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JUSTIFICACION

El clima de la tierra enfrenta rapidos cambios que afectan tanto la composicidn
de la atmosfera como el balance de la radiacion solar, jugando un rol principal las
actividades ganaderas. Basados en el anélisis de ciclo de vida (LCA) realizado por
Steinfeld y colaboradores (2006) se ha estimado que el sector emite 7.1 Gt de CO2eq
(Giga toneladas de dioxido de carbono equivalente), lo que representa el 18% de las
emisiones totales antropogénicas Este resultado estd representado por 2.5 Gt CO2eq
emitido por el suelo y cambio de uso del suelo; 0.4 Gt CO2eq en la produccion del
alimento; 1.9 Gt COzeq a partir del metabolismo animal; 2.2 Gt CO.eq del manejo de
estiércol y 0.03 Gt COzeq en transporte. Los reportes de IPCC del 2007 indican que
este sector emite entre 5.1 a 6.1 Gt de COzeq*afio™. Por otro lado la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), difunde un informe
aseverando que el sector ganadero genera mas gases de efecto invernadero, el 18%,
medidos en su equivalente en dioxido de carbono (CO.), que el sector del transporte
(FAO, 2006). EI comunicado destaca que la ganaderia es, ademas, una de las principales
causas de la degradacion del suelo y de los recursos hidricos. El estudio concluye que la
produccién mundial de carne se duplicara de los 229 millones de toneladas, en 1999-
2001, a 465 millones de toneladas, en 2050, y la de leche aumentara en ese periodo de
580 a 1.043 millones de toneladas. La principal causa sera el crecimiento poblacional,

de 6 mil millones de personas actuales, a mas de 8 mil millones en 2030 (Fig. 1).

FIGURA 1: Crecimiento y proyeccion de la poblacion mundial (miles de millones)

Miles de millones

_——_'_’_:————:

Paises Otros paises Paises menos Mundo
desarrolados én desarrolio adelantados

D. van
dar Monsbrugghe et al., 2010



Los modelos de consumo de alimentos se parecen cada vez méas en todo el
mundo y se orientan hacia alimentos de mejor calidad y mas caros como lo son las

carnes y productos lacteos (La agricultura en el mundo 2015/2030 -FAO 2002).

En Argentina el consumo de carne total, sumando la vacuna, la aviar, la porcina,
y también el pescado, fue para el 2014, de acuerdo a cifras oficiales de gobierno
argentino, de 125,6 kilos anuales por habitante, correspondiendo 57.7 kg de bovina, 45
kg aviar y 12 kg porcina. La importancia del sector ganadero radica en la capacidad de
transformar sustratos en nutrientes esenciales para poblacién humana, sin embargo, esta
produccion conlleva una significante contribucion a la emisién de gases de efecto
invernadero (GEI). Las mayores contribuciones a la huella de carbono de la carne
corresponden a la produccion y procesamiento del alimento y a la fermentacion
entérica, y menor medida al almacenamiento y procesado del estiércol. Dentro del
primero se contabilizan las tierras destinadas a pasturas y cultivos de cosecha gruesa, y
la segunda se desarrolla en el rumen. La fermentacion es la via principal por la que se
generan compuestos; beneficiosos, neutros o perjudiciales, asi como una pequefia
porcion de gases beneficiosos son eliminados del complejo ruminal principalmente a
través de los eructos. El sulfuro de hidrégeno (H2S) y el 3-metilindol considerados
perjudiciales, son toxicos de por si y el pulmon es el sitio de absorcion. La intervencion
en el manejo de los sistemas productivos modifica los equilibrios necesarios para
maximizar la produccion, induciendo trastornos que pueden afectar a los propios
animales, pueden repercutir sobre la poblacién humana remota, generando un circulo
vicioso que afecta la eficiencia del sistema productivo. Las caracteristicas de la dieta
tienen un gran efecto en la produccion de gases ruminales, razén por la que paises con
pocas limitaciones alimentarias para sus ganados, reportan datos con menores emisiones
de gas metano y mayores eficiencias energéticas (Kinsman et al., 1995). La
fermentacion de nutrientes en el rumen produce aparte de estos gases y residuos
mayoritarios, otros en menor proporcién y que dependen principalmente de la
composicion de los alimentos y la adaptacion de los microorganismos ruminales al
procesado de esos substratos. Por todo lo dicho, es indispensable alcanzar producciones
de alimentos sustentables, para lo cual es necesario conocer y comprender el sistema
productivo, buscando alternativas para minimizar impactos indeseables y generar
opciones de bajo riesgo ambiental, constituyendo esto una prioridad para el futuro de la

humanidad.



OBJETIVO GENERAL

Conocer la composicion y dindmica de generacion de gases ruminales eructables, en

relacion a la calidad nutricional de la ingesta, que permita evaluar el impacto

productivo, sanitario y ambiental de sistemas productivos bovinos por emision de

metano y otros gases.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un método in vitro que permita medir los gases de fermentacion
ruminal.

Determinar las proporciones temporales de metano, sulfuro de hidrogeno vy
amoniaco en rumen de bovinos.

Relacionar la emision de gases con la calidad nutricional de la dieta
(Degradabilidad, Proteina Bruta, Fibras, Energia Metabdlica).

Evaluar el efecto ambiental local potencial que la emision de gases de
fermentacion entérica provoca.

Proponer estrategias de mitigacion para reducir la produccién de gases

indeseables en los sistemas de produccion intensivos de bovinos.

HIPOTESIS DE TRABAJO

El conocimiento de la dindmica de la emisién de gases de fermentacién ruminal y su

relacion con factores nutricionales, nos permite corregir alteraciones metabdlicas en el

proceso de digestion que redunden en beneficios productivos y ambientales.



Capitulo 1:
INTRODUCCION AL CONOCIMIENTO DE LA PRODUCCION Y
EFECTO DE LOS GASES DE FERMENTACION ENTERICA

1.1 REVISION

Los rumiantes emiten CH4 debido a la fermentacién microbiana de los hidratos

de carbono (HC) que se produce en el aparato digestivo, estos poseen tres pre-
estodmagos: reticulo o redecilla, rumen y omaso o librillo. El cuarto componente es el
equivalente al estbmago de los monogastricos (Koning y Liebich, 2005) y se denomina
abomaso o estdbmago verdadero. Las tres primeras cavidades se encargan de la
degradacion de los alimentos por medios mecanicos (rumia) o0 enzimatica
(principalmente celulosa, a través de la flora microbiana) y de la sintesis de acidos
grasos de cadena corta (acidos acetico, butirico y propionico). En el omaso se lleva a
cabo la reabsorcion de agua del contenido omasal. El metano es expulsado
primordialmente a través de eructos y de la respiracion y en menor cantidad por
flatulencias. El 87% del CH4 se produce en el rumen y el 13% en el tracto digestivo
posterior (McCaughey et al., 1999; Mufioz et al., 2012). Los rumiantes comienzan a
generar CHjs a las cuatro semanas de vida debido a la retencion de los alimentos solidos
en el reticulo-rumen. La digestion fermentativa depende del normal desarrollo de los
microorganismos (MO), el rumiante crea y mantiene las condiciones ideales (aporte de
nutrientes, facil acceso de los MO al alimento, pH, presion osmdtica, temperatura,
anaerobiosis y eliminacion de los productos de desechos) para su crecimiento y
multiplicacion, convirtiéndose en un gigantesco medio de cultivo liquido (Relling y
Mattioli, 2003). Los productos de la degradacion del sistema reticulo-rumen pueden
resumirse en productos Utiles, absorbidos por el bovino para su propia nutricion o
indtiles que deben ser eliminados como desecho. Dentro de los primeros encontramos el
amoniaco (NHs), é&cidos grasos volatiles (AGV), aminoacidos (aa), vitaminas,
minerales, etc. Entre de los desechables figuran los gases producidos en el proceso de
fermentacion CH4, CO2, H>S, residuos liquidos y sélidos no degradables que componen
las heces. Los HC representan el componente mas abundante en la dieta de los
rumiantes. El tipo de HC predominante en la dieta condiciona el desarrollo del tipo de

flora adecuada para su fermentacion, asi, una racion rica en almidon es fermentada por



una flora amilolitica que desarrolla mejor a un pH de 5.5 a 6.0 mientras que una racion
compuesta por forraje con alto contenido de HC estructurales (celulosa, hemicelulosa y
pectinas) sera fermentada por una flora celulitica que desarrolla mejor a pH de 6 a 6.9.
Para poder adecuar el pH, indicador de salud animal, se ponen en juego 3 factores:
saliva, produccion y absorcion de AGV/NHiz. La saliva actia como un factor
alcalinizate (pH 8.1-8.3), su produccion depende fundamentalmente de las horas de
rumia y esta, de la mayor cantidad de HC estructurales, pero esa fibra debe tener un
tamafo adecuado para estimular la rumiacion. Cuanto mayor es la produccion de AGV
(dietas ricas en concentrados energéticos) mas bajo es el pH y mayor es su velocidad de
absorcion, evitando su acumulacion en el rumen. Uno de las vias de absorcién de AGV
es la difusion simple, mecanismo electro-neutro, que no utiliza transportador, pero
requiere que los AGV se encuentren en su forma no disociada, liposolubles. Sin
embargo, al pH normal estan en su forma disociada (<pK) y por lo tanto no podrian ser
absorbidos por difusion. A través de la secrecion de hidrogeniones (H*), desciende el
pH sobre la superficie de las células del epitelio ruminal, permitiendo la difusion de los
AGV. El otro mecanismo de absorcion de los AGV es mas directo y no requiere del
bombeo de H*, sino de un contra transportador que ingresa el AGV intercambiandolo
con bicarbonato (COzH") en la superficie apical. En sintesis, el efecto del pH tiene una
gran importancia en la produccion de metano por parte de los rumiantes debido a que
las bacterias metandgenas son sensibles a pH bajos, la disminucién en la relacion
acetato/propionato dependiente del pH es debida posiblemente por una inhibicién de la
metanogénesis, motivada por la toxicidad de los acidos de la fermentacion que se
origina a un pH bajo (van Kessel y Russell, 1995). Los MO del rumen so6lo disponen de
la via glucolitica para obtener energia, utilizan el ATP y eliminan los AGV como un
producto de desecho, pero para poder degradar una segunda molécula de glucosa y
continuar el ciclo se necesita que el cofactor que se ha reducido (NADH™) vuelva a su
estado oxidado (NAD). EI NADH™ se regenera transfiriendo un electrén a un aceptor
distinto del O2, debido a que estamos en anaerobiosis. Esta condicion, ademas de la
ausencia de luz y presencia de NOs", S y SO4*, favorece la proliferacion de organismos
metagendmicos. Uno de los mas importantes aceptores es el carbono, originando la
formacién de metano (Fig. 2). Aunque el metano no posee rutas metabdlicas para
degradarlo perdiéndose por eructacion (Beauchemin et al., 2006), es importante para
reiniciar el ciclo glucolitico. ElI metano puede representar una pérdida de entre el 2 y

12% de la energia bruta consumida por el rumiante (Kreuzer y Hindrichsen, 2006;



Machmuller et al., 2007), lo que representa entre 16 a 26 g/kg MS consumida,
correspondiendo los valores menores a dietas de alto porcentaje de granos (Hristov et
al., 2013). El metano se produce en condiciones estrictamente anaerdbicas por
procariotas especializados del reino de las Archaea. Las relaciones entre los
microrganismos son complejas, existiendo interacciones entre ellos de competencia,
sinergismos y antagonismo. El ejemplo tipico se observa cuando la supresion de
protozoos disminuye la metanogénesis debido a la transferencias de H* y formato a
través de rutas que incluyen enzimas con enlaces hidrogenosomas (Morgavi et al.,
2010). Estos metan6genos estan representados por ectosimbiontes que
quimiotécticamente alcanzan la superficie del protozoario después de que se alimenten

porque aumentan la produccion de H+ (Firkins y Yu, 2006; Ushida, 2010).
FIGURA 2: Mecanismo de sintesis de metano (CHa)
Glucosa + NAD
Glucolisis
ATP 4 NADH + H* ™4 NAD + 8H*/CO, + 8H* ==CH,+ 2 H,0

AGV

Los modelos basados en la estequiometria de la fermentacion, han sido
utilizados para determinar la produccion de metano. Estos modelos indican que existe
una relacion negativa entre la proporcion molar de propionato y la excrecion de metano
por unidad de sustrato fermentado (Moss y Givens, 2002). Sin embargo, existen
discrepancias en cuanto a la influencia del acetato y el propionato en el aumento y
disminucion de la produccion de CHa. Las sustancias reducidas de bacterias ruminales
fermentadoras de carbohidratos se desplazan a bacterias metanogenas, lo que provoca
un aumento del acetato y generalmente una disminucion del propionato. Otros autores
apuntan que bajo dichas condiciones predomina el acetato, pero no se considera como
un precursor de metano en el rumen (van Kessell y Russell, 1996). Por el contrario,
otros consideran que la produccion de metano aumenta con la presencia de acetato y
butirato, mientras que la formacion de propionato actia de manera competitiva en el uso

del H2en el rumen (Moss et al., 2000). Las emisiones de metano no se suelen considerar



de manera independiente al separar los tipos de energia, consecuentemente, durante la
determinacion de la eficiencia alimentaria se ignoran estas emisiones. Muchos valores
de energia metabolizable contienen la estimacion de expulsion de metano de los
carbohidratos digestibles y no tienen en cuenta la relacion negativa entre la produccion
de CHa y la formacion de propionato. Sin embargo, la baja eficiencia esta asociada con
una alta proporcién acetato/propionato, lo que involucra la produccién de metano (van
Soest, 1994). Las dietas basadas en forrajes de baja calidad no provocan una reduccion
considerable en el pH ruminal y estan asociadas a una alta produccién de metano. En
cambio, dietas con elevados contenidos de alimentos concentrados, generalmente
reducen la produccion de metano. Esta reduccion se produce Gnicamente en el caso de
que el consumo sea lo suficientemente alto para originar una reduccion en el pH ruminal
(van Kessell y Russell, 1996). Dietas basadas en forrajes, pero con bajo pH, provocan la
disminucidén de la metanogenesis, independiente de la formacion de propionato (Moss y
Givens, 2002). La importancia del CHa, se debe que constituye uno de los principales
gases de efecto invernadero (GEI). Los GEI presentan la capacidad de absorcion de los
rayos infrarrojos de onda corta proveniente del reflujo de los rayos solares por la
superficie terrestre, provocando un calentamiento en la capa inferior de la atmosfera
(troposfera), como consecuencia, aumento de la temperatura global, afectando la
superficie de ocupacion del agua, distribucion de desiertos, ecosistemas forestales,
generacion de nuevas pestes, etc. Aungue histéricamente el clima ha sufrido ciclos, el
efecto invernadero se basa en las concentraciones crecientes de dioxido de carbono,
junto con otros gases resultantes de las actividades humanas, que afectan la temperatura
superficial de la Tierra, debido a la interaccion entre los gases y la radiacion que escapa
de la Tierra (Convencion del Cambio Climatico, 1992). La mayor parte de la radiacion
solar incidente no llega a la superficie de la Tierra, ya que el ozono atmosférico filtra la
mayor parte de la radiacion ultravioleta, mientras que el vapor de agua y el dioxido de
carbono atmosférico absorben buena parte de la radiacion infrarroja. Aproximadamente
la tercera parte de la luz que llega a la superficie terrestre vuelve a reflejarse hacia el
espacio en forma de radiacion infrarroja con longitudes de onda mas larga, impidiendo
el CO2 la salida de la atmésfera. El didxido de carbono se comporta, en realidad, como
un filtro de un solo sentido, permitiendo que pase la luz visible en una direccion, pero
impidiendo que la luz de una longitud de onda mayor se desplace en sentido opuesto
(Tovar, 2002). EI CH4 es un potente gas con un poder de recalentamiento global (PRG)

aproximadamente 21 veces superior al CO., importante en lo que se refiere a potencial



de absorcion de radiacion (Moss et al., 2000). Este gas, principal residuo gaseoso de la
fermentacion entérica, se conoce desde de 1940 cuando Migeotte observé que la
absorcion de las bandas de la region del infrarrojo (IR) del espectro solar se debian a la
presencia de metano. A partir de aqui empezaron numerosas investigaciones,
actualmente la concentracion media de CH4 es de 1720 ppbv, més del doble de su valor
en la época pre-industrial (700 ppbv). Este valor se relaciona con el aumento
poblacional, ya que el 70% corresponde a fuentes antropogeénicas, y de éstas, dos tercios
a la agricultura. En 1988 la Organizacion Meteoroldgica Mundial (OMM) vy el
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) crearon el Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC). Su funcidn consiste
en analizar de forma exhaustiva, objetiva, abierta y transparente, la informacion
cientifica, técnica y socioeconomica relevante para entender los elementos cientificos
del riesgo que supone el cambio climatico, sus posibles repercusiones y las
posibilidades de adaptacion y atenuacion de mismo. Una de las principales actividades
del IPCC es hacer una evaluacion periddica de los conocimientos sobre el cambio
climético y elaborar informes y documentos técnicos para asesoramiento. La estimacion
de CHs es obligatoria para aquellos paises comprometidos con el medioambiente
(Firmantes protocolo de Kyoto, 1998), y debe reflejarse en los Inventarios Nacionales
de Emisiones a la Atmdsfera (Ellis et al., 2010). Para ello, el IPCC proporciona
ecuaciones de célculo de las emisiones que dependen de una serie de factores. Los
rumiantes contribuyen, a traves de la fermentacion ruminal e indirectamente cuando el
material fecal se descompone anaerébicamente en aproximadamente una cuarta parte de
todas las emisiones antropogénicas de metano (Lassey, 2007; Smith et al., 2007). A
través del andlisis de ciclo de vida (LCA) realizado por Steinfeld (2006) se determind
que el sector emite 7.1 Gt de COzeq, lo que representa el 18% de las emisiones totales
antropogeénicas. Las caracteristicas de la dieta tienen un gran efecto en la produccion de
gases ruminales, razon por la que paises con pocas limitaciones alimentarias para sus
ganados, reportan datos con menores emisiones de gas metano y mayores eficiencias
energéticas. (Kinsman et al., 1995). La fermentacion de nutrientes en el rumen produce
aparte de estos gases y residuos mayoritarios, otros en menor proporcion y que
dependen principalmente de la composicion de los alimentos y la adaptacion de los
microorganismos ruminales al procesado de esos substratos. En el caso del azufre (S)
generalmente ingresa al sistema digestivo en forma de sales, sulfatos (SO4%), son

