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RESUMEN

Lametanogénesis ruminal es considerada un proceso ineficiente ya que puede conducirala pérdida
de hasta el 12% de la energia total consumida por el rumiante. Estudios recientes han demostrado
la capacidad antimetanogénica de nitrocompuestos como el 2-nitro-1-propanol y el acido 3-nitro-1-
propionico en condiciones in vitro. No obstante, el efecto del 2-nitroetanol y del nitroetano no ha
sido evaluado. El objetivo del presente estudio fue determinar la capacidad de estos nitrocompuestos
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para reducir la produccion de metano en un sistema in vitro madiante tres incubaciones seriadas de
24 horas. Los resultados mostraron que todos los nitrocompuestos redujeron significativamente la
produccion de metano, alcanzando hasta un 98%. Sin embargo, también se observaron modificaciones
en la produccion de acidos grasos volatiles. La produccion total de gas no se vio afectada, mientras
que la acumulacion de hidrégeno aumentd, lo que sugiere un redireccionamiento metabdlico hacia
posibles vias alternas, como la via del fumarato. Ademas, se observaron cambios en la diversidad
microbiana con el nitroetano, el cual provoco reducciones iniciales notables en la microbiota ruminal.
En conjuntio, la suplementacion discontinua en serie con 2- nitroethanol y nitroetano tiene un efecto
significativo en la reduccion de metano in vitro, manteniendo su eficacia a pesar de la adaptabilidad
del ecosystema ruminal. No obstante, es necesario evaluar los productos finales derivados de su
reduccidon.

Palabras clave: Metanogénesis, fermentacion ruminal, nitrocompuesto.
ABSTRACT

Rumen methanogenesis is considered an inefficient process, as it can lead to the loss of up to 12% of
the total energy consumed by the ruminant. Recent studies have demonstrated the antimethanogenic
capacity of nitrocompounds such as 2-nitro-1-propanol and 3-nitro-1-propionic acid under in vitro
conditions. However, the effects of 2-nitroethanol and nitroethane have not yet been evaluated. The
objective of this study was to determine the capacity of these nitrocompounds to reduce methane
production in an in vitro system using three consecutive 24-hour incubation periods. The results
showed that all nitrocompounds significantly reduced methane production, achieving reductions
of up to 98%. However, changes in volatile fatty acid production were also observed. Total gas
production was not affected, whereas hydrogen accumulation increased, suggesting a metabolic
redirection toward alternative pathways such as the fumarate pathway. In addition, changes in
microbial diversity were observed with nitroethane, which caused notable initial reductions in
the ruminal microbiota. Overall, discontinuous serial supplementation with 2-nitroethanol and
nitroethane exerts a significant effect on methane reduction in vitro, maintaining its efficacy despite
the adaptive capacity of the rumen ecosystem. Nevertheless, further studies are required to evaluate
the final products of derived from their reduction.

Keywords: Methanogenesis, ruminal fermentation, nitrocompounds.

INTRODUCCION

La produccién de metano (CH,) en el rumen se
considera una pérdida de energia que representa
hasta 12% de la energia total consumida por el
rumiante (Beauchemin et al., 2020). Por otra parte,
el CH, esun gas con potente efectoinvernadero que
contribuye al calentamiento global. La Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA, 2024) estima que
los rumiantes producen alrededor del 27% de las
emisiones totales de CH, en los Estados Unidos.
En México, estas emisiones representan 11,64%
de las emisiones nacionales (INECC, 2022), por
ello, contribuir a la reduccion de las emisiones
provenientes de la fermentacion entérica de los
rumiantes, es uno de los principales retos para
la comunidad cientifica. En este sentido, entre
las estrategias usadas para reducir las emisiones
destacan, el uso de antibioticos (Xin et al., 2025),
aceites esenciales (Patra y Yu, 2012), compuestos
nitrogenados (Anderson et al., 2010; Martinez-
Fernandez et al., 2014), metabolitos secundarios

de plantas (Zhang et al., 2021), algas marinas y
sus compuestos bioactivos (Abbott et al., 2020).

