante la fermentacion se redujo
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con un producto antiespumante. El posterior analisis de
las muestras de gas mostro que el CH4 no se encontraba
presente en la mezcla de gases. La composicion del
producto antiespumante era desconocida pero tenia
un olor parecido al cloroformo. El olor a cloroformo
y la analogia estructural entre el CH4 y el cloroformo
respaldaron la hipotesis de que este compuesto estaba
presente en el antiespumante y de que era el responsable
delareduccionen la produccion de CHg. Para probar esta
hipotesis, se llevaron a cabo una serie de experimentos
in vitro para evaluar los efectos antimetanogénicos del
cloroformo y de otros analogos estructurales del CHy
como el diclorometano y el tetraclorometano (Bauchop,
1967). Todos los compuestos evaluados redujeron la
produccion de CH4 en un 86-100% vy dicha reduccion
fue acompanada por la acumulacion de gas hidrogeno
(Ho). Dado que la mayor parte del CH4 en el rumen
se forma a partir del CO» y Hy, una disminucion en la
produccion de CHy4 puede resultar en la acumulacion
de Hy en caso de que éste no sea redirigido hacia otros
productos de la fermentacion que requieran Hy para ser
sintetizados.

El modo de accion de los analogos del CH4 esta basado
en la inhibicion de las reacciones de transferencia del
grupo metilo durante el proceso de metanogénesis que
dependen de la vitamina By, (Tomkins et al., 2009).

Diversos experimentos se han realizado tanto in vitro
como In vivo para evaluar el potencial de mitigacion
de la produccion de CHy4 de diferentes inhibidores
enzimaticos. Por ejemplo, Van Nevel et al. (1969),
reportaron que la produccion de CHy4 en ovinos fue
completamente inhibida con la infusion de 4 g de hidrato
de cloro directamente en el rumen. También observaron
un incremento en la concentracion de propionato y una
reduccion en la concentracion de acetato en el liquido
ruminal. El cambio en los productos de fermentacion
hacia mas propionato es una respuesta comunmente
observada con la utilizacion de inhibidores en la
alimentacion de rumiantes, lo cual es deseable desde el
punto de vista productivo ya que el propionato es un
compuesto gluconeogénico que puede incrementar la
energia disponible para la produccion de carne y leche.
En general, existe una relacion inversa entre el CHy vy el
propionato por lo que una disminucion en la produccion
de CHy4 puede causar un aumento en la produccion de
propionato, ya que la sintesis de propionato representa
una via alterna para el Hy en el rumen. Por su parte, Trei
et al. (1971) demostraron que el uso de halometanos
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simples como el BCM eran potentes inhibidores de la
metanogénesis. Esto fue confirmado en un experimento
con novillos consumiendo 5.5 g de BCM (Johnson et
al, 1972) en donde la produccion de CHyg se inhibio
completamente sin afectar la ganancia diaria de peso
(GDP).

Debido a que los halometanos son liquidos volatiles,
su utilizacion como aditivos alimenticios no es viable
a nivel de granja; por tanto, algunos investigadores se
enfocaron en el desarrollo de nuevos inhibidores de
la metanogénesis que tuvieran propiedades fisicas
mas deseables. Sin embargo, dichos inhibidores con
propiedades mejoradas resultaron ser poco efectivos
para reducir la produccion de CH4 en experimentos con
animales (Czerkawskiy Breckenridge, 1975).

El estudio de los analogos estructurales del CH4 como
estrategia para reducir las emisiones de CH4 en rumiantes
ha continuado hasta la fecha, siendo el cloroformo vy el
BCM los inhibidores con mayor potencial de reduccion
dentro de esta categoria (Knight et al,, 2011; Abecia et al.,
2012; Tomkins et al., 2009).

A pesar de su potencial para reducir las emisiones de
CHy, la utilizacion de compuestos como el cloroformo
y el BCM presentan diversos inconvenientes. El
cloroformo es toxico (Plaa, 2000), mientras que el
BCM es un compuesto cuyo uso ha sido prohibido en
diversos paises debido a que puede dafiar la capa de
ozono (Tomkins et al., 2009). Por tanto, los estudios mas
recientes utilizando estos compuestos se han realizado
unicamente con el objetivo de comprender mejor el
metabolismo del rumen cuando la metanogénesis es
inhibida y para determinar sus posibles efectos en la
produccion animal pero sin la finalidad de validar su uso
COMO Una estrategia para reducir las emisiones de CHy
a nivel de granja.