utilizados por MO especificos, bacterias reductoras de sulfatos (BRS) como aceptores



de H*, reduciendo los sulfatos a sulfuros, S (Loneragan et al., 2001). Cuando son
producidos por las bacterias asimiladoras (BAS), lo incorporan a cadenas carbonadas
para formar aa azufrados (Metionina), de alto valor nutricional. Otros grupos de
bacterias reductoras, las desasimiladoras (BDS) lo eliminan al medio ruminal como H»>S
(9). Este gas es toxico para bovino, debido a que en el mecanismo de eructacion para su
eliminacion, es absorbido en pulmones (Kerr et al.,, 1989), produciendo una
intoxicacion denominada Polioencefalomalacia (Sager et al., 1990; Oklahoma Animal
Disease Diagnostic Laboratory, 2000). Esta enfermedad es clasificada dentro del grupo
de las metabdlicas debido a que en la mayoria de los casos reportados es debido a un
mal manejo de la dieta. Otro constituyente de la racién que podria afectar la salud
animal es el almidon. Cuando las dietas concentradas contienen gran cantidad de este
HC soluble, se dispone de excesiva cantidad de L-triptofano en rumen, cuyo exceso es
metabolizado por la microflora dando como resultado el &cido indolacético (AlA), el
cual es decarboxilado a 3-metilindol (3-MI) por Lactobacillus sp. Este metabolito
gaseoso (3-Ml) es la causa documentada de una enfermedad respiratoria aguda del
ganado bovino adulto conocida como Neumonia Intersticial Atipica (NIA).
Experimentalmente dosis intraruminales de triptofano causan lesion pulmonar pero no
ocurre lo mismo si se administra por via endovenosa; esto sugiere que el metabolismo a
nivel ruminal es un paso imprescindible para la generacion del compuesto toxico. El
nivel de 3-MI en plasma, esta influenciado por una interaccion compleja de factores,
dentro de los cuales podemos mencionar la alimentacion recibida, composicion del
alimento, la individualidad en la fisiologia animal y posibles disparadores
medioambientales como temperatura elevada y dias secos. La NIA es una de las causas
de muerte subita en los engordes. Si bien las tasas de mortalidad reportadas son bajas,
pueden llegar a ser la segunda causa de muerte dentro de lo que es el complejo
respiratorio bovino. Intervenciones en la alimentacidn ofrecida a los animales tendiendo
a reducir la produccion de metano, didéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno y 3-
metilindol propenderan a corregir alteraciones metabolicas durante el proceso de
fermentacién ruminal, evitar trastornes de indole nutricional y mejorar la eficiencia de
utilizacion del alimento consumido. Para alcanzar estas metas es imprescindible
caracterizar los nutrientes de los alimentos y sus vias metabdlicas. Algunas alternativas
para este fin son los estudios a través de métodos in vivo, in situ e in vitro. Dentro de
las técnicas in vitro, el método de uso mas frecuente es la descrita por Tilley y Terry

(1963), quienes determinan la digestibilidad aparentes de los alimentos. Afios mas tarde,



Goering y van Soest (1970), modifican algunos pasos de la técnica logrando obtener la
digestibilidad verdadera de la materia seca (MS). Si bien estos avances fueron
importantes en la nutricion animal, el inconveniente se presentaba en la falta de
informacién sobre la cinética de digestion. La metodologia in situ de la bolsa de nylon
(Orskov et al., 1979) supera esta limitante al proporcionar estimaciones de la tasa y la
dindmica de la degradacion de los constituyentes del alimento; sin embargo, es una
aproximacién laboriosa, costosa e invasiva, en la que solamente un pequefio nimero de
muestras pueden ser evaluadas simultineamente (Mohamed y Chaudhry, 2008).
Aparece en los ultimos afios, el método in vitro de Daisy (Ankom, 2000) que superaria
estas limitantes encontrdndose en etapas de estandarizacion. Sin embargo, las
determinaciones son por diferencia de peso limitando la cuantificacion de los
compuestos solubles (Pell et al., 1998). La técnica de produccion de gases al determinar
la extension y cinética a través del volumen de gas producido durante el proceso
fermentativo (Theodorou et al., 1994) corregiria lo arriba mencionado. El gas producido
durante el proceso de fermentacion de los alimentos representa la suma de la
descarboxilacion oxidativa del piruvato, y el resultado de la reaccion de la saliva con los
AGV. El gas directo (CO2 y CHg), se produce principalmente cuando el sustrato es
fermentado hasta acetato y butirato, mientras que la produccion de propionato solo
genera gas indirecto. Por tanto, las variaciones en la proporcion de los diferentes AGV
relacionadas con el tipo de sustrato fermentado, deberian dar diferencias en el volumen
de gas (Ammar et al., 2008). Ademas, la alta concentracion de N-amoniacal disminuye
la liberacion de gas debido a la basicidad del medio ruminal (Cone et al., 2002), de
acuerdo a resultados obtenidos en ensayos in vitro con alimentos concentrados en

hidratos de carbono no estructurales (HCNE), y otros con alto valor proteicos.

Las investigaciones desarrolladas en este trabajo tienden a fortalecer la
resiliencia de los sistemas productivos pecuarios en base a estrategias de adaptacion y
mitigacion nutricional, en busqueda de satisfacer la creciente demanda de alimentos de
origen pecuario, con recursos cada vez mas limitados. Consientes que la cuantificacion
in vivo de las emisiones de CHs entérico son esenciales para decidir y evaluar
estrategias sustentables, se han generado un gran volumen de estudios publicados que
excede la capacidad de los sistemas de control de calidad cientificos y la de los
especialistas para valorar, interpretar y adoptar criticamente sus resultados, sumado a

las confusiones en metodologias y unidades de expresion, por todo ello, nuestro



objetivo es contribuir al conocimientos de la dinamica de gases de fermentacion

entérica, y por ende, en la productividad y medio ambiente.



Capitulo 2:

ESTIMACION DE LA PRODUCCION EMPIRICA DE METANO

2. 1 INTRODUCCION
En 1997 se aprobd el texto del Protocolo de Kyoto (PK) en el que se

establecieron limites para los distintos gases de efecto invernadero, asi como el
compromiso de los paises desarrollados y otros (incluyendo el nuestro), a evaluar y
cuantificar las concentraciones de estos gases, como también, a desarrollar técnicas para
reducirlos. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la actividad ganadera genera aproximadamente
7.1 gigatoneladas de dioxido de carbono al afio, 14.5% de las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI) inducidas por la actividad humana (Gerber et al., 2013). Las
emisiones liberadas a la atmdsfera por la actividad ganadera son 6xido nitroso, metano y
dioxido de carbono, siendo las principales fuentes de emision la fermentacion entérica o
produccién de metano por el proceso digestivo de los rumiantes, de alli que las
ecuaciones de prediccion se fundamentan en el balance estequiométrico de las
reacciones de fermentacion del alimento consumido. Existen numerosas modelos en
base a distintos pardmetros quimicos y fisicos. Del analisis de varios experimentos
sobre la emision de CH4 con distintos tipos de dietas, se determina como cada dieta, a
nivel de mantenimiento de consumo, la produccion de CH4 se incrementa en forma
directa a su digestibilidad aparente. La primera de las ecuaciones de prediccién, que se
uso de referencia por varios afios, fue la obtenida por Moe y Tyrrel (1979), debido a que
consideraba el consumo de hidratos de carbono (HC). Mas recientemente, una
importante revision bibliografica permitié a Ellis junto a colaboradores en el 2008, la
obtencidn de regresiones propias para estimar metano a partir de distintos componentes
de las raciones, las cuales fueron utilizadas en varios trabajos cientificos para estimar la
emision de CHa4. Actualmente las ecuaciones de prediccion de mayor peso, son las
publicadas por el grupo de expertos del Panel Intergubernamental de Cambio Climatico
(IPCC).

Las Directrices del IPCC proporcionan los mejores métodos para la elaboracion

de inventarios nacionales de GEI debido que abarcan practicamente todas las fuentes, y



proporcionan métodos alternativos de complejidad diferente y con distinta necesidad de
datos, dandose orientacion en cuanto a su eleccion. Ademas, se han elaborado con la
intencion de que puedan aplicarse en todos los paises (se facilitan tanto los métodos
como los datos por defecto y son amplio examen para que puedan aplicarse de la
manera mas extensa posible. La elaboracion de los Inventarios de las Emisiones de GEI
que los paises firmantes del PK, encuadrados en el anexo 1, tienen la obligacion de
presentar a la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico
(CMNUCC), deben seguir las directrices del IPCC. Este organismo, se encarga de
estudiar y gestionar la difusion cientifica sobre el calentamiento global, determinar las
acciones que han dado pie al calentamiento global, en basquedas de alternativas de
adaptacion y mitigacién de este cambio. En constante estudio, sus publicaciones han ido
evolucionando, siendo la primera las Directrices revisadas del IPCC de 1996 para los
inventarios nacionales de gases de efecto invernadero; luego, Orientacion IPCC del
2000 sobre las buenas practicas y la gestion de la incertidumbre (GPG-2000), le sigue,
Orientacion IPCC del 2003 sobre las buenas practicas relacionadas con el uso de la
tierra, el cambio del uso de la tierra y la silvicultura (GPG-UTCUTY) y finalmente, las
Directrices IPCC del 2006 para los inventarios nacionales de gases de efecto
invernadero. En esta ultima, se clasifica a las actividades en: 1) energia; 2) procesos
industriales y uso de productos; 3) agricultura, forestacion, y otros usos de la tierra; y 4)
residuos. La estimacion de las emisiones se basa en datos de la actividad sobre la
magnitud de una actividad humana que determina emisiones/absorciones de GEI
durante un cierto periodo de tiempo; derivados habitualmente de estadisticas, y el factor
de emision, que corresponde a la tasa promedio de emision de un determinado GEI,
relativa a la unidad de los datos de actividad. Para todos los sectores se plantean
enfoques metodologicos de estimacion de los gases que varian en la complejidad de los
detalles en los distintos niveles. En orden ascendente de precision, para las actividades
del sector ganadero, se propone nivel 1 (N1), nivel 2 (N2) y nivel 3 (N3). Un enfoque
sencillo a partir de un arbol de eventos de los cuales es posible calcular la energia bruta
destinada al mantenimiento y produccion de los animales, en base a valores por defecto,
se obtienen valores para N1. EI N2 es el llamado el método de balance de masas, y
requiere de datos especificos como la de energia bruta (EB) consumida por el animal y
el factor de conversion de CHs (Ym). Su aplicacion la realizan aquellos paises donde el
ganado de fermentacion entérica es fuente clave, es decir, representa una proporcion

considerable del total de emisiones indicadas en los Inventarios de GEI. Aqui, los



factores de emision se estiman para cada categoria animal empleando datos especificos
del sistema productivo, sin embargo, el uso de valores fijo, como el caso de Ym, afecta
la precision en la prediccién, introduciendo errores en el dato de estimacion (Ellis et al.,
2010). Ambos niveles (N1 y N2), presentan como limitante principal, la incapacidad de
evaluar estrategias de mitigacion sobre escala a nivel predio (Schils et al., 2007). En la
basqueda de optimizacién, surge en los ultimos afios, la metodologia N3, conocido
como el método de evaluaciones rigurosas de fuentes especificas. Esta, aplica el
desarrollo de patrones sofisticados que consideran los detalles de la composicidn,
concentracion de productos de la fermentacion y variaciones estacionales en la
poblacién animal, entre otros factores. Focalizando para este nivel en la fermentacion
ruminal, actualmente existen varios modelos de prediccion de CH4 los que varian en
complejidad. Se distinguen modelos mecénicos de empiricos, estadisticos de dinamicos,
0 las combinaciones entre ellos. EI modelo de Dijkstra y colaboradores (1992), se
considera el punto de partida para sucesivos estudios, posteriormente Mills (2001),
adiciona el balance de hidrégeno, sumandole Bannink (2005), a través de estudios con
su grupo de investigacion la interaccion entre el sustrato (alimento), microorganismos,
fermentacion y los productos finales. EI esquema de Bannink, indica la interaccion de 3
grupos de microorganismos (MO), bacterias amiloliticas, celuliticas y protozoos; y 4
sumideros de sustratos (es donde se dirigen los nutrientes de acuerdo al tipo de alimento
y MO atacante): amoniaco, proteina soluble, hexosa amilolitica y hexosa celulitica. La
fermentacion de HC y proteinas genera, acetato, butirato y el crecimiento poblacional de
MO que utilizan aminoacidos (aa), en todas las actividades se genera H Por el
contrario, en la produccion de propionato y valerato, se utiliza H, para la fermentacion
de HC y proteina (Pr). También es utilizado para la hidrogenacidn de cadenas de acidos
grasos insaturados proveniente de la ingesta de lipidos y el crecimiento de MO que
recurren al nitrégeno como fuente para la sintesis de proteina. EI modelo de Bannink
supone un valor neto de hidrogeno (Hy) resultante de la resta del H2 producido versus
utilizado; de gran interés para nuestro estudio ya que sera la materia prima para las

arqueas metanogénicas en la generacion de metano.



FIGURA 3: Balance del Hidrégeno (H2) del modelo de Bannink y otros (2005).

H.generado de fermentacion CH y Pr Hade aa para crecimiento
acetato y butirato. de los MO.
> Balance de H en compartimentos ruminales <
<— —>
H. utilizado por fermentacion CHy Pr  H; utilizado por MO H, utilizado en biohidrogenacion
propionato y valerato. que requieren N-amoniacal. de lipidos.

Por medio de la Ecuacién 1 se estima la produccion de CHa4, donde se asume la
necesidad de 4 moles de hidrégeno para producir un mol de metano y siendo su calor de
combustion de 0,883 MJ (Benchaar et al., 1998).

CH,=(H,*47")=0.883 Ecuacion 1
CH,: MJ*d; Hy: Hidrdgeno neto

El CH4 es un potente gas con efecto invernadero, presentando un potencial de
calentamiento de la Tierra aproximadamente 21 veces superior al del CO, (Moss et al.,
2000), existiendo actualmente grandes controversias entre investigadores sobre esta
valor. Como se explica en el capitulo 1, las actividades agropecuarias contribuyen a la
emision de gases de efecto invernadero, siendo los rumiantes aportantes naturales a la
acumulacion de metano a traves de la fermentacién ruminal y descomposicion
anaerdbica de sus heces (Smith et al., 2007; Lassey, 2008). Por otro lado, las
caracteristicas de la dieta tienen un gran efecto en la produccion de gas metano a nivel
global, de ahi que paises con pocas limitaciones alimentarias para sus ganados con
predominio de actividades intensivas, reportan datos de menores emisiones de gas
metano y mayores eficiencias energéticas (Kinsman et al., 1995). Siguiendo las
directrices que propone IPCC, la Segunda Comunicacion Nacional de GEI con base al
afio 2000 presentada por el gobierno de la Republica Argentina a la CMNUCC resultd
en 238.702,89 Gg.CO2eq, indicando que el 35.79 % (85.433,43 Gg.CO2eq) corresponde



a metano (CHs), a partir del cual el 69.68% lo origina el sector agropecuario,
principalmente por fermentacion entérica (SCN, 2007). En comparacion con las
emisiones mundiales, Argentina participa en menos de 1% del total, sin embargo, en
mas de un 3% en lo que se refiere a CH4 entérico. Este aporte relevante del sector
agropecuario en las emisiones de GEI, refleja el perfil productivo del pais. (Berra et al.,
2000). En la Tabla I se sintetizan las emisiones de los GEI, discriminado por gas y
categorias de fuentes, informadas por la Fundacién Bariloche correspondiente al
Inventario Nacional en la 22 Comunicacion Nacional base afio 2000 de Argentina.

Tabla I: Emisiones de gases de efecto invernadero de argentina en Gg CO: eq.
discriminada por gas y categoria de fuente.

Afio 2000 COzy) CH4 NOx HFCs PFCs SeF Total
Energia 118.712,02 12.240,46 1.008,46 131.960,94
Proc. Ind.  9.611,85 26,99 145,36 947,48 326,10 49,93 11.107,71
Agr/Ganad 59.533,22 65.386,17 124.919,39
CuUss -43.940,88 583,78 59,25 -43.297,85
Desechos 13.048,98 963,74 14.012,72
T Netos®  94.389,99 85.433,83 67.562,97 947,48 326,10 49,93 238.702,89

CUSS: Cambio en Uso de Suelo y Silvicultura. CO2: Di6xido de Carbono. CH4: Metano. Nox: Oxidos de Nitrgeno. HFCs:
Hidrofluorocarbonos. PFCs:Perfluorocarbonos. S6F: Hexafluoruro de Azufre

(1) Para emisiones de CO2 correspondientes a CUSS se reportan las Emisiones Netas.