Sin embargo, la mayoria de estas estrategias
presentan limitaciones para su aplicacion a gran
escala. Los ionoforos, por ejemplo, reducen
la produccion de CH, hasta 30% (Guan et al.,
2006), pero a largo plazo su eficacia disminuye
debido a la adaptacion de los microorganismos
ruminales (Marques y Cooke, 2021), ademas de
la posible presencia de residuos en los productos
de origen animal. Por otro lado, los aceites
esenciales y metabolitos secundarios de origen
vegetal han mostrado la capacidad de reducir
la producciéon de CH,; en condiciones in vitro;
no obstante, su efecto no es especifico hacia
las arqueas metanogénicas, sino que afecta la
microbiota ruminal en su conjunto (Paraskevakis,
2018). Esta falta de selectividad compromete la
digestibilidad de los nutrientes y en consecuencia
repercute negativamente la eficiencia productiva
del animal (Patra y Yu, 2012).

En lo que respecta a los compuestos
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nitrogenados comoel Nitroetano, 2-nitropropanol,
2-nitroetanol (Anderson etal., 2003), acido 3-nitro-
1-propiénico (Ochoa-Garcia et al., 2021), dimetil-
2-nitroglutarato y  2-nitro-metil-propionato
(Anderson et al., 2010), reducen la produccion de
CH, ruminal in vitro hasta en 97%. Por otro lado,
el 3-nitrooxipropanol reduce la produccion de
CH, hasta 30% en condiciones in vivo (Martinez-
Fernandez et al., 2014; 2016). Recientemente,
Ochoa-Garcia et al. (2024) reportaron reducciones
similares en la acumulaciéon de CH, al usar
etil nitroacetato y etil-2-nitro propionato; sin
embargo, también reportaron reducciones en la
produccién de acidos grasos volatiles (AGV’s) y
degradabilidad de la materia seca.

No obstante, no todos los nitrocompuestos
son adecuados para usarse como aditivos ya
que presentan algunas limitantes, como su alto
costo, efectos negativos sobre la fermentacion
ruminal, principalmente produccién de AGV’s,
o generacion de subproductos téxicos o de nulo
valor nutricional (Ochoa-Garcia et al., 2024). En
la actualidad, solo el 3-nitrooxipropanol esta
autorizado para su uso masivo, aunque se ha
observado que reduce el consumo de materia
seca en bovinos (Romero-Perez et al., 2014; Vyas
et al., 2016; Lee et al., 2020). Bajo este escenario,
es indispensable encontrar nuevas alternativas
para mitigar las emisiones entéricas de CH,. En
este sentido, nitrocompuestos como 2-nitroetanol
(2-NEOH) y nitroetano (NE) usados en este
estudio no han sido evaluados con anterioridad
por lo que se desconoce su efecto potencial en la
produccién de CH, y sus efectos en las variables
de fermentacién ruminal y en la microbiota
ruminal.

Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto de 2-nitroetanol (2-NEOH)
y nitroetano (NE) en la produccién de CH,
y diversidad microbiana en condiciones
in wvitro y comparar su efecto con otros
nitrocompuestos como etil nitroacetato (ENA)
y etil 2-nitropropionato (E-2-NPP) previamente
evaluados por Ochoa-Garcia et al. (2024).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se llevdo a cabo en 2024, en el
Laboratorio de Biotecnologia parala Alimentacion
de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la
Universidad Autonoma de Chihuahua, en el
municipio de Chihuahua, Chihuahua, México;
en las coordenadas geograficas 28,4878° N y
106,1342° W, a una altitud de 1.450 m.s.n.m.
La zona se caracteriza por un clima semiseco
templado, con una temperatura media anual de
18,2 °C.

Productos quimicos

La pureza de los productos quimicos fue de
97% en todos los casos, y fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich Chemicals Inc. (St. Louis, Mo, EE.
uu.).

Incubaciones in vitro

Se llevaron a cabo tres incubaciones (A, B y
C) consecutivas de 24 h, mediante transferencias
secuenciales del indculo de la serie anterior a
tubos nuevos precargados con medio fresco y
sustrato. La incubacién inicial (A) se inoculd
con 1 mL de liquido ruminal fresco obtenido
de dos vacas Hereford X Angus; transcurridas
24 h de incubacion, se utiliz6 1 mL de cada
cultivo para inocular la siguiente serie de tubos
(B y C) de acuerdo con la metodologia descrita
por Ochoa-Garcia et al. (2024). Con la finalidad
de asegurar la reproducibilidad y robustez,
el ensayo fue replicado dos veces. Se usaron
tubos de 18 x 150 mm con tapa de goma. Cada
tubo se cargd previamente con 9 mL de medio
basal (Gutierrez-Banuelos et al., 2008) y 0,2 g de
heno de alfalfa finamente molido (2 mm) como
sustrato. Los tratamientos consistieron en los
siguientes nitrocompuestos: 2-nitroetanol (2-
NEOH), nitroetano (NE), etil nitroacetato (ENA),
etil 2-nitropropionato (E-2-NPP) y Control. A
cada tubo de incubacion (tres por tratamiento)
se adicion6 0,3 mL de solucion stock de
nitrocompuesto para alcanzar una concentracion
final de 12 mmol y al control se le adiciond 0,3 mL
de agua destilada.