Andlogos estructurales de la coenzima M

El estudio de los inhibidores de la metanogénesis
correspondiente al grupo de analogos de la CoM tuvo
su origen en los anos 70’s, después del descubrimiento
de dicha coenzima, la cual participa en la transferencia
de grupos metilo en la metanogénesis (McBride y Wolfe,
1971). Las formas metiladas de la CoM vy la coenzima
B (CoB) son utilizadas como substrato por la enzima
metil-CoM reductasa (MCR) en el ultimo paso de la
metanogénesis. Una vez que se reveld la estructura
quimica de la CoM, una serie de experimentos se
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llevaron a cabo para evaluar los efectos inhibitorios
de diferentes analogos estructurales, en el entendido
de que estos compuestos podian competir por el sitio
activo reservado para esta coenzima y de esta manera
inhibir la sintesis de CH4. Por ejemplo, cuando el BES
se evalud en ovinos (Immig et al., 1996), la infusion del
compuesto a través de la canula en rumen resultd en
una drastica disminucion de la concentracion de CHy,
(99%); sin embargo, después de 4 dias la concentracion
de CHy4 se recupero, evidenciando la adaptacion de
los microorganismos del rumen a este compuesto. En
consecuencia, la idea de utilizar el BES para reducir la
produccion de CH4 a nivel de granja fue abandonada.
El BES ha sido utilizado como modelo para desarrollar
nuevos compuestos que tengan caracteristicas similares
pero que puedan disminuir la produccion de CH4 a largo
plazo.

El caso del 3-nitrooxypropanol (NOP)

El descubrimiento de la estructura cristalina de la enzima
MCR junto con la disponibilidad de técnicas in silico y de
cribado virtual, han abierto las puertas al desarrollo de
nuevos compuestos que pueden competir con la CoM
por el sitio activo en la enzima MCR. Las investigaciones
en esta area del conocimiento lideradas por DSM
Nutritional Products (Basel, Switzerland) condujeron al
reciente desarrollo de la molécula sintética NOP (Duval
y Kindermann, 2012). Este inhibidor fue disefiado para
no tener carga, permitiendo la penetracion en las celulas
por medio de difusion pasiva, y para ser moderadamente
oxidante. Estas consideraciones dieron paso a una serie
de candidatos potenciales que mejor se acoplaban
al sitio activo de la MCR, dentro de los cuales el NOP
resultd ser el mas prometedor. La enzima MCR tiene
un cofactor (F430) que posee un ion niquel el cual se
puede encontrar en diferentes estados de oxidacion
(I 'y 1) pero tiene que estar en su forma Ni(l) para ser
activo (Thauer, 1998). La estructura molecular del NOP
es similar a la de la metil-CoM. Esta caracteristica, junto
con su potencial moderado de oxidacion permiten que
el NOP se acople al sitio activo de la enzima MCR donde
favorece la oxidacion del ion niquel el cual pasa de su
forma activa Ni(l) a su forma inactiva Ni(ll), inhibiendo asi
el proceso de metanogénesis (Duin et al.,, 2016).

Martinez-Fernandez et al. (2014) fueron los encargados
de realizar las primeras evaluaciones del NOP en
rumiantes. Al ser evaluado in vitro, el NOP (66 uM) redujo
la produccion de CH4 hasta en un 95%. Posteriormente,
en un experimento con ovinos recibiendo 0.1 g por

animal por dia de NOP se observd una disminucion de
las emisiones de CHy4 del 30% sin efectos negativos en
el consumo de alimento o GDP. Tomando como base
la experiencia exitosa en ovinos, se planearon nuevos
estudios en Canada, Reino Unido y mas recientemente
Estados Unidos para verificar la eficacia del NOP tanto
en ganado bovino productor de carne como de leche.

En un estudio realizado en la Universidad de Alberta
(Haisan et al., 2014), se evalud el uso del NOP (25 g
por animal por dia) en bovinos productores de leche
consumiendo una dieta con 38% de forraje. En este
estudio la produccion de CH4 disminuyo en un 60%
sin observarse efectos negativos sobre el consumo de
alimento, la produccion de leche o la composicion de
la misma. Adicionalmente, las vacas consumiendo NOP
incrementaron su GDP, indicando que la reduccion de
la produccion de CH4 incremento la energia disponible
para los animales. En un estudio posterior (Haisan et al.,
2017), la adicion de 1.25 y 2.5 g por animal por dia de
NOP a la dieta de vacas lactantes (60% de forraje) redujo
las emisiones de CHy4 en un 23y 37% respectivamente
sin comprometer la produccion de leche. La diferencia
entre estos dos experimentos en cuanto a la magnitud
de la disminucion de las emisiones de CH4 fue atribuida
al tipo de dieta consumida, ya que dietas con menor
contenido de forraje estan asociadas a una menor
produccion de CHy.