Para los propositos del informe los signos para capturas son negativos (-) y para emisiones positivos (+)

En el tomo 111 del Inventario Nacional de la Republica Argentina del afio 2000
se informan las emisiones correspondientes a ganaderia. Al analizar el perfil de los tres
principales GEI: CO2, CHs4 y N20, la ganaderia aporta el 45.5 %, 30.1 % y 23.9 %
respectivamente, el cual al compararlos con paises desarrollados (70% para CO2 y 15%
para cada uno de los gases restantes), muestra el peso del sector ganadero en nuestro, y
el elevado consumo de combustibles fosiles de los otros paises. Focalizando en la
provincia de San Luis, por ser pionera en politicas ambientalistas, adhiriéndose al
Programa de Protocolo de Kyoto, con el fin de instrumentar politicas que contribuyan a
la captura de dichos gases (Decreto N° 6314-MLyRI), y al cambio que ha sufrido en los
Gltimos afos el sistema ganadero, se realiz un estudio de la provincia en dos etapas, la
primera analizando el impacto en la aplicacion del nivel de complejidad de las
metodologias de calculo en la estimacion de CHs entérico, a través de los modelos
empiricos N1, N2 y N3 de referencia del IPCC. En la segunda etapa, aplicando el N2, se
origina el inventario de CHa entérico de la provincia de San Luis (Guzman et al., 2013),
con el objeto de estudiarla evolucién en relacién al stock ganadero y eficiencia de los

sistemas productivos (kgCH4*kg producto™).



2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 COMPARACION DE NIVELES METODOLOGICOS

Para comparar los 3 niveles metodoldgicos se simulé un sistema ganadero
bovino de ciclo completo tipico para la zona sur de la provincia de San Luis
(Departamentos Pedernera y Dupuy). El proceso de produccion se basa en tres etapas:
subsistemas de cria, de recria y de terminacion o de engorde a corral. En la Tabla Il se
detallan los principales parametros del ciclo productivo y las caracteristicas quimicas de

los alimentos que se tuvieron en cuenta para este trabajo.

Para la etapa de cria, se asume que la alimentacion del ganado es en base a
pastizales naturales, el sistema obtiene un destete del 70%, una reposicion del 20% y
para los datos de calidad de la dieta, se determinaron en el Laboratorio de Analisis de
Alimentos para Rumiantes de la EEA San Luis, y para los valores de degradabilidad se
consulta bibliografia del National Research Council (NRC, 1996), conjuntamente con
Gibbs y Johnson (1993).

Se estimaron las emisiones de CH4 provenientes de la fermentacion entérica en
base a aplicacion de las metodologias del IPCC (2006).

2.2.1.1 Nivel 1 (N1)

2.2.1.2 Nivel 2 (N2)

2.2.1.3 Nivel 3 (N3)

2.2.1.1 Para N1 se considerd la ingesta de alimento de un animal Aberdeen
Angus de 360 Kg de PV, utilizando el FE propuesto por defecto establecidas en el
anexo 10A.1, del Volumen 4 correspondiente a las Directrices IPCC, (2006). Los datos
simulados corresponden a un total de 1352 animales, estimando la emision aplicando

diferentes ecuaciones



Tabla I1: Parametros productivos y quimicos de Sistema Ganadero en San Luis

Peso . L
PB% M5 FDH % M3 Almidon % M5
Etapa Categoria Periodo Medio Cab. “?‘"’"?'“ GPV
Diaria Koid
Ka
5 D Kd 5§ D Kd 5 D Kd
i Pastizal & &
Cria ternero y siempre 400 785
natural
toros 15 775 9 0 875 &
Pasturaimpl 15 35 68
. ill tC4
Recria ' oUMOMES o eses 300 272 Y g5 35 85 5 0 @25 4
v novillos legumino=sa
3 AT 5 225 2 0 &80 2 30 T0o A0
vacas cut, Silo maiz 14 35 63
Terminac % 3meses 430 205 PAM@ o0 33 g 65 0 85 75 575 425 10
wvaguilon y entera y
novilos grang maiz 225 TS5 6 ] a0 ] 30 TO0 8

Cria: 70% destete, 20% reposicion. Se asume gue la explotacion mantiene la misma cantidad de animales maduros todo el afio.
Ternero/as destete precoz, por lo gque no se considera en emision de CH4 enterico.

GPV: ganancia de peso vivo por dia v animal. %PB: porcentaje de proteina bruta en base seca. ¥%FDN: porcentaje de fibra
detergente neutro en base seca. 5: soluble. D= degradable. Kd= velocidad de degradacion.

Fuente: LAAR (Laboratorio de Anélisis de alimento de rumiantes de la EEA, San Luis). National Research Council (NRC 1996)

2.2.1.2- Para la aplicacion de N2 se definié subcategorias segun la edad, tipo de
produccion, sexo y calidad de la dieta, buscando efectuar una estimacién mas exacta de
la cantidad de energia (MJ*dia™) estipulada por la demanda de los animales asociada su
peso. La EB para N2 se calculé sumando la fraccion de energia necesaria para el
mantenimiento, crecimiento, desarrollo y produccion (Tabla I11). EI Ym es el factor
principal para el célculo de las emisiones de cada categoria. Las guias del IPCC
establecen rangos de Ym basados principalmente en las digestibilidades de raciones,
presentando como desventajas los insumos utilizados para el calculo corresponden a los
alimentos del hemisferio norte, de gran variabilidad, tanto en el tipo como calidad, con
respecto a los de uso frecuente en nuestra zona. En la busqueda bibliografica se
encontré la férmula de Cambra-Lopez (2008), quienes determinaron en base a
regresiones tanto lineal como polindmica de trabajos publicados que aportaban datos

sobre digestibilidad y produccion de CH4, una ecuacion para determinar el Ym (Ec. 2).

¥Ym = —0.003 = ED? + 0.3501 = ED — 0.8111 Ecuacién 2
Ym = expresado como la fraccion de la EB del alimento que se transforma en CH,4
ED = Digestibilidad de la racién en funcion a la EB (%)

FE = Consumo EB * Ym = 365 = 55.6571 Ecuacion 3
FE: factor de emisidn en CHg, kg*afio™

EB: Energia bruta, en MJ*dia!; Ym: Factor de conversion de la EB consumida en CH,4

CH, = FE = N%animales Ecuacion 4
Emisién de CH4: Emision de CHg, kg*afio**animal™

FE: factor de emisidn en CHg, kg*afio™



Tabla I11: Ecuaciones utilizadas para calcular Energia Bruta (EB)

Energias constituyentes de la EB

ENm= Cfi * (Pes0)®™®

ENa= Ca* ENm

ENc= 22,02 * (PP*((Cs * PA)%™ * (AP) 1.097)-1

ENI= Kg. Leche* dia™ * (1,47 + 0,40 * Grasa)

ENp= Cprefiez * ENm

REM= 1,123 — (4,092 * 10 *ED) + [1,126 * 105 * (ED)?] - (25,4*ED™)
REG= 1,164 — (5,160 * 10 * ED) + (1,308 * 10 * (ED)?) — (37,4/ED™)

NRC (1996) / Gibbs y Johnson (1993)

2.2.1.3 Para el N3 se utiliz6 el modelo estequiométrico de Bannink et al. (2011),
en base a la dieta, se dividen los componentes de la MS en almiddn, celulosa,
hemicelulosa, proteina cruda y la fraccion soluble de los carbohidratos determinados por
diferencia de las fracciones antes mencionadas. Se estimé la produccion de AGV
aplicando la dltima modificacion de Mills y colaboradores. (2001), obteniendo la

cantidad de H2 en rumen para el célculo de CHa.

2.2.2. INVENTARIO SAN LUIS DE GASES DE FERMENTACION ENTERICA

El trabajo del consisti6 en recopilar y analizar la informacion sobre las
emisiones de CH4 procedentes de la fermentacion entérica de San Luis. Aplicando N1
se realiza el analisis en la tendencia de emision desde 1993 hasta 2009. Los valores del
stock del ganado bovino corresponden a informacion aportada por la Red de
Informacién Nacional Agropecuaria (RIAN) y encuesta Nacional agropecuaria (ENA)
realizada por INDEC y datos de SENASA, 1° Camparia de vacunacion antiaftosa (2003-
2009).

Para la realizacion del Inventario de San Luis a través del nivel 2, se
determinara:
2.2.2.1-Parametros bovinos segun sistema productivo de la provincia de San Luis.
2.2.2.2 Energias constituyentes de la energia bruta (EB)
2.2.2.3 Factores de emision (EF)
2.2.1.4 Emision de CH4 entérico.



2.2.2.1 La descripcién de la poblacion y produccion bovina de la provincia de
San Luis, base para la realizacion del inventario, corresponde al afio 2009. Los valores
del stock 2009 del ganado corresponden a datos aportados por la Red de Informacion
Nacional Agropecuaria (RIAN). En lo referente a la alimentacion de los bovinos, se
utilizaron valores representativos de la zona, tanto en la digestibilidad de las pasturas,
como dietas de uso frecuente, caracterizando cada situacion de acuerdo a las regiones
ganaderas determinadas por Frasinelli (2003), y considerando la produccién variable de
los forrajes a lo largo del afio, por ser la principal fuente de alimentacion. En la Tabla
IV se presentan los parametros caracteristicos de los sistemas vigentes en la provincia

de San Luis.

Tabla IV: Parametros del animal y alimentos caracteristicos de San Luis

Vaca Novillitos Novillo vaquillona toro

PV (kg) 400 250 300 270 550
AP (kg*dia™) 0 0.7 0.5 0.3 0
PM 89.44 62.87 72.08 66.6 113.57
PA (kg) 420 300 400 400 650
Leche(kg*dia™) 3
Grasa (%) 3.5
Dig. (%) 55 68 65 65 55

Elaboracién propia en base a Directrices IPCC (2006).

PV: Peso Vivo; es el peso corporal vivo promedio de los animales de la poblacion.

GP: Ganancia de Peso; aumento de peso diario promedio de los animales de la poblacién.
PM: (kg®7) Peso Metaholico.

PA: Peso Adulto; peso corporal vivo y maduro en condicién corporal moderada.

Leche: produccién de leche promedio por dia.

Grasa: contenido de grasa de la leche.

Dig: digestibilidad del alimento.

2.2.2.2 En funcion a los cuantificaciones del animal caracteristicos de la
provincia de San Luis (Tabla IV), y empleando los coeficientes (Tabla V) y ecuaciones
de calculo establecidos por Nacional Research Council, 1996 (Tabla Ill), se determina
la Energia Bruta (Ec.5)

EB = ((ENm + ENa + ENI + ENp + ENt)REM~1) + (ENc » REG™1))ED + 10071
Ecuacion 5
La Energia Bruta (EB) se obtiene en base a las energias constituyentes, Energia
de mantenimiento (ENm), de actividad (ENa), de crecimiento (ENCc), de la produccion
de las hembras, como lactancia (ENI) y prefiez (ENp). Otros factores que afectan el

valor de la EB son la relacion entre la energia neta disponible en la dieta para



mantenimiento y la energia digerible consumida (REM), y la relacion entre la energia

neta disponible en una dieta para crecimiento y la energia digerible consumida (REG).

Tabla V: Coeficientes utilizados para célculos de Energias Netas

Vaca Novillitos Novillo Vaquillona Toro
Cfi 0,335 0,322 0,322 0,322 0,37
Ca 0,36 0,17 0,36 0,36 0,36
Cs 0,8 1 1 0,8 1,2
Cp 0,1 0,1

NRC (1996)

Cfi: coeficiente para el calculo de ENm, varia para cada categoria de animales.

Ca: coeficientes de actividad, correspondiente a las condiciones de alimentacién del animal
Cs: coeficiente sexo

Cp: coeficiente de prefiez

2.2.2.3 El factor de emision (FE), definido por tipo de poblacion ganadera (kg
CH,4 cabeza™® afio™), se obtiene a partir del valor de EB y factor de conversion de CHa,
como lo indica la Ecuacion 3. Se aplico la ecuacion de Cambra-Lopez (2008) para la
estimacion de Ym (Ec.2).

2.2.2.4 A partir del producto del nimero de animales por la sumatoria de cada
categoria, se determinan las emisiones de metano total (Ec. 4).Las emisiones de CHa
producidas por el sector ganadero se deben declarar en los inventarios en Gigagramos
(Gg= mil toneladas) de metano, sin embargo, a los efectos de comparaciones del orden
sectorial y/o fuentes de origen, se expresan también en millones de toneladas de carbono
equivalente (MTCE) o Gg de CO: equivalente, debido a que el gas de referencia es el

dioxido de carbono.

2.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los procedimientos estadisticos fueron realizados utilizando el programa
estadistico R (https://www.r-project.org/). Los datos dentro de cada etapa se sometieron
a un analisis de ANOVA vy se utilizo el test de Tukey con un nivel de confianza de p <
0,05. El arreglo experimental en el analisis comparativo de los niveles es un disefio en
bloques completos. En cada bloque (N1, N2 y N3) se evalGan todas las etapas del
sistema (cria, recria y terminacion). A los valores medios obtenidos de las metodologias
N1, N2 y N3 se le realiza el analisis de varianza de Lawley-Hotelling (nivel de
confianza de p < 0,001) para comprobar si el nivel de complejidad tiene alguna

influencia sobre la variable sistema. Por tratarse de una estructura concentrada se eligio



como estadistico de contraste la Prueba de Hotelling. Se consideraron como variables
dependientes las etapas del sistema productivo y como variable independiente el nivel
metodoldgico. La hipotesis nula plantea que la variable independiente no tiene ningdn
efecto sobre la variable dependiente de forma conjunta.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las medidas de las emisiones de CH4 entérico emitidos por la ganaderia en un
sistema productivo de carne tipico de la provincia se muestran en la Tabla VI. Los
valores expresados en MJ*d™, corresponden a la categoria ponderada para cada etapa de
produccion y nivel de complejidad.

Tabla VI: Emisién promedio de CH4 (MJ*d™) entérico en funcion a etapa productiva y
metodologia de calculo

Método Cria Recria Terminacion Total *
Nivel 1 183.87 A 77.30 A 208.26 A
D.E. 55,67 4,32 20,67 469.42 A
CcVv 30,28 5.59 9.92
Nivel 2 212.96 A 75.89 A 51.80 B
D.E. 64,48 4,24 5,14 340.65 B
CcVv 30.28 5.59 9.92
Nivel 3 143.01 A 96.25B 123.73C
D.E. 10.23 5.55 4,71 362.94 B
cv 5.23 478 8.78

Medias con una letra distinta en columna son significativamente diferentes (p< 0,05)*Lawley-Hotelling:
Medias con una letra distinta en columna son significativamente diferentes ( p<0.001)

En la Figura 4 se exhiben, en forma descriptiva, los promedios de los factores
con respecto de la media global. Desde una perspectiva metodoldgica, el N 1 (bloque I)
es el de mayor emision y méas se aleja de la media. Con respecto a la etapa de

produccidn, en la cria (tratamiento 1) se produciria mayor cantidad de CH4 entérico.



FIGURA 4: Promedios de los factores con respecto a la media global. Comparacion de
los resultados promedios de tratamientos (sistemas productivos) y bloques (niveles
metodoldgicos).

o L

Etapa del Sistema  Nivel

Etapa del sistema: 1=cria, 2=recria, 3=terminacién
Niveles: 1= N1, 1= N2, I1l= N3

Para determinar si el nivel de complejidad en la determinacién de gas tuvo
efecto sobre las diferentes etapas de produccion, de la generacion de matrices de sumas
y cuadrado, vectores medios de grupos y de covarianzas, se realizd el analisis de
varianza de Lawley-Hotelling, indicando diferencias significativas (p<0.001) entre los
N3 y N2 con N1. A posteriori se realizé la prueba de Prueba Hotelling Alfa=0,05. EI
valor mayor se obtiene con N1 metodologia mas simple, y menor para N2 (340,65
MJ*d?). Se observa en la etapa de terminacion el mayor valor 208.26 CH4 MJ*d™
estimado por el N1 y a su vez el menor valor 51.80 CH4 MJ*d? con N2, lo que indica
diferencias estadisticamente significativas en la misma etapa del sistema (terminacion).
Contrariamente, en la etapa de cria los valores obtenidos fueron semejantes, no
expresando diferencias significativas (p=0,0493). Para el caso de la recria, difirid
estadisticamente (p-<0,001) solo el N3. En la Tabla VII se muestran los precursores
para el calculo de CH4 entérico. El FE es el precedente en las metodologias N1 y N2,
que surge a partir de valores promedios de EB consumida por cada categoria para N2 y
se obtiene por defecto en tablas de las directrices del IPCC, para N1. En el caso de N3,
el precursor es la produccion de moles totales de AGV por dia, ponderando un valor
medio en funcidn a la racion de la etapa de produccion. La informacion indica que en

ciertas dietas donde se observa un aumento en el consumo de MS debido a la mejora en



la digestibilidades que generan un cambio en la proporcion de AGV, de acetato a
propionato, coincidiendo también, con un incremento de la tasa de pasaje, disminucion
de la degradacion de la fibra y baja en pH ruminal (Robinson et al., 1986), todo esto
conllevaria a una eficiencia en el sistema, como lo observado en este trabajo. Si bien la
produccion de CH4 es mayor en la etapa de terminacion, al expresarlo en funcion del
producto final, se reinvierte el orden, siendo 2.91 kg CHs*kg carne™® en recria y 1.68 kg

CH4*kg de carne™ en terminacion.