El liquido ruminal usado fue recolectado en la
mafana, antes del primer alimento de dos vacas
(Hereford x Angus) alimentadas con una racion
de mantenimiento (paja de avena: ensilaje de
maiz; 50:50). De cada vaca se tomaron 500 mL de
liquido ruminal y se colocaron en un recipiente
que se sell6 herméticamente y se trasladd al
laboratorio. El liquido ruminal fresco se mezcld
y filtr6 a través de dos capas de malla para queso
bajo flujo constante de CO,. Todas las soluciones
stock se prepararon como solucién salina
(Gutiérrez-Banuelos et al.,, 2007). Durante este
procedimiento, tanto el liquido ruminal como las
soluciones se mantuvieron a 37°C en bafio maria.

Analitico

Al final de cada periodo de incubacion (serie),
semidiola produccién total del gas (TG), mediante
la determinacién de la presion del espacio de
cabeza en todos los tubos (Theodorou et al., 1994).
Esta medicién se realizd con un transductor de
presiéon FESTO (SIEMENS, Munich, Alemania).
La composicion del gas (CH, e H,) se determiné
por cromatografia (Allison et al., 1992). De las
muestras tomadas a las 0 y 24 h se determinaron
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las concentraciones de AGV’s por cromatografia
de gases (Clarus 400® de PerkinElmer, Waltham,
MA, USA) provisto de una columna capilar de
acero inoxidable Poropak-Q de 30 m de largo, se
us6 helio como gas acarreador a un flujo de 20 mL
min™ (Salanitro y Muirhead, 1975). La produccion
de AGV’s totales en el periodo se calculd restando
la concentracion inicial (0 h) de la concentracion
en el tiempo final (24 h) para cada serie.

Obtencion de DNA microbiano

Al termino de cada serie de incubaciones,
de cada incubacién se extrajo DNA genomico
con la ayuda del kit ZymoBIOMICS™ DNA,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). Brevemente,
se transfirieron 200 mg de muestra a tubos ZR
BashingBead™ con 750 uL de solucién de lisis
para una homogeneizacién mecanica (5 min,
FastPrep-24™), garantizando la ruptura de
microorganismos recalcitrantes. El lisado se
clarifico por centrifugacion (10,000 x g, 1 min)
y filtraciéon en columna Zymo-Spin™ III-F. El
ADN fue purificado mediante cromatografia de
afinidad en columna de silice (Zymo-Spin™ IIC)
y diluido con 100 pL de agua libre de nucleasas.

El DNA obtenido se cuantific6 con un
espectrofotometro ND-1000 y se estandarizd
a 10 ng pL'. Se hizo una amplificaciéon por
PCR para la obtencion de copias de la region
variable del DNAr de microorganismos totales
(Muyzer et al., 1993; Hume at al.2003). Los
productos de PCR obtenidos se separaron a
través de un gel de poliacrilamida al 8% con un
gradiente desnaturalizante lineal del 35-65% a
150v y 60°C por 7 h (Dcode Universal Mutation
System, Bio-Rad Laboratorie Inc.). Después de la
electroforesis los geles fueron incubados por 15
min en Syber Green® (1:10000) y fotografiados
por transiluminacién UV (302 nm). La similitud
en el patron de bandeo se determiné por
medio del coeficiente de DICE con el software
GelCompar II v5.1.

Analisis estadistico

Los datos de produccion total de gas (TG),
CH,, H, acumulados y acidos grasos volatiles
fueron analizados por separado para cada serie,
ajustando un modelo lineal general de una sola via
de clasificacion por tratamiento y cuando el efecto
fue significativo, se realizaron comparaciones
multiples de medias ajustadas por minimos
cuadrados con correccion de Tukey para evaluar
diferencias entre tratamientos (nitrocompuestos).
Todas las variables se analizaron con el software
estadistico SAS (Littell et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion total de gas, metano e hidrogeno