Por otra parte, en un estudio realizado por Romero-
Pérez et al. (2015) con bovinos productores de carne
consumiendo hasta 2.7 g por animal por dia de NOP,
las emisiones de CH4 disminuyeron hasta en un 33% sin
afectar negativamente la digestibilidad. Al igual que otros
inhibidores de la metanogénesis, el uso de NOP genero
un incremento en la concentracion de propionato en
el rumen. La inhibicion en la produccion de CHy4 fue
confirmada en un experimento a largo plazo de 112
dias (Romero-Pérez et al., 2015). Por su parte, Vyas et al.
(2016a) en una prueba de comportamiento observaron
que la adicion de NOP redujo la produccion de CH4 hasta
en 29% cuando bovinos de engorda fueron alimentados
con una dieta a base de forraje (35% de forraje) y hasta
en 81% cuando la dieta fue a base de grano (92% de
grano). Dicha disminucion de CHy4 estuvo acompariada
de una mayor eficiencia alimenticia cuando se utilizo
la dieta a base de forraje; sin embargo, la reduccion
sustancial en las emisiones de CH,4 con la dieta a base
de grano no mejord el comportamiento productivo
de los animales. Aparentemente, una disminucion
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moderada de las emisiones de
CHy (aproximadamente 30%)
parece estar asociada con un mejor
rendimiento y eficiencia energética,
posiblemente porgue los cambios
en el ecosistema ruminal no son
drasticos (Vyas et al., 2016a).

Hristov et al. (2015) realizaron un
estudio a largo plazo utilizando
vacas en lactancia donde la
produccion de CHy4 se redujo hasta
en un 30% cuando el NOP (40, 60 y
80 mg NOP kg'1 alimento en base
seca) se administrd por un periodo
de 12 semanas. La produccion
de CHy4 se mantuvo inhibida a
lo largo del experimento lo cual
indicd que no hubo adaptacion
al compuesto por parte de los
microorganismos del rumen. Al
igual que Haisan et al. (2014),
Hristov et al. (2015) reportaron un
incremento promedio en la GDP
(80%) sin efectos negativos en la
produccion de leche. A decir de
los autores de estos estudios, la
razon por la cual la GDP se vio
favorecida sobre la produccion
de leche se puede deber a que
los animales se encontraban en
una etapa media de la lactancia,
en la cual la produccion de leche
ya Nno es una prioridad energética.
Los experimentos con bovinos de
leche son los que mas claramente
demuestran como la disminucion
de la perdida de energia del
alimento en forma de CH4 puede
dar como resultado una mayor
disponibilidad de energia para fines
productivos.

CONCLUSIONES

|_ inhibidores enzimaticos
OS de la metanogénesis

representan una de las estrategias

nutricionales con mayor potencial

para reducir las emisiones de CHy

en rumiantes. En particular, el
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compuesto NOP ha demostrado ser a la fecha la solucion mas prometedora
para disminuir la contribucion de la ganaderia al cambio climatico. Esto
debido a su efectividad para reducir la produccion de CHy4 a largo plazo
sin afectar negativamente la produccion animal. Sin embargo, antes de su
eventual aprobacion para uso animal y su posterior adopcion a nivel de granja
existen otros factores que deben ser evaluados. Es necesario comprobar que
el uso de NOP es seguro para los humanos, los animales y el ambiente antes
de su reqistro para uso animal. Por tanto, es esencial que este compuesto no
se acumule en la carne o leche de los animales que lo consuman. Para su
adopcionengranja, elNOP debe ser de facilimplementacion, debe de mejorar
el comportamiento productivo de los animales y tiene que ser producido y
comercializado a un costo compatible con la industria de la nutricion animal.
Es mas probable que el uso de NOP se adopte en sistemas de produccion
intensiva donde los animales consumen el alimento directamente en un
comedero. En el caso de sistemas de produccion extensivos, en condiciones
de pastoreo, es posible que su uso sea limitado, a menos que se puedan
desarrollar tecnologias para dosificar NOP bajo estas condiciones. La
naturaleza sintética del NOP puede ser una barrera para su adopcion debido
a la creciente percepcion publica negativa hacia este tipo de productos. Sin
embargo, dada la creciente demanda de alimentos producidos de forma
sustentable, el uso de un producto como el NOP en la produccion de carne
y leche puede resultar atractivo.
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