Tabla VII: Precursores de Emision CH4 entérico: FE para N1, N2 y AGV para N3

Etapa FE Kg CHs~cab**afio™ AGV mol*100 mol*

Nivel 1 Nivel 2 Acético Butirico/Valérico/otros Propidnico
Cria 56 86,48 20.66 2.36 3.80
Recria 49 48,59 16.27 3.93 7.24
Terminacion 63,4 17,34 20.19 4.01 8.34

FE: factor de emision. AGV: acidos grasos volatiles.

Segun estudio de Bannink (2011), la incertidumbre de N3 se considera de
alrededor del 15%. El principal factor de error es la estimacion de consumo, seguida por
estequiometria en la produccion de AGV vy acidificacion del contenido ruminal. En la
comparacion de los niveles metodoldgicos, se eliminarian factores de variabilidad entre
los niveles de menor complejidad, debido al uso del mismo valor en los componentes de
las formulas, aumentando la exactitud al remplazar con valores reales parametros que
son estimados por formulas matematicas en los niveles menores, como el caso del
consumo. Al analizar los coeficientes de correlacion de N3 con N1 (Pearson= 0.83) vy,
N3 con N2 (Pearson= 0.72), indicaria, si consideramos el resultado de N3 como el mas
exacto, que la metodologia N1 es mas certera que N2, no coincidiendo con lo planteado
por expertos del IPCC. Los resultados del sistema total mostraron diferencias
significativas (p<0,001), determinando el mayor valor (469.42 MJ*d?) con la
metodologia mas simple, nivel 1 y menor para N2 (340.65 MJ*d™). En la Tabla VIII se
observan las emisiones diarias de CH4 expresadas en mega joule por dia (MJ*d?) de
cada categoria ponderada para cada etapa de produccion y nivel de complejidad.
Detalladamente, al considerar cada etapa, se observa en la cria que ambas metodologias
basicas sobreestiman la produccion de CHa, quizds al determinarse por valores
estimados en funcion de formulas, no se considera el efecto de la actividad de los MO
en rumen, como sus productos metabdlicos y la eficiencia de utilizacion del animal

huésped. Contrariamente, en la recria el valor se reinvierte, subestimado la emision.



También aqui, se pone en evidencia la importancia de las bacterias ruminales en la
produccion animal, si bien la produccion de CH4 entérico por animal es mayor, al
expresarla por unidad de producto final es menor, como se lo describié en varias
investigaciones con este tipo de dietas (Moss et al., 2000; Mills et al., 2001). Por otro
lado, Bannink (2011) mostrdé que una reduccion de 0.1 de pH causado por una menor
degradacion de las fibras, genera un cambio en los patrones de fermentacion, entre ellos,
aumento en la concentracion de &cido propionico, lo que afect6 la emision en un 3%, lo
que explicaria la menor produccién de N3 con respecto a N1. El bajo valor de N2 en
terminacion no seria una de las limitantes, debido a que la metodologia de célculo para
la fase terminacién hace hincapié en otros procesos que contribuyen simultdneamente,
tal es el caso de las emisiones producidas por el estiércol en su almacenamiento y
manejo. La capacidad de representar la mecanica de fermentacion del N3 con mas
detalles que N2, permite describir las variaciones causadas por factores nutricionales y
del animal, resultando una mejora en la estimacion de la emision, como también, provee
ideas del peso de los diferentes factores en la incertidumbre. Basados en la bibliografia,
el N3 es una herramienta de investigacion que nos permite evaluar distintas opciones
nutricionales para reducir en efecto contaminante, y también la eficiencia de conversion
del animal. Al considerar N3 parametros ruminales, el efecto del consumo de MS y
condiciones de fermentacion como el pH, los cuales como ya han demostrados varios
autores (Bannink et al., 2010; Ellis et al., 2008) provoca efectos en la metanogénesis
ruminal, determinando distintos porcentajes de produccién en los AGV como se
observé en Tabla VII. Algunas de las limitantes es la complejidad de los mecanismos de
fermentacion que requieren informacion detallada de la dieta, caracteristicas de la
degradabilidad del alimento para lo cual debe ser analizada, aunque también se podria
basar en previas incubaciones in situ o software de simulacion de raciones sofisticados,
como es nuestro caso, para lo cual también es necesario el analisis de parametros de
calidad nutricional como MS, PB, FDN, FDA, LDA para cargar en los programas. A
medida que es mas complejo, el modelo ayuda a mejorar la interpretacion permitiendo
generar hipétesis sobre la composicion de dietas, cuantificar los cambios en la emisién
de metano por las acciones tomadas. La estimacion de CH4 entérico a través del N3
permitiria evaluar distintas opciones de manejo y decidir politicas de accion a través del
entendimiento de los mecanismos. Sin embargo, al considerar que dichos valores son
variables en base a la disponibilidad de la informacién, las mejoras en los resultados

pueden diluirse en funcién del tiempo y costo para la obtencion de datos, por lo cual se



deberia analizar todo el contexto de acuerdo a los objetivos planteados, ya que, como
vimos, los modelos muestran una gran dispersion, reflejando la sensibilidad a los
factores de emision, y por lo tanto, un alto nivel de incertidumbre, sugiriendo los
resultados la continuidad de los estudios considerando la cantidad de factores que
afectan la produccion de metano de los rumiantes, para el disefio de estrategias.

Por otro lado, la emision de CH4 producto de fermentacion entérica de bovinos
no lecheros en la provincia de San Luis, correspondiente al nimero de hacienda del
2009, fue de 101.37 Gg CHs (2.128.82 GgCO2eq = 0.580 MTCE) con la metodologia
N2. Para realizar la comparacién entre la emision entérica de Argentina respecto a San
Luis, se aplicd la metodologia N1 (Tabla VIII) debido a la falta de informacion sobre
caracteristicas productivas. Los resultados permiten observar la tendencia de la
provincia, observandose en el ultimo periodo un aumento en la emision, representando
un porcentaje superior al 3% en relacion a los valores de 2-2.5% para la década del

noventa.

Tabla VII1I: Evolucion de las emisiones de metano de origen entérico para Argentina y
San Luis de acuerdo a los lineamientos del “Panel Intergubernamental sobre el Cambio
Climatico”, Nivel I, enGgCO,eq.afio™

1993 1995 1997 1999 2001 2003*  2005* 2007 2008*  2009*

Ar 61922 61.915 58.869 57.691 57.449 67.326 68.721 70.227 70.755 65.625
SL 135 1425 1334 1272 1427 1985 1888 2130 2258  2.289

Elaboracién propia en base a censos de: INDEC, Encuesta Nacional Agropecuaria (1993-2001)/*SENASA, 1° Campafia de
vacunacioén antiaftosa (2003-2009)

En la Tabla I1X se presenta el inventario detallando las emisiones estratificada

por Departamentos, expresada como el gas original y sus equivalencias.

Tabla IX: Emisiones de CH4 procedentes de la fermentacion entérica expresada como
el gas original y sus equivalencias y estratificada por Departamentos. San Luis, 2009.

DEPARTAMENTO GgCHaario*  GgCOzeq MTCE

Ayacucho 6.12 128.42 0.04
Belgrano 5.33 111.86 0.03
Chacabuco 6.44 135.23 0.04
Coronel Pringles 8.10 170.08 0.05
General Pedernera 26.14 548.95 0.15
Gobernador Dupuy 32.37 679.75 0.19
Junin 2.71 56.89 0.02
Capital 10.33 216.89 0.06
San Martin 3.85 80.75 0.02
Total San Luis 101.37 2128.82 0.58

Elaboracion propia



Al utilizar factores globales por defecto, el N1 simplifica el célculo de la
emision, es de gran utilidad cuando tenemos una informacion minima, pero al tener un
grado de incertidumbre mayor al 50% de acuerdo a los expertos del IPCC, no es
conveniente para realizacion de inventarios, ni andlisis regionales cuando se trata de
especie clave. La diferencia en los resultados para San Luis entre N1 (Tabla VIII) y N2
(Tabla IX), coincide con los resultados de etapa anterior sobre comparacion de niveles
metodoldgicos, donde N2 resulta menor que N1 (Tabla V1), ello evidencia cémo el uso
de informacién local y especifica afecta los pardmetros de célculo, por ende, los
resultados finales. Los valores obtenidos para la provincia de San Luis fueron menores
en un 7.5% en relacion con lo estimado a partir del procedimiento N1 (2128.82 vs
2289.40 Gg CO2eq). Al realizar un estudio mas critico, de acuerdo a la caracterizacion
por regiones ganaderas Y tipo de actividad bovina desarrollada, la produccioén de metano
es inferior en la actividad de invernada. Esto se observa al comparar el Departamentos
Dupuy, que concentra su rodeo en la actividad cria y recria, y el Pedernera, que presenta
un perfil ganadero invernador dado por la mayor relacion novillo+novillito*vaca™
(Manazza e Iglesias, 2008). Desde el punto de vista de la eficiencia en la produccion de
carne, la categoria "novillitos" es la menos contaminante, porque genera 0.134 kg CH4
emitido*kg de incremento en PV, representado sélo el 21% de lo que genera la
vaquillona (0.636 kg CH4 emitido*kg de incremento en PV?). La incertidumbre
disminuye mas de un 25% con N2 (IPCC, 2006) utilizando el valor por defecto
propuesto en las directrices; en el analisis de los sistemas de la provincia, se calcula
Ym, por lo cual se reduciria el error en la prediccion, de acuerdo a lo estipulado por
Ellis y otros (2010).

2.4 CONCLUSIONES E IMPLICANCIAS

La tendencia a nivel mundial es la mejora de los valores de produccién, a través

de la incorporaciéon de la mecanica y dindmica de fermentacion en los modelos de
prediccion de gases, se busca mayor precision en los factores de emision. EI N3 difiere
del 2, por el avance en la prediccién de fuentes generadoras y sumideros de Hy, sin
embargo, la menor incertidumbre en las emisiones por metodologias mas complejas,
conlleva a la necesidad de mayor cantidad y calidad de datos bases, los cuales no estan
actualizados o se deben producir, generando una labor extra en tiempo y costo. La

estimacion de la emisidn entérica a través del N3 permitiria evaluar distintas opciones



de manejo en relacion a la dieta y el animal, decidiendo a través del entendimiento de
los mecanismos acciones méas correctas. La mejora en la practica agrondmica a través
del uso de tecnologias que pueden ser aplicadas inmediatamente, como es el caso de
buen manejo de servicio mejorando la tasa de prefiez, paricion y destete, es una
oportunidad que puede reducir los GEI en un 10%, de acuerdo a lo encontrado por
Weiske y grupo de investigacion (2006); dependiendo de condiciones locales,
necesitando informacion especifica para evaluar las mejoras apropiadamente. Al
considerar la disponibilidad de la informacion, las mejoras en los resultados de N3,
pueden diluirse en funcién del tiempo y costo de informacion especifica para la
realizacion de inventarios de GEI, por ello es que se realiza con N2. Aungue existe gran
variacion en los resultados de los modelos, como se vio en resultados de comparacion

de metodologias, la utilidad de cada nivel estara en relacion al objetivo del estudio.



Capitulo 3:
METODOLOGIA DE MEDICION in vivo DE PARAMETROS
RUMINALES

3.1 INTRODUCCION

Los alimentos ingeridos se transforman en el rumen en moléculas menores que

son transferidas al animal a través de la absorcion por la mucosa; la hidrélisis producida
por enzimas, ya sea propia del animal, o de origen microbiano es el primer paso para la
degradacion. Los rumiantes y otros animales considerados pseudo-rumiantes, presentan
una camara fermentativa en la primera porcion del sistema digestivo que le permita ser
més eficiente en la utilizacion de las paredes celulares de las plantas, compuesta
principalmente por HC. La fermentacion de la glucosa se da principalmente por un
proceso oxidativo bajo condiciones anaerdbicas, comenzando con la via de Embden-
Meyerhof, resultando el co-factor NADH reducido, necesitando regenerarse para
completar la fermentacion del azucar. Esta oxidacion se produce por organismos
metanogénicos, transfiriendo un electron a un aceptor distinto del O favorecida por las
condiciones de ausencia de luz y presencia de nitratos (NOs%), azufre (S) y sulfatos
(SO4%). En el rumen las bacterias estan sujetas a un pH cercano a 7; estado 6ptimo para
produccion de CHs (Church, 1993), lo cual explica que el 87% o mas se genera alli.
Calsamiglia y colaboradores (2009), encontraron una alta interaccion entre el pH y las
dietas suministradas, donde la adicion de concentrados hasta un 40% disminuy6 el pH y
aument6 la produccion de acido propidnico, lo que condujo a la disminucién en la
formacion de CHa. En la ultima década los gases de efecto invernadero empiezan a
jugar un papel importante en los temas de discusidn internacionales; al ser el metano

uno de ellos, se ha estimulado su investigacion.

3.1.2 METODOS DE MEDICION DE CH,4

Actualmente existen diferentes sistemas de medicion como las técnicas de
espectroscopia infrarroja, cromatografia de gases, espectroscopia de masa, diodo laser,
camara respiratoria y hexafluoruro de azufre (SFe). Sin embargo, se considera como
método de referencia las cAmaras cerradas que miden sélo metano, las cuales requieren

animales entrenados y presenta alto costo, pero como ventaja provee informacion de la



variabilidad de las emisiones durante el dia por animal y entre animales. Actualmente,
la comunidad cientifica considera la técnica del SFs como un método indirecto de alta
correlacion con las cAmaras. La misma se basa en la liberacion de una cantidad de gas
conocida contenido en un tubo permeable previa calibracion, ubicado en el rumen,
determinando la emision de metano en relacion de ente gas en muestras representativas
del aire expirado por los animales de prueba (Johnson et al., 1994). El SF¢ es el gas
trazador mas empleado, este debe cumplir ciertas caracteristicas, como es una tasa de
liberacion medible, constante y no afectar la fermentacién ruminal. Se coloca un
cabestro que sostiene un capilar sobre el morro, a través del cual se colecta muestra de
aire expirado y éste es almacenado en un tubo al vacio colocado alrededor del cuello del
animal (canister). Posterior a la coleccion de aire expirado, el tubo se presuriza con
nitrégeno y se determinan las concentraciones de SFs y CH4 por cromatografia. Debe
conocerse la tasa de liberacion del gas antes de su insercion en el rumen. Esta técnica
tiene la ventaja de que se puede obtener informacion individual de los animales en
condiciones normales de pastoreo, sin embargo, estan asociadas a mayor variacion que
las técnicas calorimétricas estandarizadas. Sin embargo, el SFe presenta un potencial de
calentamiento global 23900 veces superior al CO., y con una vida media de 3200. Otra
forma de cuantificacion consiste en utilizar una camara dinamica (o de respiracion) que
mide las emisiones de animales rumiantes. Estos recintos cerrados disponen de al menos
una entrada y una salida de gases por los que transita aire limpio de forma continua o
discontinua, determinando las velocidades y direcciones que tomara el flujo de gas en el
interior. La morfologia tiende a ser mas sencilla por cuestiones de facilidad de manejo,
prevaleciendo las cdmaras con forma cubica (McGinn et al., 2004; Wang y Huang,
2005), con uno o dos de los extremos de forma coénica, cuando se pretenden realizar
experiencias con estiércoles o purines (Arogo et al., 2003; Heber et al., 2002). El
tamafio o volumen de la camara vendra determinado en funcion del uso, para
determinaciones de ganado vacuno existen camaras de hasta 63,5 m® (McGinn et al.,
2006). Los materiales constructivos empleados en la construccién de las camaras varian
en gran medida encontrandose camaras de casi cualquier material (plasticos, metalicos,
vidrio, etc.). En general, existe una tendencia a utilizar materiales ligeros y resistentes
que faciliten el manejo del equipo (p.ej. PVC) (Leyris et al., 2005; Smith et al., 1995).
En estudios con animales vivos, es habitual encontrar cadmaras realizadas con
cerramientos transparentes (p.ej., plexiglas) con el fin de reducir el estrés de los

animales, ademas de poder observar su estado durante el experimento (Anexo 1). Otra



metodologia, son el uso de méascara de circuito abierto, aqui los gases emitidos por el
animal se recogen en bolsas que son analizadas en laboratorio donde se determinan las
concentraciones de los gases (LOpez et al., 2011). Este método presenta la ventaja
respecto a la cdmara dindmica, que es mas economico. Por el contrario, el uso de la
mascara tiene diversas desventajas, el animal no puede comer ni beber mientras tiene la
mascara puesta, no se pueden realizar mediciones significativas de emisiones de metano
debido a la variacion diaria normal y se subestima la produccion de calor en un
promedio de 9% (Johnson y Johnson, 1995). Otra alternativa son las mascaras que
cubren la cabeza del animal entre los intervalos de que comié (Boadi et al., 2002). Estas
mediciones se hacian antes de los noventa para entender el metabolismo energético
debido a que la eructacion de metano representa una pérdida de energia. Como se
indica, existen muchas tecnicas para la cuantificacion de las emisiones de metano
procedentes de animales, sin embargo, son complejas y costosas. En este contexto, no
resulta llamativo que la posibilidad de contar con alguna técnica alternativa de medicion

de emisiones de CH, entérico se haya convertido en una preocupacion.

3.1.2.1- DETERMINACION DE CHyain vivo EN ARGENTINA

El grupo de investigacion GEI del Instituto de Patobiologia del CICVyA en
INTA encabezado por el Dr. Berra, viene trabajando en la determinacion de metano
entérico desde 2007. En ese lapso de tiempo se ha ido evolucionando en el desarrollo de
diferentes metodologias; las primeras mediciones directas en bovinos se realizaron con
micro-fistulas de rumen colectando los gases en un tanque de polietileno grueso de 300

| de capacidad ubicado sobre la region dorsal (Fig. 5).

FIGURA 5: Medicion in vivo de CH4 entérico en INTA Castelar.

Método del globo Fistula inferior.