La produccién total de gas (TG) entre
tratamientos en todas las series fue similar
(P>0,05; Tabla 1). Los efectos de la inclusion de
nitrocompuestos son consistentes con estudios
in vitro previos con ENA y E-2-NPP (Levent et
al., 2023; Ochoa-Garcia et al.,, 2024), 2- NEOH y
NE (Zhang et al., 2020). Los resultados obtenidos
sugieren que los nitrocompuestos no interfieren
con la fermentacién ruminal. En este sentido, la
produccion de gas derivado de la fermentacion
microbiana estd estrechamente relacionado
con la composiciéon quimica del sustrato. Esta
actividad metabdlica da lugar principalmente
a la generacion de dioxido de carbono (CO,) y
metano (CHy,), por la accion conjunta de bacterias,
protozoarios y arqueas metanogénicas (Patra
y Yu, 2012), por lo que, al mantener la misma
composicién quimica del sustrato, no alterd la TG
a pesar de la inclusion de los nitrocompuestos.

La producciéon de CH, (Tabla 1) disminuyd
significativamente en todos los tratamientos
(P<0,05) y series. Estas reducciones en la
produccién de CH, fueron del orden de 96, 92 y
98%, para las series A, B y C, respectivamente.
Estos resultados coinciden con estudios previos
con NPA, ENA, E-2-NPP (Ochoa-Garcia et al.,
2024) y Zhang et al. (2020) con 2-NEOH y NE en
condiciones similares.

La acumulacién de H, fue mayor (P<0,05) en
los tratamientos respecto al control (Cuadro 1) en
las series A y B. En la serie C, no hubo diferencias
en la acumulaciéon de H, respecto al control.
Ademas, hay una tendencia a incrementar la
acumulacién del H, a través de las series, que
coincide con la disminucién en la produccion
de CH,. Como se sabe, el H, producido en la
fermentacion de los carbohidratos es el principal
sustrato para la sintesis de CH, (Beauchemin
et al., 2020). De acuerdo con las diferencias
observadas en la produccién de CH, entre el
control y los tratamientos, entre 28,91 y 42,07
mmol de H, equivalentes por mL de liquido
cultivado no fueron utilizados para reducir el
CO, a CH,. Sin embargo, la acumulacién de H,
en los tratamientos fue de 2,463 a 4,070 mmol
mL"de liquido incubado. En este sentido, el H,
que no se usa para la reduccion de CO, a CH, se
deriva a vias metabdlicas termodinamicamente
mas favorables como la sintesis de AGV’s
(Beauchemin et al., 2020), sin embargo, esta ruta
metabolica no se observé en ninguno de los
tratamientos en este ensayo, incluso, se redujo
la acumulacion de AGV’s (Tabla 2). Esto se ha
reportado previamente incluso en condiciones
in vivo (Anderson et al., 2006), efecto atribuible



Corral-Luna et al. Evaluacién de nitrocompuestos sobre la metanogénesis ruminal in vitro 5

Tabla 1. Efecto de la suplementacion de nitrocompuestos en la produccidn total de gas (TG), metano
(CH,) e hidrégeno (H,) acumulado en condiciones in vitro.

Table 1. Effect of nitrocompounds supplementation on total gas (TG), methane (CH,), and hydrogen
(H,) cumulative production under in vitro conditions.

Serie
Parametro Tratamiento! A B C
TG Control 18,667 19,333 19,667
(mL) ENA 19,367 16,933 18,000
E-2-NPP 18,700 19,333 18,333
2NEOH 19,367 17,200 18,500
NE 15,200 15,000 16,000
P valor 0,3219 0,1822 0,7541
CH, Control 43,507a 30,287a 29,980a
Acumulado ENA 1,473b 0,530b 1,197b
(mmol mL™) E-2-NPP 1,443b 0,000b 0,967b
2NEOH 1,370b 0,000b 1,357b
NE 1,460b 2,243b 0,737b
P valor 0,0001 0,0010 0,0019
H, Acumulado Control 1,3933b 2,3333c¢ 3,4767ab
(mmol mL™) ENA 2,9433a 3,3467ab 3,900ab
E-2-NPP 2,8733a 3,7467a 3,3900ab
2NEOH 3,1500a 3,3833ab 4,0700a
NE 2,4633ab 3,0233b 3,0100b
P valor 0,0355 0,0017 0,0574

'Tratamientos: Control; ENA, 12mm etil nitroacetato; e-2-NPP, 12mm etil 2-nitropropionato;
2NEOH, 12mm 2-nitroetanol; NE, 12mm nitroetano. a, b y ¢, valores con diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos.