El inconveniente se presentd en el dato final del gas debido a que existian

pérdidas a través de la fistula: se probd colocar la fistula en la parte inferior del rumen y



determinar el volumen final, sin obtener resultados satisfactorios. Otra alternativa
desarrollada fue la méscara facial, confeccionada de latex y se sujeta al maxilar superior
por detrds de la cabeza de manera que se fije herméticamente. La misma presenta
valvulas de espiracion e inspiracion, colectando el aire (Fig. 6). El disefio se mejord
incorporando un derivador de secreciones nasales para no interferir en el proceso de

registro de las emisiones durante la respiracion, no obteniendo resultados satisfactorios.

FIGURA 6: Mascara facial para colecta de gases

Método de la mascara. Medicién de volumen total.

Se avanz6 con la medicion por telemetria, este consta de un equipo electrénico
que mide el flujo de gas producido en el rumen, evacuandolo lateralmente por la fistula
ruminal a través, de un sistema de valvulas unidireccionales que impide la reentrada de
gases en el rumen. El aparato contiene un dispositivo de comunicacion celular que
utiliza la red GPRS para enviar los datos medidos via internet a un servidor, que
almacena esta informacion en una base de datos para su posterior analisis. En la Figura
7 se presenta el esquema general de los componentes de medicion de gases ruminales

por telemetria.

FIGURA 7: Componentes del mddulo de Telemetria
FUENTE ALIMENTACION | « > | BATERIA | [m]

CIRCUITO DE POTENCIA
— BOMBA DE MUESTREO

MODULO GPRS DE COMUNICACION
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INTERFAZ DE

SENSOR DE FLUJO
COMUNICACION




El modulo presenta diferentes tipos de fuentes de alimentacién, dando la
posibilidad de estar conectados permanentemente a la red eléctrica que cuenta con un
sistema de carga y control de una bateria que se utiliza como back up en caso de corte
de luz, y para los equipos que solo funcionaban a bateria, se armé un pack de baterias de
niquel-metal y un cargador. Para controlar el nivel de bateria se agreg6 a la pagina web
un casillero que indica su estado. El circuito de control es el encargado de enviar las
sefiales de control hacia la placa de potencia y también se encarga de recibir los datos
del sensor de flujo enviando, una vez digitalizados, el paquete de informacidn al médulo
de comunicacion GPRS, tratdndose de un modem celular que requiere una linea
habilitada de modo de poder acceder a la Red GPRS para enviar los datos de las

mediciones al servidor.

FIGURA 8: Medicion on line de CHa entérico por Telemetria

Medicién a campo por telemetria. Médulo de telemetria.

Para corroborar la certeza en las mediciones se evallo la posibilidad que pudiera
haber una parte de los gases ruminales que se exhale por las vias respiratorias
superiores, por lo que se estudid la evacuacion de gases en bovinos con fistulas de
rumen y fistulas esofagicas en simultaneo, el resultado de este estudio permitio
determinar que parte de la emision de estos gases se producia a través de la fistula de
esofago, lo que se constituyd en un indicador verificable que la colecta de gases via la
fistula ruminal era parcial en la eructacién. Por esta razon, se diseid un tubo
endotraqueal que debe insertarse dentro de la fosa nasal hasta la cavidad virtual, previo
realizacion de un piercing para pasar precintos y realizar la fijacion de tubo en nariz,

permitiendo la captura del aire eructado y espirado.



FIGURA 9: Ubicacion del tubo endotraqueal

Vista externa de ubicacion traqueotubo. Sujecién del traqueotubo a la tubuladura.

Para la realizacion de la tubuladura, primero se fija en el cepo de la cabeza del
animal y se realiza el piercing en morro, para ello, se debe llevar cabo una preparacion
previa del animal que consiste en insertar una tubuladura que atraviese la zona
cartilaginosa del tabique nasal, de modo tal que sirva para anclar el tubo. Previo, en
funcion al tamafio del animal, se identifica la sonda (tubo) adecuada para posicion
adecuada en animal. En la experiencia, se utiliza un tubo endotraqueal de 10 mm por
tratarse de bovinos de tamafio grande (aproximadamente 500 kg). Una vez introducido e
insuflado el tubo, se fija con precinto al piercing. Para asegurar que el flujo de gases no
retorne durante las inspiraciones, se debe incorporar al sistema una valvula
unidireccional a la salida del traqueotubo. Dicha valvula debe poseer una membrana tal
que ofrezca poca resistencia al flujo saliente de gases y que, a su vez, produzca un
sellado perfecto para evitar el retorno. Los gases atraviesan la valvula dirigiéndose al
sistema de registro que consta de dos sensores, uno de volumen y otro de concentracion
de metano, acoplados entre si, y ambos al registrador (Fig. 10). Este Gltimo posee un
visor en el cual pueden observarse los volumenes acumulados de gases y las
concentraciones instantdneas de metano. El aparato registrador cuenta también con un
MODEM celular con tecnologia GSM, al que se le debe colocar un CHIP SIM, sin
restriccion de compafiia. EIl Unico requerimiento es que la linea tenga habilitado el
paquete de datos, de modo de poder acceder a la Red GPRS para enviar los datos de las
mediciones al servidor. El sistema es montado en un estuche, junto a la bateria de

alimentacion cuya duracion media de carga es de 48 horas.



FIGURA 10: Componentes del sistema de medicion

Valvula unidireccional. Membrana. Sistema de registro.

Se adicion6 al canister un recipiente plastico con solucién liquida buscando
relacionar la salida del liquido con la entrada del gas (Fig. 11). En la parte superior del
botellén de 2.5 | de capacidad, se ubica el orifico de entrada, que se conecta a una linea
de aspiracion que termina en el tubo traqueal dentro de la cabeza del animal. Desde
orificio inferior se conecta un sistema de manguera con aparato regulador de salida del
volumen del liquido, permitiendo alcanzar el equivalente entre lo que sale de liquido y
entra de gas. Primero se debe determinar una aproximacién de la cantidad de gas que se
producira en el periodo determinado, para después regularizar la cantidad de salida del
liguido de manera tal de llegar al final del periodo de medicién con solucién en el
recipiente (con esto se busca evitar pérdidas de gas). Suponiendo que una gota contiene
0.05 ml de agua, entonces, por cada ml de gas entrante se debera evacuar 20 gotas de

solucién. Actualmente en revision.

FIGURA 11: Sistema de coleccién continla de gases con botellon

Valvula

unidireccional

Medicién en animales pastoreando. Componentes del sistema.

Conscientes de la importancia de la ganaderia en relacion a los GEI, y al no
existir metodologias sencillas, faciles de implementar y estandarizadas, la EEA San

Luis esta trabajando en alternativas menos invasivas que apuntan a obtener evaluaciones



in situ de pardmetros gases ruminales. En este capitulo se desarrolla un sistema de
medicion de CH4, NH3, COV, H,S, CO y CO- a través de una fistula ruminal.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 PRINCIPIO DEL FUNCIONAMIENTO
Los ensayos para calibracion de la técnica se llevaron a cabo durante los

periodos 2011 y 2012 en la Estacién Experimental Agropecuaria San Luis. Todos los
procedimientos para el manejo y uso de los animales se realizan dentro de las normas,
reglamentacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL).

3.2.2 PREPARACION ANIMALES

Se trabajo en un cepo con 6 animales Aberdeen Angus de 14 meses de edad, con
peso promedio de 260 kg. Se rasur0 un zona en cuyo centro se ubicaba el area
quirdrgica, por debajo de la apofisis transversa de la primera vértebra lumbar izquierda,
utilizando 20 ml de anestesia local (lidocaina al 2%), se infiltro en el tejido celular
subcutaneo y musculos oblicuo abdominal externo e interno, luego se acosto el animal,
previo ayuno de 24 horas. La zona se esteriliz6 con una solucion de povidona-yodo.
Valiéndose de un trocar de acero inoxidable de 2.5 cm de diametro se efectud un corte
circular de la piel, los planos musculares y peritoneo. Se exterioriza parte del rumen
fijandolo a la piel, con agujas no traumaticas curvas con nylon. Luego se lubrica los
bordes de la herida y se introduce el cuerpo de la canula. Al ser una estructura de
polipropileno pequefia (1cm de diametro) los cuidados pos-operatorios se limitan a
aplicacion de antibidticos y observacion diaria del proceso de cicatrizacion. Quince dias
después de la cirugia, el animal estuvo en condiciones para iniciar los ensayos,
manteniéndose otros quince dias en periodo de acostumbramiento de dieta para permitir

la estabilizacién de la flora ruminal.



3.2.3 CARACTERISTICAS DE EQUIPOS
Los equipos Reike Keiki RX-415 y Eagle son instrumentos portatiles que

detectan combinaciones de gases. Son equipos en los que la medicion se realiza en el
propio instrumento, obteniéndose la concentracion del gas a partir de la lectura reflejada
en el display. Los monitores estan constituidos por un sensor gue, en contacto con el gas
a medir, genera una sefial eléctrica que es registrada en un dial y se transforma en
unidades de concentracion del gas presente en el ambiente. Con la ayuda de una bomba
de aspiracion, normalmente incorporada en los monitores de lectura directa y una sonda
se pueden realizar mediciones desde el exterior de lugares cerrados o de dificil acceso
El modelo RX -415 permite determinar concentraciones de Oz, CO2, CHs y CO, a través
de la combinaciébn de sensores infrarrojo (NDIR), galvdnico y de células
electroquimicas, con rangos de medicion entre 0 y 100% LEL (limite inferior de
explosividad), o de 0 a 100% volumen (vol.) para CHs; de 0 a 25% vol. para Oz; de 0 a
1000 ppm para CO y de 0 a 20% vol. para CO,. Para la determinacion de otros
compuestos precursores de sustancias odoriferas se recurrid a un equipo Eagle 2, que
utiliza sensores fotoionizables (PID) para aplicaciones con alta sensibilidad e

infrarrojos, identificando NHz con un rango de 0 a 75 ppm, H»S hasta una concentracion



de 100 ppm, y compuestos organicos volatiles (COV) con un rango de 0 a 2000 ppm.
Los COV son sustancias quimicas organicas cuya base es el carbono y se evaporan a
temperatura y presion ambiental generando vapores, que pueden influir en la
degradacion de la capa de ozono (el Protocolo de Kyoto y de Montreal contemplan
actuaciones para disminuir las emisiones de estos compuestos a la atmosfera de manera
que se evite su efecto sobre el ozono estratosférico), y también como precursores del
ozono troposférico generando lo que se conoce como smog fotoquimico. Ademas tiene
la posibilidad de configurar sensores infrarrojos para CO., metano o isobutano para las
escalas de LEL y % en volumen. Cuenta con doble filtro hidrofébico incrementando su
proteccion contra el agua. Ambos equipos poseen bomba interna controlada
permanentemente mediante un medidor de caudal el cual detiene la misma en caso de
notar reducciones en el caudal de muestreo. Opera continuamente por un lapso de 34
horas con baterias alcalinas o por 20 horas con baterias recargables de Ni-Cd, tiene
controles de autocalibracion, silenciar alarma, demanda cero, memoria de picos. En el
procedimiento de medicion el volumen de aire ingresa a la sonda conectada a una
bomba de aspiracion y, transcurridos 15 segundos para su estabilizacion, se lee la
concentracion en la pantalla del equipo.

A finalizar el primer periodo de ensayos (afio 2012), ambos equipos fueron
enviados al representante de RR en Argentina, para su mantenimiento y calibracion

correspondiente.

FIGURA 13: Equipos Portatil de cuantificacion de gases RX-415 y Eagle.

3.2.4 PUESTA A PUNTO DE METODOLOGIA
Para el proceso de estandarizacion en la determinacion de gases ruminales, se

ensayaron diferentes modificaciones, estipulando el siguiente protocolo: durante la



semana de medicion, los bovinos se encuentra encerrado en boxes con agua ad libitum.
Por cada tratamiento el animal se encuentra bajo una misma dieta por 25 dias, en una
sola entrega a las 8:00 AM. Al momento de realizarse las mediciones, los animales son
llevados al cepo donde se ensambla el equipo detector de gases portatil. La porcion
externa de la canula se conecta a un tubo conector, que a través de una manguera, se
conecta a la sonda del aparato lector de gases. En el procedimiento de medicién el
volumen de aire ingresa a la sonda por accién de la bomba de aspiracion y, transcurridos

15 segundos para su estabilizacion, se lee la concentracion en la pantalla del equipo.

3.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

La precision del método se estima a través de la reproductibilidad, indicando el
grado de concordancia de los resultados obtenidos cuando el método es aplicado a la
misma muestra reiteradamente por distintos y en diferentes dias. En este caso la muestra
esta representada por la dieta, para los cuales se eligieron 3 calidades distintas: raciones
de calidad, alta (PB=14% y Dig. >65%), media (PB=9% y Dig. >55%) y baja (PB=4%
y Dig. <55%), evaluada en diferentes animales fistulados, en distintos dias. La
validacion del método se conduce de acuerdo al coeficiente de Horwitz (AOAC). Este
coeficiente de variacion definido por W. Horwitz, surge a través de la ecuacion obtenida
de un estudio estadistico, después de reunir una serie de datos, provenientes de 150
ensayos de interlaboratorios organizados por AOAC. En dicho estudio, se observo que
el coeficiente de variacion de los valores medios dados por los diferentes laboratorios
aumentaba a medida que disminuia la concentracién del analito. La ecuacion de

Horwitz, esta definida como:

CVH = 2(1— 0.5 log(C)) Ecuacion 6
H= Coeficiente de variacion de Horwitz
C= concentracion del muestra expresado en potencia de 10

El criterio de aceptabilidad para la precision se puede hacer en base a coeficiente
de variacion de Horwitz, se acepta si CV% <2CVH%*2?1. EI CVH se expresa en
potencia de 2, y la concentracion media de la muestra expresada como potencia de 10,
de esta forma independiente de la muestra y el método utilizdndose puede estimar el
coeficiente de variacion esperado para la precision, proponiendo la determinacién de un

rango aceptable para una muestra de acuerdo a su concentracion.



Se analizaron los diferentes gases en funcion a la calidades a través de un
analisis de la varianza cuya hipotesis nula es que todas las medias de las mediciones de
un gas x sean iguales en las distintas calidades, y la alternativa es que al menos una sea
diferente. Si se llegara a encontrar diferencia significativa, se procedera a realizar el
estudio de comparaciones multiples de Tukey. Los anélisis estadisticos y graficos se

realizaron con software InfoStat version 2015 (Di Rienzo et al.; 2015).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
Durante el proceso de estandarizacion de la técnica se ensayaron diferentes

dietas con mezclas variadas de pasturas, granos y subproductos de variadas calidades.
La precisién de los resultados puede ser un indicador utilizado para validar el equipo de
acuerdo a AOAC (Horwitz). En la Tabla X se observa dicho pardmetro (CVH%),
ademas de las medidas de resumen estadistico. De acuerdo a Horwitz, el coeficiente de
variacion para reproducibilidad es, en todos los gases medidos, menor al CV%, por lo
cual se cumple el criterio de aceptabilidad establecido.

Tabla X: Estadistica descriptiva de parametros poblacional en rumen

Variable Media D.E. Var(n-1) E.E. Min Max CV% CVH%
CH, vol 19,34 9,18 84,34 0,80 0,35 58,00 47,48 9,76
0, vol% 4,82 5,25 27,53 0,45 0,00 20,70 108,83 7,91
CO ppm 649,39 354,80 125880,56 30,76 3,31 1000,00 54,63 16,56
CO,vol% 18,57 4,57 20,86 0,40 0,07 20,00 24,59 9,70
NH; ppm 4,84 5,17 26,76 0,45 0,00 28,00 106,8 7,92
H>S ppm 84,27 32,32 1044,84 2,80 0,00 100,00 38,36 36,54

En la Figura 14 se muestran el centro, la dispersidn, la simetria o asimetria y la

identificacion de observacidn es atipica de CH4, O2, CO, CO2, NH3 y H.S.



FIGURA 14: Diagramas de cajas para CHs, 02, CO, CO2, NHz y H2S ruminal.
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Analizando los diagramas se observa gran variabilidad entre los gases ruminales,
como entre las calidades de dieta de cada gas. Al comparar la generacién de
CHasruminal entre las raciones se observa la mayor emision para baja calidad (BC), le
sigue alta calidad (AC) y por ultimo mediana calidad (MC). También se observa la
mayor variabilidad en las emisiones para alta calidad, seguido MC y por ultimo BC. Se

nota la existencia de un valor atipico en la distribucion de AC, sin embargo es la mas



simétrica, a diferencia de MC con asimetria por izquierda, lo que me indica que entre el
25 y 50 % de las mediciones fueron mas dispersa que entre el 50 y 75%, BC asimetria
por derecha, por lo que la mayor dispersion se obtuvo con los mayores valores. En el
caso del O, la diferencia al CHa, es que el valor medio de todas las mediciones es una
tendencia hacia los mayores valores de O>. La menor dispersion se determina con el
CO2, lo que indicaria que no se veria afectado por la dieta y para el caso de H2S nos
muestra alta dispersién en baja calidad y no asi en alta. Para el NH3 la variabilidad en la
parte central de la distribucion de las emisiones tanto de AC, MC y BC es muy similar
Cuando se analiza los componentes de la dieta, coincidiria con lo representado en la
caja de HS, debido a que el componente principal de las dietas de AC es el gluten feed
de maiz, con diferentes participacion en las de BC, acompafiado de alimentos toscos.
Considerando a la calidad de las raciones como tratamiento de cada gas se observa que
el unico gas que no presenta diferencia significativa con la dieta es el CO, y NH3 (Tabla
XI).

Tabla XI: Estadistica descriptiva de gases ruminales con raciones de alta, media y baja
calidades.

Variable  Calidad N Medias D.E. Medianas rangos p-valor
AC 70 16,93 9,85 17,00 54,28 A

CH4 vol% BC 46 24,99 4,63 25,00 94,93 B <0,0001
MC 17 14,00 8,33 17,00 43,79 A
AC 70 6,56 5,91 4,25 78,67 B

0: vol% BC 46 1,89 2,11 1,40 44,47 A <0,0001
MC 17 5,60 5,02 3,60 79,91 B
AC 70 723,37 331,62 1000,00 75,36 B

CO ppm BC 46 519,61 366,17 371,50 53,43 A 0,0078
MC 17 695,99 335,40 790,33 69,26 B
AC 69 17,82 5,47 20,00 63,45 A

COzvol% — gc 46 20,00 0,00 20,00 73,00 A 0.297
MC 17 17,68 5,98 20,00 61,29 A

NHs ppm AC 70 5,76 6,07 4,00 71,64

>

0,2121



BC 46 3,80 4,17 2,75 58,97 A

MC 17 3,89 2,35 4,00 69,65 A
AC 70 92,56 23,65 100,00 74,21 A

H.S ppm BC 46 74,07 38,14 100,00 57,87 8 0,0079
MC 17 77,77 38,38 100,00 62,03 AB

A través de indicadores se busca evaluar los cambios en el momento de los
distintos patrones de fermentacion que verdaderamente producen el alimento en el

animal.

3.4. CONCLUSION
Conscientes de la gran cantidad de factores que afectan la produccion de metano,

y por defecto, la amplia gama de circunstancia para cuantificarla, es lo que determina la
existencia de varias metodologias, tanto para estimarla como medirla. La revision
bibliografica, y compilacion del desarrollo de las técnicas del grupo de GEI del Instituto
de Patobiologia del CICVyA en INTA Castelar, evoluciona en metodologias. Por su
parte en la EEA San Luis se ha interesado en la tematica y trabaja en el desarrollo de
una técnica in vivo, que permite a traves de la lectura directa, la cuantificacion de la
concentracion de gases ruminales. Entre las ventajas se destaca la rapidez en las
determinaciones, econdémica y la certeza del muestreo puntual en el ambiente de interés
de estudio (rumen). Por contrapartida, la menor precision y posibilidad de problemas de
interferencias. Ademas, esta metodologia, no intrusiva permitiria el recupero del animal,
importante para determinar los cambios bioquimicos instantdneamente a campo,
permitiendo el desarrollado del diagnostico preventivo de las enfermedades ruminales y
metabolicas de los bovinos trabajo. Los resultados preliminares apuntan a la factibilidad
de su aplicacion en las mediciones de emisiones de metano entérico y otros gases
ruminales, permitiendo disponer de la informacion necesaria de cada dieta especifica
para proponer estrategias de reduccion, y que al mismo tiempo, les permita el desarrollo
sustentable del sistema productivo. La técnica fue sometida a evaluaciones de pares a

través de la presentacion en congresos obteniendo interesantes aportes.



Capitulo 4:
METODO in vitro DE FERMENTACION RUMINAL: ANKOM RF

4.1 INTRODUCCION
La necesidad de eficientizar sistemas de produccidn sustentables, hizo que se

alcanzara un gran avance del estudio de los atributos de los alimentos (nutrientes) en las
ltimas décadas. Desde el “80 se decia que, para conocer la disponibilidad para los
rumiantes de ciertos nutrientes en los alimentos, se requerian procedimientos analiticos
apropiados que relacionaran correctamente las propiedades quimicas del alimento con
su verdadero valor productivo (L6pez, 2008). En los ultimos afios se ha avanzado sobre
procedimientos quimicos, espectrofotometro y biologicos, tanto en laboratorio como a
campo. Entre los métodos in vitro, la técnica de produccion de gases es considerada con
mayores ventajas para valorar la calidad de alimentos en rumiantes (Dijkstra et al.,
2005), debido a que permite estudiar la cinética del proceso fermentativo. Ademas, es
de baja demanda de mano de obra y posee menor costo por unidad de muestra evaluada
de manera sencilla y rapida que metodologias in vivo. Cuando un alimento es incubado
con liquido ruminal tamponado, los microorganismos convierten los carbohidratos y en
menor medida las proteinas de los alimentos en productos finales, como son los acidos
grasos volatiles (AGV), proteina microbiana, metano (CHa) y gas carbonico (CO/CO3)
(Snigh et al.; 2011). Los acidos grasos de cadenas cortas, son también productos finales
de la fermentacién que se da principalmente en el rumen, siendo absorbidos y usado
como fuente de energia para el animal, diferenciandose del CHs y CO. que son
eliminados por eructacion. Numerosas poblaciones de microorganismos estan
involucradas en los procesos de produccion de Hz y CO», las cuales constituyen el
sustrato para bacterias metanogénicas. Las emisiones de CHa4 son una significante
pérdida de energia de la dieta, la cual podria ser re direccionada para la produccion de
leche y carne (Eckard et al., 2010), y disminuir el impacto negativo al medio ambiente.
La técnica de produccion de gases data de la década del “70, desde que Menke y
Ehrenvard (1974) midieron el desplazamiento del émbolo de una jeringa de vidrio (100
ml). Luego en 1994, Theodorou junto a su grupo de investigacion, describieron una
técnica simple y con mayor precision para medir pequefios incrementos del volumen de

gas. Ellos emplearon frascos de 125 ml cerrados herméticamente, generando una



acumulacion de gases en la parte superior, donde se coloco un transductor de presion
permitiendo obtener el volumen de gas generado a medida que avanza la fermentacion.
Actualmente, hay dos formas de medir la fermentacion microbiana de los alimentos a
partir del volumen de gas producido in vitro, midiendo el volumen de gas producido, o
estimarlo a partir de los cambios de presion que tienen lugar en recipientes de volumen
fijo. Entre los que miden la presion se incluyen el método desarrollado por Theodorou,
los métodos automatizados y computarizados de Pell, Schofield y de Cone. (Noguera et
al., 2006). Después de la inoculacion, se igualan las presiones internas de las botellas, y
los controles se realizan con un transductor de presién mediante puncion a traves del
tapon. La sonda del transductor y la aguja estan conectadas por una valvula en T, que
tras cada pinchazo permite la salida del gas para eliminar el efecto de una presion
acumulada en sucesivas lecturas. Para efectuar las correcciones necesarias, la presion se
relaciona con el volumen de gas extraido. Por su simplicidad, estos sistemas permiten la
valoracion simultanea de un amplio nimero de muestras. No obstante, la proporcion de
inoculo ruminal en la mezcla de incubacion (5%) es mas baja que con los otros
sistemas. Esto puede afectar el ritmo y la tasa de fermentacion, aunque Pell y Schofield
(1993), no observaron diferencias en la produccién de gas total cuando emplearon bajas
y altas concentraciones de indculo. El sistema desarrollado en la Universidad de Cornell
bajo el mismo principio se caracteriza porque cada botella de incubacion dispone de su
propia sonda electrénica para determinar la presion, al estar todas conectadas a una
computadora que procede periddicamente a la lectura y registro automatico de los
resultados. Un inconveniente importante de este sistema es que permite la acumulacién
de gas segun transcurre la incubacion, lo que puede limitar el desarrollo de la

fermentacion y llevar a errores acumulados en lecturas sucesivas.

4.1.2 SISTEMA DE LA PRODUCCION DE GAS ANKOM RF

El Sistema de la Produccién de Gas, ANKOMRF proporciona un método facil
de usar para monitorizar y medir los gases producido por fermentacion en el interior de
los frascos. Este novedoso equipo que aparece en el mercado, que permitiria monitorear
y medir las cinéticas del metabolismo microbiano de forma automatizada. Mediante el
control de la presion del gas a través de sensores de la presion, se comunica la
informacion a un ordenador mediante radiofrecuencia (RF). En cada unidad de
fermentacion (frascos) se encuentra una valvula electronica que libera el gas acumulado

al alcanzar una presion determinada, y se cierra tras alcanzar la presién atmosférica.



Esta presion se asocia a un volumen de gas especifico, que registra a una en una
computadora el momento y nimero de aperturas de estas valvulas logrando un gran
namero de lecturas. Sin embargo, tiene como desventaja la no estandarizacion de la
metodologia, variabilidad en los resultados y fallas en la sefial de radiofrecuencia (razon
por la cual se estuvo trabajando con la asistencia de Ankom en ajustar la misma).

FIGURA 15: Componentes del Sistema Ankom RF
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Los gases se producen directamente como consecuencia de la fermentacion del
alimento, y también de forma indirecta a traves de la neutralizacion de los acidos con el
bicarbonato del buffer, proceso en el cual se libera CO2. Varios autores (Getachew,
1998, 2005; Wolin, 1997; Hungate, 1966, Groot et al., 1996; Schofield et al., 1994; y
van Soest, 1994), coinciden en que el mayor volumen se produce cuando el sustrato es
fermentado generando los cidos acético y butirico como productos finales, y en mucha
menor medida, la produccion de &cido propidnico, ya que este no genera CO2 de manera
directa. Al aplicarse las leyes de la estequiometria que permite el calculo tedrico de las
cantidades producidas en el equilibrio de AGV, Hz y CO; (van Soest, 1994), se
producen cambios en las curvas de fermentacion. De la complejidad de la
estequiometria de las diferentes reacciones que ocurren en la fermentacion, los tipos de
sustratos y las condiciones experimentales, existen diferentes sistemas de medicion y
modelos matematicos, para ajustar los perfiles de produccion de gases (France et al.,
1993; Shofield et al., 1994; Groot et al., 1996) en constante investigacion y mejoras. El
objetivo de este capitulo es la evaluacion del equipo de Ankom RF en cuanto al papel
que desempefian en la descripcion de la cinética de produccion de gas y determinar

criterios de seleccidn estadisticos que permiten elegir el mejor ajuste.



4.2 MATERIALES Y METODOS
El ensayo se realizd en INTA, EEA San Luis (Latitud 33°39'50" S, Longitud
65°24'37" W). Se siguid la metodologia de Theodorou y otros (1994) indicada en el

Manual operativo del equipo Ankom RF- Rev. D 8/31/10 (www.ankom.com). El

sustrato de incubacion fue alfalfa (Medicago sativa), cosechada con 30 dias de rebrote,
y en una segunda etapa en simultdneo con pasto lloron (Eragrostis curvula). Ambas se
secaron a 65°C por 48 h, continuando con un molido y tamizado (2mm), para posterior
determinacion analitica de materia seca (AOAC, 1990), proteina bruta por Kjeldahl, en
forma secuencial, fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente &cida (FDA) y lignina
detergente &cida (LDA) (Goering y Van Soest, 1970). Se introdujo 1g de MS de
muestra (+/- 0.005) dentro de frascos de vidrio de 250 ml. Se inoculé con 20 ml de
fluido ruminal extraido previamente (15 minutos) de animales fistulados (bovino macho
de raza Aberdeen Angus con fistula en rumen, de peso vivo 350 kg) alimentados a base
de heno de alfalfa de buena calidad (10% de floracion).

4.2.1. OBTENCION DE INOCULO
El indculo se extrajo directamente a través de la fistula ruminal (Fig. 16), se
tomo un pufiado de mezcla del rumen, se exprimio el contenido para extraer el liquido y

éste se almacend en termos previamente calentados con agua a 40°C para su transporte.

4.2.2. TRATAMIENTOS EN LABORATORIO

En el laboratorio el material ruminal se licu6 por 30 segundos, se filtro y
transfirio a un erlenmeyer mantenido en bafio maria a 39°C, continuamente saturado con
CO2. Muestras e inoculos se mezclaron con buffer en relacion 1:4 v/v, en constante
burbujeo de CO». La solucién tampon utilizada fue la propuesta por Kansas State
(Marteny Barnes, 1980) compuestas por minerales, fuentes de nitrdgeno y agentes

reductores que ayudan a la anaerobiosis necesaria en el proceso (Tabla XII).


http://www.ankom.com/

FIGURA 16: Extraccion de indculo

Tabla XI11: Composicion solucion buffer Kansas State

SOLUCION A GIL
KH2PO4 10.0
MGSO4 * 7 H20 0.5
NACL 0.5
CACL2*2 H:0 0.1
UREA 0.5

SOLUCION B G/L
NA2CO3 15.0
NA2S*9 H.0 1.0

SE MEZCLA 20 ML DE SOLUCION B CON 1000 ML DE A, AJUSTANDO EL PH A 6.8

A cada vaso de 250 ml, se le adiciona 25 ml de de inoculo ruminal, 100 ml de
solucion buffer y 1 gramo en MS de alfalfa (para tratamiento 1), o pasto lloron
(tratamiento 2). Luego son colocados en un bafio termostatico a 39°C, y se incorpora un
vaso fermentador como blanco gque contenia solucién inoculo y buffer, sin muestra (Fig.
17). Una vez estabilizada la temperatura se comienzan con las lecturas de presion cada 5
minuto por 25 h, corregidas con la presién que indica el médulo cero (14 psi), fijando
una apertura de la valvula a 5 psi de presion interna. Se realizaron 3 corridas con 2

repeticiones por tanda.



FIGURA 17: Acondicionamiento de Indculo en laboratorio
il i :

4.2.3. PRESION DE GAS

La presién de gas medida durante el estudio se convirtié en moles de gas usando
la ley de los gases ideales y aplicando la ley de Avogadro se transforma los moles en ml
de gas. Ley de gas ideal (Ec.7) y Ley de Avogadro (Ec. 8).

n=p=v(RT)™" Ecuacion 7
n: gas producido en moles (mol)

p: presion en kilopascal (KPal)

V: volumen de gas libre en el microfermentador (L)

T: temperatura en kelvin (K)

R: constante de los gases reales (8.314472 I*Kpa/K*mol)

gas =n = 22.4l mol™! = 1000ml = mol™? Ecuacion 8
n= N° moles (mol)

En la conversion de unidades se considerd 1psi=6.894757293; 1k=273°C y un
mol de gas ocupa 22.41 a 0°C, utilizando 25.6 I*mol que corresponde al volumen que

ocupa un mol a 39°C.

4.2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los modelos utilizados para el ajuste de las curvas de produccion de gas fueron
polinomial cubica, logistico, Gompertz y monomolecular. EI modelo polinomial supone
que la tasa de produccion de gas depende unicamente del sustrato disponible una vez
alcanzado el tiempo de colonizacion, no asi los otros tres que consideran la produccion

de gas proporcional al tamafio de la poblacion microbiana y al sustrato digestible. Los



modelos se compararon sobre la base de herramientas estadisticas como el Cuadrado
Medio de Error (CME) y los criterios de informacién de Akaike (AIC) y Bayesiano
(BIC). La seleccion de estos pardmetros se basa en que el CME agrupa la variabilidad
de aquellos factores que no tiene en cuenta el investigador, el AIC considera la
diferencia en el nUmero de parametros entre los modelos, y el BIC incorpora ademas,
los cambios en la bondad de ajuste y el nimero total de datos. El analisis se realiza con
el software estadistico de Infostat VV2015.

Para contrastar si las diferencias de presiones obtenidas al comparar los dos
tratamientos (alfalfa vs pasto lloron) permite la evaluacion de la hip6tesis, se aplico la
prueba t-Student para dos muestras independientes. Se puede expresar matematicamente
el modelo estadistico (Ec. 9)

Xz.}. = t}. + €;; Ecuacion 9
t = Efecto de la dieta sobre la produccion de gas, entonces tj supone que actda uniformemente sobre la
variacién de la presion, es decir que, a un mismo tratamiento (misma dieta) se producira el mismo
volumen de gas.

eij = Varia de unidad experimental a unidad experimental, y ademas refleja todo tipo de variabilidad que
no ha sido investigado por el investigador, este término es denominado error experimental.

En los contrastes para muestras independientes la hipotesis nula (HO) propone
que las medias de las dos poblaciones son iguales y se establece la hipdtesis alternativa

(H1) de que son diferentes.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla XII1 se muestra la composicion quimica de material muestra.

Al analizar las curvas de respuesta para los factores de tratamiento, se observa
que el factor cuantitativo puede tener varios niveles de graduacién. Los perfiles de la
produccién de gas obtenidos corresponden a diferentes tiempos de incubacion (cada
cinco minutos hasta 25 h) usando el equipo de Ankom RF. La presion originada por los
gases acumulados en la parte superior de los frascos son transferidos por el sensor a la
computadora, generando una base de datos de n=2092 por corrida para estimar los

parametro de degradacion.



Tabla XI11: Parametros sobre calidad nutricional de alfalfa y pasto lloron.

Muestra  C.fisica o FDN  FDA  PB  DIVMS EM

% % % % % Mcal/kgMS
Alfala(M. 000 9498 4972 3010 17 76.80 2.35
sativa L.)
P.Lloron — Hieido 70 60 416 47 @ A7199 1.72
(E.carvala)

MS: Materia Seca. PB: Proteina Bruta. FDN: Fibra Detergente Neutro. FDA: Fibra Detergente Acida.
LDA: Lignina detergente Acido. DIVMS: Digestibilidad in vitro de la MS. EM: Energia Metab6lica

La aplicacion de los modelo de regresion no lineal determind que el modelo
monomolecular fue el que explic6 mejor la cinética de la produccion de gas,
presentando el menor CME y BIC en todas las corridas en base a el sustrato alfalfa. Las
curvas obtenidas en funcion al tiempo de degradacion observada y estimada,
presentaron forma sigmoidal distinguiéndose una fase inicial de lenta produccion de
gas, exponencial lo que indica una rapida produccién y asintotica mostrando casi nula
actividad. La tendencia de curva explicaria el menor ajuste del modelo lineal,
determinando los modelos no lineales un adecuado ajuste en las primeras horas del
proceso fermentativo y durante fase exponencial, no asi en la fase asintética debido a la
histologia del tejido del sustrato que varia con el avance fenoldgico aumentando el
tejido vascular lignificado el cual es indigestible, determinando distintas tasas de
degradacion y volumen de gas producido, siendo este comportamiento complejo de

predecir con un modelo matematico.