'Treatments: Control; ENA, 12mm ethyl nitroacetate; E-2-NPP, 12mm ethyl 2-nitropropionate;
2NEOH, 12mm 2-nitroethanol; NE, 12mm nitroethane. a, b y ¢, values with different letters
indicate significant differences between treatments.

a la sensibilidad de los microorganismos a los
nitrocompuestos (Tan et al., 2024).

Se ha documentado que las bacterias
ruminales pueden utilizar aceptores alternativos
de electrones, entre los que incluyen compuestos
nitrogenados (Iwamoto et al., 2002; Ungerfel
y Kohn, 2006), sulfatos (Zhao y Zhao, 2022) y
fumarato (Abrar, et al., 2016). El uso de estos
compuestos como aceptores terminales de
electrones resulta termodinamicamente mas
favorable que la metanogénesis, lo que permite
desviar parte del H, hacia rutas metabdlicas
alternas y asi reducir potencialmente la formacion
de CH,.

Efectos sobre la diversidad microbiana

Todos los nitrocompuestos evaluados inducen
modificaciones en la diversidad microbiana (Fig.
1). No obstante, NE indujo los cambios mas
notorios en la microbiota ruminal. El coeficiente
de similitud de DICE entre control y NE en la
Serie A fue de 58,0%, lo que indica una disimilitud

moderada.  Esta  disimilitud  disminuyo
progresivamente en las series subsecuentes, y
alcanzo 82,1% en la Serie B y 91,8% en la Serie
C, lo cual sugiere una recuperacion gradual de
la comunidad microbiana hacia un perfil similar
al control. Este comportamiento coincide con lo
observado para AGV’s totales, TG, y H, donde
el efecto de NE fue marcado, en comparacién
con los demads nitrocompuestos. De igual
manera, estos resultados ponen de manifiesto la
capacidad adaptativa de la microbiota ruminal.
Aunque hasta el momento hay pocos estudios
dedicados a describir las especies presentes
tras la suplementacion de nitrocompuestos,
se especula que estas pueden involucrar a
aquellas especies utilizadoras de H,, como las
metanogénicas. Estudios dirigidos a las especies
involucradas podrian ayudar a describir los
factores que favorecen la transferencia de H* entre
especies y limitan la produccién de CH,. En este
sentido, Levent et al. (2023) reportaron el efecto
bacteriostatico del ENA. De manera similar, se
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Fig. 1. Coeficientes de DICE para cultivos discontinuos de 24 horas suplementados con diferentes

nitrocompuestos.

Fig. 1. DICE coefficients for 24-hour batch cultures supplemented with different nitrocompounds.

reportan efectos reductores en la abundancia
de metandgenos, expresion del gen mcrA y
contenido de las coenzimas F4,, y F4, al incluir
NE, NEOH y 2-Nitro-1-Propanol (Zhang et al.,
2020) en condiciones in vitro. Recientemente, Tan
et al. (2024) reportaron efectos supresores del NE
en arqueas metanogénicas, principalmente del
género Methanobrevibacter.

Efectos sobre la acumulacion de acidos grasos
volatiles

Respecto a la produccion de AGV’s, en la
serie A y B se reduce la produccién de acetato
con la inclusiéon de los nitrocompuestos, pero sin
diferencias significativas (Tabla 2). En la serie C,
el efecto de los nitrocompuestos se mantuvo, sin
embargo, NE tuvo valores similares al control.
Este comportamiento evidencia una posible
adaptacion de los microorganismos ruminales,
reflejado en la diversidad bacteriana. Con la
inhibicién de la produccién de CH,, 1a eliminacién
de equivalentes reductores se da a través de un
aumento en la sintesis de AGV’s mas reducidos
como el propionato (Wang et al., 2016). Estos
resultados difieren a los reportados en algunos
estudios (Anderson et al., 2003; Anderson et al.,
2010; Gutierrez-Bafiuelos et al., 2008) en cuanto
a la produccion de AGV’s total y acetato en la
primera serie, pero coinciden con los niveles
de produccion en las series consecutivas (Tabla

2). Segin estos resultados, solo una porcion
de equivalentes H, dedicados a la produccién
de CH, se reorientaron a la producciéon de
AGV’s mas reducidos, pero sin incrementar las
concentraciones molares de propionato, incluso
hubo una tendencia a disminuir en las tres series.