Tabla XIV: Descripcion matematica y parametros estadisticos de los modelos
evaluados

Ecuacion a B Y CME AIC BIC
126.38
Cibica  P+Bit+Batt+Bat zéé‘i 331.23 18038 18066
43.6°
Logistico a/1+pet 140.47 4.08 0.03 315.62 17937 17959
Gompertz aglh et 141.14 1.93 0.02 309.7 17897 17920
Monomolecular — o(1-Bet™) 142,40 0.96 0.02 306 17887 17901

a=volumen de gas correspondiente a la completa digestion del sustrato (asintota)
B= tasa constante de produccion de gas del material potencialmente degradable (intercepta)
y=factor constate de eficiencia microbiana (asociado a la pendiente)

Los atributos de la degradacion de dos alimentos caracteristicos en la dieta base

de los sistemas intensivo (alfalfa) y extensivos (pasto lloron) de la zona, estimados a



partir de la aplicacién del modelo monomolecular y el anélisis estadistico de los datos,

se presentan en Tabla XV.

Tabla XV: Coeficientes del modelo Monomolecular y estadisticos asociados

Variable  Paramet.  Estimac  EE LI LS ED N T V’;‘f(;r
Media 49,60 1,10 47,40 5164
P. lloron Mediana 5519 124 5130 56,71 1943 301 443 <0001
E.cirvala  varjanza 37485 30,08 316,25 435,26 ’ ’ A
ml/gMS Monomol. 0=75.82,=0.001, y=0.001
Media 78,93 231 7438 8310
Alfalfa Mediana 83,18 4,64 7355 92,07 4088 301 319 <0001
M.sativa  varianza ~ 1837,43 100,03 1626 20244 ' ’ B
mi/gMS  Monomol. a=147.01$=0.001, y=0.001

*Prueba de Friedman, T2 282,02. Letras diferente indican diferencias significativas (p > 0,05)

En la Figura 18 se representan las producciones de gas observada tras 25 h de

incubacion de los forrajes de alfalfa y pasto llorén. La produccion media de la alfalfa

(133.84mlgas*g MS™) fue significativamente mayor al pasto llorén (126.62 ml gas*g

MS; P<0,05).

FIGURA18: Volumen de gas acumulado de alfalfa y pasto llorén
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Nuestros resultados fueron bajos en volumen de gas en alfalfa al compararlos

con resultados obtenidos en el estudio de la técnica Menke y Steingass realizado por
Getachew et al. (2004), abarcando un rango de 185 ml hasta 235 mI*gMS™ de heno de

alfalfa, pero similar al reportado por Palladino y otros (2005) en el trabajo sobre Ia



produccion de gas de alfalfa fresca bajo distintas condiciones de acidez ruminal
utilizando donantes alimentadas con monensina, determinando producciones desde 96.9
a 131.3 mI*gMS. No se encontraron datos de voliimenes publicados por otros en pasto
lloron. En general, al comparar los valores de gas obtenidos en relacién a su
composicion quimica, se determina una alta correlacion, la menor produccion de gas en
pasto llorén estd ligada al mayor contenido en FDA que presenta dicho forraje. Los
menores volumen obtenidos en el ensayo puede deberse a varios factores, como la
escasez de nutrientes para los microorganismo debido al tiempo de fermentacion
transcurrido y pequefio volumen del sistema en el equipo de Ankom, acumulacion de
productos finales en la fase liquida que saturan el medio produciendo el descenso de pH
y cantidad y caracteristicas del alimento. La alfalfa es un alimento alto en PB, para el
cual se debe hacer un andlisis diferencial, en el caso de la caseina, por ejemplo, produce
por fermentacion solo el 32% de la cantidad que los carbohidratos. La degradacion de
proteina genera aa y péptidos, que principalmente pasarian a integrar la biomasa
microbiana, y como segunda opcion integrar los productos finales de la fermentacion
(AGV, CO2, CHs y NHs3), generando gas que podria cuantificarse, solo en este segundo
caso. Esto se deberia a la relacion inversa entre la produccion de gas y la sintesis de
masa microbiana, utilizando estos MO energia afectando el valor del alimento
(Fondevila y Barrios, 2001). Cone y Gelder (1999) estimaron que el incremento de un
punto porcentual de PB reduce la produccion de gas en 2.48 ml por gramo de materia
organica. Ademas, la cantidad de sustrato en fluidos ruminales es mucho menor en
sistemas in vitro que in situ, y ambas que in vivo, lo cual puede generar una reduccion
en la actividad de MO determinando un valor erréneo en las mediciones. Por otra parte,
la técnica de gas es mas eficiente que el método in situ para evaluar sustancias anti
nutritivas, ya que estas sustancias pueden liberarse en rumen a través de los poros de las
bolsas, pero no contribuyen a la fermentacion en rumen. La medicion de gas provee
informacion de las fracciones solubles e insolubles de los alimentos, y no asi las
gravimétricas. El monitoreo constante debido al sistema telemétrico, como la apertura
de valvula para liberan la presién interna, son una de las principales ventajas, siendo una
considerable limitante, la imposibilidad de simular la absorcion de AGV modificando
considerablemente el medio interno de los vasos fermentadores. Por otro lado, los
resultados obtenidos permitieron el analisis a través de varios modelos estadisticos, de
primer, segundo Yy tercer orden, como no lineales. La dificultad se generd para la

interpretacion de estos parametros en el uso de comparacion de alimentos, que



presentan diferentes tipos de tejidos con diferente composicion y tasa de degradacion.
La diferencia en la produccion de gas entre el pasto llordn y alfalfa, evidencia en las
primeras horas la fermentacién de compuestos solubles, y luego, mas lentamente la
utilizacién de CH estructurales, debido a que material debe hidratarse y posteriormente
ser colonizado por los MO ruminales, lo que origina diferentes tasa de degradacion, por
ende diferentes curvas. EI menor volumen generado por el pasto llorén depende de la
mayor concentracion de carbohidratos estructurales (FDN), contenido de lignina (FDA)
y avanzado estado de madurez, mostrando un aceptable comportamiento para evaluar
los perfiles de produccion de gas de los distintos alimentos. En sintesis, la complejidad
y el alto costo de las técnicas involucradas en las experimentaciones con animales in
vivo, generan un atractivo para la eleccion de la técnica in vitro Ankom RF, con un alto
potencial para el screening tamizado de un gran niamero de alimentos, aditivos, mezclas
y otros compuestos convencionales o no, para evaluar el valor nutritivo, como asi
también, facilita la toma de decision por el investigador en la eleccion de material para

la posterior evaluacion con animales in vivo.

4.4 CONCLUSION

Un gran namero de metodologias y modelos matematicos para la técnicas in

vitro han sido desarrollados con el objeto de facilitar la interpretacion de los resultados
experimentales. A pesar de las sucesivas modificaciones y avances, la validez de la
técnica de produccion de gases y potencialidad para descartar otras técnicas es
cuestionada, ya que por si sola no permite cuantificar la magnitud total de la
fermentacion. Los perfiles de la produccion de gas obtenidos en este trabajo,
corresponden a alimentos basicos en la dieta del rumiante de sistemas de invernada
(alfalfa) y sistema de cria (pasto llorén) caracteristico de la zona. En vista de que la
técnica permite estudiar la interaccion entre diferentes alimentos, ella puede ser
empleada para evaluar como la inclusion de suplementos energéticos y proteicos, y

mejorar las caracteristicas de degradacion de la dieta basica, y mejor respuesta animal.



Capitulo 5:
RELACIONENTRE DIETA Y PRODUCCION DEGASES
ENTERICOS

5.1 INTRODUCCION

Desde los inicios de zootecnia el impacto de la calidad de la dieta en el

metabolismo animal, y la consecuente produccién de gases, es uno de los temas mas
estudiados y controvertidos. Tanto la estructura como cantidad de carbohidratos
almacenado en los alimentos determinan la disponibilidad para las bacterias ruminales,
la cual es condicionada por la tasa de fermentacion y velocidad de pasaje del alimento
(Hall et al., 1998). Asi también, la disponibilidad de carbohidratos determina la tasa de
crecimiento microbial y eficiencia de utilizacion de amonio en rumen (lsaacsonet al.,
1975; Strobel y Russel, 1996; Newbold y Rust, 1992; Hristovet al., 1998). Cuando
existe una limitante de energia, tanto los MO que degradan proteinas a amonio, como el
consumo, se ven deprimidos. También existe una relacion entre la energia y produccion
de gases entéricos. Sutton y otros (2003), mostraron la correlacion directa entre la
concentracion de propionato y la glucogénesis con el aumento de concentrados en la
dieta, no coincidiendo Dewhurst y col. (2006). En su trabajo, Dewhurst encontrd una
relacion lineal existente entre los AGV y butirato, a expensas del acetato, pero no afecto
al propionato cuando se incrementd la concentracion energética en la dieta,
evidenciando ello, como la calidad y cantidad del alimento en los bovinos afectan la
produccién de gases en rumen. EI consumo de alimento esta positivamente relacionado
con el tamafio del animal, la tasa de crecimiento y el nivel de produccion. El contenido
de materia seca y la calidad del forraje influyen en los procesos fermentativos,
generando gases que son exhalados por respiracion y la eructacion. Los gases
eliminados por procesos de eructacion son principalmente CO2 y CHa, sin embargo, el
origen mayoritario del CO> es respiratorio, a diferencia de CH4 que corresponde a los
procesos que acontecen en el sector gastrico anterior. Ademas se generan en el proceso
fermentativo otros gases como el NHs y H.S, en exceso pueden causar desordenes
metabolicos. Por otro lado, el estudio de van Zijderveld y otros (2011) muestra las
interacciones multiples que se dan en el rumen indicando que el suministro de suficiente

nitratos (NO3) en la dieta dejaria el H> disuelto fuera del proceso de metanogenesis, por



la reduccién de nitratos a NHs, con lo que también se disminuiria la eliminacion de
Nzpor orina. Sin embargo, la dosis de NOz™ efectiva podria ser un factor de
complicacion, por la transformacion a nitritos (NO2’), compuesto altamente toxico para

el rumiante.

5.1.2DIETAY METANO EN BOVINOS

Existe amplia bibliografia vinculando el alimento y la tasa de emision de metano
condicionado por las caracteristicas fisicas y quimicas del alimento (Blaxter y
Clapperton, 1965; Aguilera y Prieto, 1991; Johnson y Johnson, 1995; Moss et al., 1995;
Mills et al., 2003). La produccion de CH4 crece con la cantidad ingerida de alimento, no
obstante, la tasa de produccion por kilo de alimento consumido puede disminuir al
aumentar la calidad de la alimentacion. Esta disminucion se debe principalmente a que
al aumentar la ingestion de materia seca se acelera el paso del alimento por el aparato
digestivo, reduciéndose el tiempo para realizar la fermentacion ruminal (Hindrichsen et
al., 2006). Johnson y Jonson (1995) indican dos principales factores responsables de las
variaciones en la produccion de metano: cantidad de carbohidratos fermentados en el
reticulo-rumen, lo cual implica diversas interacciones dieta-animal, que afectan el
balance entre las tasas de fermentacion de estos carbohidratos y la tasa de pasaje, y el
otro, la relacién de acidos grasos volatiles (AGV) producidos, la cual regula la
produccién de hidrogeno y la subsecuente produccion de metano. Las pérdidas
energéticas en la produccion de metano por los rumiantes significan entre un 2 y un 12
% de la energia bruta incorporada en su alimento, pero cuando la alimentacién es con
forrajes de baja calidad nutritiva, la produccién de metano puede representar entre el 15
y el 18% de la energia digestible (Montenegro y Abarca, 2000). En las dietas de alto
nivel en concentrado (superior al 80%) que superen los requerimientos de
mantenimiento, las pérdidas de CHs se encuentran por debajo del 5%. La alta tasa de
digestion inducen una baja al pH, creando condiciones desfavorables para la flora
microbiana metanogenica y las poblaciones de protozoos ruminales, que se manifiestan
en una mayor concentracion relativa de acido propiénico (Johnson et al., 2002).
Rumiantes alimentados con heno de baja calidad pueden generar dos kilos de metano
por cada kilo de carne (kg CH4*kg carne?), por el contrario, con suplementacion
nutricional, la produccion de metano puede disminuirse hasta 0,36kg CHs+kg de carne™
(Preston y Leng, 1989), siendo la proporcién de energia digestible que es fermentada a

metano del 8% para la dieta suplementada y la sin suplemento alcanza el 15%. Kurihara



y otros (1999) observaron que la relacion entre ganancia de peso y produccion de
metano es de tipo curvilineo, apuntando que con dietas que faciliten la ganancia de peso
por parte del animal, la produccion de metano es menor (Fig. 19), y para el consumo de

materia seca, la relacion es lineal respecto a la produccion de metano (Fig. 20)

FIGURA 19: Relacion entre ganancia de peso y produccion de metano en rumiantes
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FIGURA 20: Relacion consumo de MS y produccion de metano.
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El andlisis realizado por el grupo de investigacién de Yan (2006) en base a
informacion del Instituto de Investigacion de Agricultura de Irlanda del Norte, sobre
dietas de silajes para tambo, muestra la correlacion entre emision de metano (CHa), peso
del animal (PV), consumo de materia seca digestible (CMS), produccion de leche (PL)

y nivel de alimentacion (NA). La relacion CH4s*CMS™ y CH4*PL-1 se increment6 con



el mayor valor de los componentes fibrosos (>FDN y >FDA), y no asi con el mayor
valor de PB y concentracion energética, concluyendo que la aplicacion de tecnologias
para la obtencion de silajes de maiz con elevado porcentaje en granos, seria una
alternativa para disminuir la produccion de metano. Por su parte, las leguminosas, en
general, debido a la composicion quimica de los carbohidratos de la pared celular y del
contenido de carbohidratos facilmente fermentables, afectan la emision del metano y la
inclusion de estas especies en la dieta de bovinos es una estrategia préctica de
disminucién (Hindrichsen et al., 2006).Los lipidos también interaccionan con los
diferentes microorganismos ruminales afectando la generacién de gases entéricos,
siendo méas bioactivos los &cidos grasos saturados de cadena media y los insaturados
contra microorganismos metandgenos y protozoos, presentando como desventaja la
escasa palatabilidad, por lo tanto un bajo consumo de este tipo de alimento (Lee et al.,
2011). Los acidos grasos poliinsaturados disminuyen las bacterias celuliticas pero
incrementan la actividad proteolitica (Yang et al., 2009). Los aceites esenciales inhiben
bacterias proteoliticas archea metanogénicas (Eschenlauer, 2002).

5.1.2.1 ALMIDON

La tendencia a nivel mundial en dietas bovinas son a base de granos de maiz, sin
embargo su uso actual se cuestiona por competir directamente con el consumo humano
(Garnett, 2009). Los argumentos para su utilizacion se basan en la mayor produccién de
carne, necesaria para alimentar a la poblacion mundial que estd en continuo
crecimiento, como también el consumo de proteina animal, y en las pruebas cientificas
que convergen en la aseveracion que se genera menor emision de gas metano con dietas
concentradas en maiz por unidad de producto al compararlo con dietas forrajeras
(Johnson y Johnson, 1995). Esto se debe a que el principal componente de grano de
maiz es almiddn, precursor del acido propidnico siendo una alternativa de fuente de
hidrogeno, que compite con la metanogénesis. Ademas, genera la caida del pH lo que
conlleva a la muerte de la poblacion de protozoos, limitando la transferencia de Hz hacia
los organismos metanogénicos (Willian y Coleman, 1988). Debido a que el almidon es
clave para la obtencion de altas ganancia de peso, el grupo de investigacion de
Produccion Animal de la EEA San Luis, conjuntamente con alumnos de ingenieria
agrondmica de la Facultad de Ingenieria y Ciencias Agropecuarias (FICA), evaluaron la
utilizacion del almidén en funcién de la raza y tamafio (en relacion a la edad) del

animal. En el ensayo se planted conocer la variabilidad en la excrecién de almidon entre



bovinos y determinar la interaccion entre edades y razas, analizando raciones y heces.
Los resultados mostraron diferencias significativas en el porcentaje de almidon en heces
(media de 19,31% %4,71), determinando una eficiencia entre el 60,13% y el 72,33%, no
difiriendo estadisticamente entre razas y si entre tamafios corporales (Miguelo et al.;
2010). Estos resultados coincidieron con el trabajo de Krehbiel y colabores (2003),
quienes no encontraron diferencias en la digestibilidad de dietas altas en concentrados
entre novillos Bos indicus y Bos taurus. El consumo residual de alimento (CRA o RFI
por su sigla en inglés) es un indicador que determina la eficiencia de utilizacién de los
nutrientes, siendo unos de los principales determinante el consumo animal. Nkrumah y
otros (2004), reportaron que novillos seleccionados por bajo RFI (mayor eficiencia),
presentan mayor el pH y porcentaje de materia seca en heces, sugiriendo que este
ganado puede ser mas eficiente en la digestion de almidon en intestino delgado.
Coincide al relacionarlo con nuestros resultados de ensayo sobre eficiencia de uso de
almiddn, siendo el tamafio corporal, por consecuencia el consumo, que determinan la
eficiencia de uso del almidon. Si bien el RFI es un buen indicador de eficiencia
productiva del animal, algunas investigaciones no han encontrado respuesta favorable al
relacionarlo con la emision de CH4 (Mercadante, comunicacion personal). Una manera
de aumentar la digestibilidad del almidon en rumen es a través de la molienda fina del
grano, generandose como contrapartida, la disminucion de la digestibilidad de la FDN y
baja la produccién de proteina microbiana (Firkins et al., 2001). El cambio de digestion
del almiddn hacia la primera seccion del intestino aumenta la retencion del N3 tisular,
disminuyendo el N, excretado en la orina (Reynolds et al., 2001). En relacion a esto,
Weiss y Pino (2009) documentaron la disminucion de NH3 del estiércol al aumentar los
niveles de almiddén digestibles en la dieta, mostrando como la fuente y calidad del

alimento interaccionan con la eficiencia de captura de la proteina de la dieta.