Las proporciones molares de propionato
producidas en los cultivos suplementados con
2NEOH y NE disminuyeron (P<0,001) en las tres
series y ENA en el segundo y tercer serie; excepto
E-2-NPP queenlaserie Caumentd (P<0,001). Estos
resultados indican que el propionato puede ser
uno de los principales productos del metabolismo
de E-2-NPP en el rumen. La baja acumulacion de
propionato en los demas tratamientos sugiere que
los equivalentes reductores no se redireccionaron
a la produccion de este producto de fermentacion
reducido (Tabla 2). La baja acumulacién (Pe0,05)
de propionato en la primera incubacion con
NE se relaciona con la acumulacion de 2,46
mmol de H, valores superiores a 2,5 kPa de
H, (equivalente a 1,48 mmol H,), suficientes
para promover la produccion de propionato
(Schulman y Valentino, 1975), lo que sugiere
que hay un redireccionamiento del H, a vias
alternas. Probablemente, a través del fumarato
que funciona como aceptor de H, y que, ademas,
redirecciona la ruta para la sintesis de propionato,
esto daria una ventaja metabdlica al utilizar el
NE (Lan y Yang, 2019; Zhao y Zhao, 2022). En
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Tabla 2. Efecto de la suplementacion con nitrocompuestos sobre la produccion de acidos grasos
volatiles in vitro en cultivos discontinuos de 24 horas.
Table 2. Effect of nitrocompounds supplementation on in vitro volatile fatty acid production in 24-
hour batch cultures.

Serie
Parametro Tratamiento! A B C
Acetato Control 65,616+11,214 84,450+6,102 93,293+4,491a
(umol mL™) ENA 40,426+11,214 66,690+6,102 70,340+4,491b
E-2-NPP 34,396+11,214 69,973+6,102 88,973+4,491ab
2NEOH 39,266+11,214 77,150+6,102 73,570+4,491b
NE 28,588+11,214 68,870+6,102 93,070+4,491a
P valor 0,1100 0,2137 0,0118
Propionato Control 28,393+4,241a 31,703+1,922a 29,413+0,956ab
(umol mL™) ENA 27,723+4,241a 23,23+1,922b 22,113+0,956¢
E-2-NPP 28,036+4,241a 26,953+1,922ab 33,746+0,956a
2NEOH 19,580+4,241ab 25,743+1,922ab 24,466+0,956¢
NE 2,410+4,241b 14,660+1,922¢ 26,253+0,956bc
P valor 0,0076 0,2137 0,0006
Butirato Control 7,280+1,672 16,636+1,084a 19,820+0,737a
(umol mL™) ENA 9,016+1,672 17,046+1,084a 15,986+0,737b
E-2-NPP 7,273+1,672 15,066+1,084ab 17,613+0,737ab
2NEOH 4,18+1,672 11,260+1,084bc 9,620+0,737¢
NE 3,66+1,672 9,620+1,084¢ 11,286+0,737¢
P valor 0,1129 0,0011 0,0001

"Tratamientos: Control; ENA, 12mm etil nitroacetato; E-2-NPP, 12mm etil 2-nitropropionato; 2NEOH,
12mm 2-nitroetanol; NE, 12mm nitroetano. a, b y ¢, valores con diferentes letras indican diferencias
significativas entre tratamientos.
'Treatments: Control; ENA, 12mm ethyl nitroacetate; E-2-NPP, 12mm ethyl 2-nitropropionate; 2NEOH,
12mm 2-nitroethanol; NE, 12mm nitroethane. a, b y ¢, values with different letters indicate significant

differences between treatments.

lo que respecta al butirato, las concentraciones
no cambiaron en la serie A, pero disminuyeron
(P<0,001) en las series posteriores con los
tratamientos 2NOH y NE. Las concentraciones
fueron las mas altas en la serie B con ENA, lo
que sugiere que algunos de los equivalentes
reductores dirigidos a la metanogénesis pueden
haberse consumido durante la formacién este
AG’V, contrario a lo observado con 2NEOH y NE.
Debido a que las concentraciones de los acidos
grasos de cadena mas largas son comunmente
mas bajas, los valores de estos productos de
fermentacion no fueron reportados.

CONCLUSIONES

La suplementacion en series de manera
discontinua de 2- nitroethanol y nitroetano tiene
un efecto significativo en la reducciéon de la
produccién de metano mayor de 95% sin afectar
la produccién de gas total. Por otra parte, hay
una disminucion en la acumulacion de AGV’s

con los dos nitrocompuestos que se relaciona con
una mayor acumulacion de H, en el medio. Asi
mismo, el analisis de la diversidad microbiana
permitio observar que los tratamientos mantienen
su efecto a pesar de la adaptabilidad del medio
ruminal. No obstante, es necesario evaluar los
productos finales de su reduccion.
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