5.1.2.2 GLUTEN FEED DE MAIZ (GF)

Actualmente el uso de productos derivados de la industria avanza en la inclusion
de raciones animales. Los efectos de los subproductos en la dieta de bovinos presentan
un fuerte impacto al medio ambiente, y en la produccion de leche y carne, coincidiendo
en esto varios estudios, desde distintos enfoques (FAO, 2011; Kristensen et al., 2011).

El crecimiento de la produccion de etanol a partir de maiz ha incrementado la



disponibilidad de residuos industriales como son los conocidos granos de destileria con
solubles (DGS), el cual es un recurso importante, por su calidad y bajo costo, para
dietas de bovinos en terminacion (Di Lorenzo y Galyean, 2010; Hales et al., 2012). Sin
embargo, se reportan resultados dispares en su estudio en la adicion a raciones.
McGinny otros (2009) determinaron una disminucién en la ganancia de peso en bovinos
de carne, al remplazar los granos de destileria por granos de maiz y soja en la dieta de
terminacion, mientras que el equipo de Belyea (2010) observd un incremento en la
produccion, y Hales (2012) no muestra modificaciones significativas en la respuesta
animal. Desde una vision ambiental, existe bibliografia que relaciona la emision de CH4
con el uso de granos de destileria con soluble himedos (WDGS) (Beauchemin y
McGinn, 2006), no encontrando estudios en este sentido con gluten feed de maiz (GF),
a pesar de ser muy similares. Ambos derivan de la molienda del grano de maiz (GM),
siendo el GF producto de un proceso industrial destinado a producir jarabe de alto
contenido de fructosa para uso humano. ElI GF es un alimento alto en proteina (20 a
25% PB) y energia (EM de 2.7 a 3 Mcal*Kg MS™), a pesar que el almidon del grano es
extraido, su energia se debe al tipo de fibra altamente digestible. Actualmente, existe
controversia y vacios sobre los efectos en la dieta animal, debido al elevado porcentaje
de azufre que incrementa la incidencia de casos de polioencefalomalacia (Uwituze et
al., 2011), la falta de fibra efectiva que no estimula la salivacion ni la rumia (Di
Lorenzo y Galyean, 2010), determinando una muy baja la ganancia diaria de peso
(Drewnoski et al., 2013), sin embargo estudios recientes realizados en los predios de la
EEA, San Luis por el grupo de trabajo de Frasinelli en recria de novillos, no mostraron
trastornos de salud con resultados aceptables (Frasinelli et al., 2014a,b) Considerando
este subproducto proteico y energético clave para la produccion sustentable al tratarse
de insumos de segunda y tercera generacion, se considera su estudio en esta tesis. En
este capitulo se hipotetiza, la existencia de relacién directa de los nutrientes presentes en
GF humedo de maiz sobre la concentracion de gases ruminales, y en una segunda etapa
se evalla la concentracion de gases y la respuesta animal. Para comprobar la
aseveracion, se disefiaron ensayos en base a dietas con distintas proporciones de GF en

la dieta.

5.2 MATERIALES Y METODOS
Los ensayos fueron conducidos en la EEA San Luis del INTA (Lat: 33°39'50" S,

Long: 65°24'37" W). El periodo experimental se dividié en dos etapas comprendiendo




los afios 2011/2012 y 2013/2014. Cada periodo se disefid de acuerdo al objetivo de
evaluacion, coincidiendo en los primeros 25 dias con el tiempo de adaptacion a las
distintas dietas, y los ultimos 5 para la medicion de gases ruminales. Se suministrd
alimento una vez al dia, asegurando un consumo ad libitum de agua. Todos los
procedimientos con animales para uso experimental bajo criterio del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio(CICUAL) de Argentina,
siguiendo protocolos del Comité de Etica de animales de investigacion de INTA. El
estudio consistio en evaluar la concentracion in situ de gases ruminales por animal con
distintos porcentajes de GF en la racién. Las proporciones fueron 20, 40, 50, 85 y 100
% en base seca. En la Tabla XVI se muestran los componentes de las raciones

utilizadas.

Tabla XVI: Proporcion de ingredientes en las raciones experimentales en MS

Ingredientes Nivel en la racion
%MS

Gluten Feed GFh 0 20 40 50 85 100
Humedo
Eragrostis pll 100 15
curvula
Maiz quebrado Mz 60
Céscara de mani CM 7 50
Harina HZ 9
zootécnica
Nucleo
vitaminico N 4
mineral
Silaje de sorgo SS 60
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6

HZ:subproducto del procesado de maiz por via seca, constituido por mezcla de salvado,
germen y almidén harinoso

A todos los tratamientos se le determiné la calidad nutritiva, para lo cual se toma
de cada racion una muestra que se coloca en estufa con ventilacion forzada a una
temperatura de 55°C por 72 h. A posteriori, se toma una alicuota para ser llevada a
estufa de 105°C vy realizar correcciones de materia seca, el resto se muele hasta pasar
por tamiz de 1 mm. Se determina: Materia Seca (AOAC, 1990), Nitrogeno Total por
Kjeldhal (Jones, 1991) a partir de la cual se estima Proteina Bruta. A través del método
modificado de Goering-Van Soest, (1970) utilizando el equipo de ANKOM 220 Fiber
analyzer, se obtienen las fracciones de FDN y FDA de manera secuencial

(https://www.ankom.com). Para la digestibilidad verdadera de la materia seca



(DVIVMS) se utiliza el equipo Daisy II, ANKOM Technology, y en base a este
porcentaje se estima energia metabdlica (EM). Se realiza un analisis de correlacion
entre las variables que determinan la calidad de la dieta y la concentracion de GF. Para
la representacion gréfica se realiza un Biplot con el objeto de representar varias
variables.

En la primera etapa se evalUa la concentracion de gases ruminales (CH4, NH3 y
SH>) en raciones con 20,50 y 85% de GF. En la segunda etapa se busco relacionar la
respuesta productiva con la concentracion de gases ruminales, comparando una dieta a
base de GF (no aconsejada), y la otra al 40%, indicada como referente de acuerdo a la

bibliografia consultada.

5.2.1 MEDICION DE GASES RUMINALES

Se asignan 2 novillos Aberdeen Angus microfistulados, de aproximadamente 14
meses de edad con 280 kg peso vivo, para cada tratamiento. Los animales se
mantuvieron en boxes individuales con agua ad libitum por un periodo de 30 dias, los
primeros 25 dias corresponde a la adaptacion de cada racion, y en la Gltima semana se
realiza la medicién. En este periodo, todos los dias a la 1:00 pm (5 h pos-alimentacion),
los animales son llevados al cepo donde se ensambla el equipo detector de gases
portatil. La porcion externa de la canula se conecta a un tubo conector, que a través de
una manguera, se conecta a la sonda del aparato lector de gases. En el procedimiento de
medicion el volumen de aire ingresa a la sonda por accion de la bomba de aspiracion y,
transcurridos 15 segundos para su estabilizacidn, se lee la concentracién en la pantalla
del equipo como se describe en el Capitulo 3.
5.2.2 RESPUESTA ANIMAL

En la segunda fase, se busca relacionar los gases con la respuesta animal de
animales alimentados s6lo con GF y otros con mezcla GF vy silaje de sorgo (40:60 en
base seca), registrando la evolucion del peso vivo diaria a través de pesadas semanales
sin desbaste previo, por un periodo de 100 dias. Se utilizaron 40 novillitos de raza
Aberdeen Angus de 6 meses de edad y una media de 117 kg de peso vivo inicial. Se

midio el consumo de materia seca grupal durante 3 dias consecutivos cada 25 dias.

5.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

El arreglo experimental utilizado para la evaluacion de gases ruminales con

animales fistulados fue en bloques completos aleatorizados, utilizando al tipo de gas



como factor de bloquizacion. El uso de un tipo de gas (CHa4, NHs y H2S), como bloque
reduce la variacion del error experimental porque aisla la variacion entre las
concentraciones de gases y de la variacion entre las dietas. En la ecuacion 10 se presenta

el modelo para el anélisis de la varianza en un disefio en bloques completos.

Vij=u+ti+f+e; Ecuacion 10
i= Hace referencia al tratamiento

j= Hace referencia al bloque

p= Corresponde a la media general

i = Hace referencia al efectodel i-ésimo tratamiento,

Bj= Refiere al efecto del j-ésimobloque

€ij= representaerroresnormales e independientes

Para conocer la variabilidad conjunta de algun parametro caracteristico de la
dieta y los gases CH4, SH> y NH3 se determina el coeficiente de correlacion y regresion.
Para el estudio de la performance animal, se disefiaron dos tratamientos, con dos
repeticiones de 10 animales cada una. El analisis estadistico se baso en la comparacion
de dos muestras independientes (novillos alimentados solo con GF, y novillos
alimentados con una mezcla 40:60 de GF:silo de sorgo). EI modelo estadistico para esta
situacion experimental, matematicamente se expresa como lo indicado en Cap. 4,
ecuacion 9, donde para esta situacion, i hace referencia al animal; j, se refiere al tipo de
tratamiento; t al efecto de la dieta sobre el animal tj (se supone que actla
uniformemente sobre los animales que integran una dieta en particular), y eij, varia de
unidad experimental a unidad experimental, es decir, de animal a animal dentro de cada
grupo. Refleja todo tipo de variabilidad que no ha sido investigada, es el error
experimental. Se estimaron mediante regresiones y se compararon las medias de
ganancia de peso vivo entre los dos tratamientos con el test de Tukey, alfa=5%. La

informacion fue analizada con software estadistico “R”

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla XVII se presentan los resultados de las caracteristicas quimicas y

respuesta animal de las raciones evaluadas.



Tabla XVI1: Caracteristicas quimicas de las raciones evaluadas.

Etapa %;F MS FDN FDA PB DMS CMSo.75 GDP\O/l75

%) % a/kgMS  g/kgMS  g/kgMS % g/kgPV g/kgPV

1 0 60 720 325 66 63 94.97 0

1 20 84,9 311; 83 126 80,0 89,8 17.97

1 50 50 606 330 150 59.1 97.89 7.30

1 85 42 460 80 200 80 115.83 12.93

2 40 314 532 259 129 68.7 108.37 11.80

2 100 42.9 439 122 235 79.4 101.96 12.85

* letras distintas (mayuUsculas, minusculas, cuales) indican diferencias significativas entre tratamiento (p<0.05)
MS: Materia Seca. FDN: Fibra Detergente Neutro. FDA: Fibra Detergente Acida. PB: Proteina Bruta.CMS: consumo MS por
unidad de tamafio metab6lico. GDPV: ganancia diaria de peso vivo por unidad de tamafio metabolico.

Se observa una amplia variabilidad en los parametros quimicos entre los
tratamientos, esto es esperable debido a la diversidad en tipo y cantidad de alimentos
que constituyen las raciones, las cuales fueron armadas representando dietas frecuentes
de los sistemas productivos de carne en la provincia de San Luis. En un sentido amplio,
a través de un analisis de correlacion entre los tratamientos y los diferentes factores, se
puede decir que hay una relacion directa y proporcional entre los tratamientos y PB, es
decir, a medida que aumenta la concentracién de GF mayor es el valor de la PB en la

racion y menor el contenido de fibras (Tabla XVIII).

Tabla XVIII: Efecto sobre la Correlacion de Pearson de la concentracion de GF y
calidad de la dieta.

Variables Correlacion
MS % -0.55
FDNg/kgMS -0.37
FDAg/kgMS -0.50
PBg/kgMS 0.98
DMS% 0.49
CMS g/kgPVOo™ 0.63
GDPV g/kgPV®™ 0.41

A través de la representacion grafica de datos multivariantes que hacen a la
calidad de la dieta, se pone de manifiesto de una manera sencilla, similar a un diagrama
de dispersion, pero gque considerando las estructuras de covariacion multivariantes, las
relaciones con la concentracion de GF en la racion. En el biplot (Fig.21) es posible
interpretar simultaneamente la posicion de la inclusién de GF, representada por los
indicadores nutricionales,

tratamientos (puntos); de los representados mediante



vectores; y de las relaciones entre ambos, en el plano con mayor capacidad informativa.
Esto permite analizar la situacion de cada tratamiento e identificar aquéllos que
muestran un comportamiento singular. La representacion grafica de los vectores
muestran que existe una alta correlacién positiva debido a la asociacion en angulos
agudos, entre la DMS y GDPV (determinada por la racion con 20% GF), y FDN con
FDA, relacionadas principalmente con las mezclas de 40 y 50% de GF. Diferente es la
relacién formando angulos obtusos, debido que indican correlacién negativa, como es el
caso de la MS y CMS. Cuando los vectores forman angulos rectos, no existe relacion

entre las variables, como es el caso de la MS/DMS, y PB/FDN.

FIGURA 21: Relacién entre la inclusion de GF en la racion y los parametros nutritivos.
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En la Tabla XIX se muestra la concentracion media de los gases ruminales

correspondiente a la primera etapa, medido cinco horas pos-alimentacion.

Tabla XIX: Concentracion media de los gases ruminales en dietas con GF.

GF Bloquel Bloque2 Bloque3

MS% CH1% NH3% H-S ppm
0 2419 (2.1) 22 (11) 27.86 (2.5)
20 15.88 (2.3) 2.27(2.2) 82.5(34.91)
40 13.49 (3.5) 3.85(0.5) 86.87 (23.5)
50 24.15 (3.2) 4.77 (0.5) 91.55(15.2)
85 7.00 (0.5) 3.58 (1.1) 95.77 (17)
100 18.54 (5.3) 8.45 (0.15) 100 (15.3)

(...) desvios estandar




Se observa alta dispersion en los datos, tanto, entre los bloques como dentro de
ellos (Fig.22). El test de Shapiro-Wilk (p-value = 0.0033) corrobora la no normalidad de
los datos.

FIGURA 22: Dispersién de resultados entre los tratamientos y bloques
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El Test de Kruskal-Wallis (no paramétrico) comprueba que no existe diferencia
en las medias de los tratamientos (p-valor= 0.9634), no asi en los bloques con p =
0.0072, aceptando la hipdtesis alternativa. Para saber entre cuales bloques existe
diferencia significativa se realizd el Test de Nemenyi de comparaciones multiples
basadas en la suma de rangos, indicando la diferencia significativa entre 1l/111 (es decir

la concentracion ruminal de NHz y H2S), y I/111 (Tabla XX).

Tabla XX: Test de Nemenyi en los bloques de NH3, HoS y CH4

Bloque 1 (CHs) 11 (NHs)
I1 (NHs) 0.5786
I (HS) 0.0159 0.0048

Esto es esperable debido a la fisiologia del rumen, cuya composicion es
aproximadamente de 65% de CO2, 27% de CHa, 7% de N2, 0,6% de O, 0,2% de H. y
0,01% de HS (Yokohama y Johnson, 1988), lo que hace que CHs y NHs difiera

estadisticamente de la concentracion de H»S en rumen.



Cuando se analiz6 a cada gas en particular, la produccion de CH4 abarcd un
rango del 7 al 25% como porcentaje en volumen (%Vol.). El efecto que tuvieron los
niveles de gluten sobre la produccion de CH4 fue altamente significativo (p=3.81e),
mostrando un comportamiento cuadratico. Las medias de Tukey para nivel de confianza
95%, indican que sélo entre blanco y la racion con 50% GF la diferencia es no
significativa (Fig. 23) y esto concuerda con las conclusiones del biplot, donde ambos

tratamientos son homogéneos.

FIGURAZ23: Diferencia en la generacion de CH4 con diferentes concentraciones de GF
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A través del Test de Pearson se busca la correlacién entre CHs y la
digestibilidad, existiendo relacion (Test de Pearson p-valor=0.1128), cuyo grado de
intensidad fue negativa y alta(r= -0.89). El mejor ajuste de regresion a la nube de puntos
por el método de minimos cuadrados, se obtuvo con la digestibilidad. (Ec.11). El
coeficiente de regresion (R?) nos indica que el 58% de la variacion de CH4dependera de
la digestibilidad de la dieta. Cuando consideramos la fibra (FDN), la relacion es positiva
(Test de Pearson p-valor = 0.3419) con una correlacion del 66% (r=0.6), pero el

coeficiente de determinacion fue bajo R?=0,43.

2 _
CHy = —17.52s+x+ 159.02 R=0.58 Ecuacion 11
x= Digestibilidad de MS en porcentaje.

Del analisis del CHase observa que el factor mas influyente en la produccion fue
la digestibilidad, pero de forma inversa, a mayor digestibilidad menor produccion de

CHg4, coincidiendo con los resultados de otros articulos cientificos (Jonhson y Johnson,



1995; Martin et al., 2010). La mayor digestibilidad de las raciones en estudio fueron las
que tuvieron mayor porcentaje de granos de maiz, por ende mayor contenido de
almidon, no asi con GF. Se sabe que la digestibilidad afecta el consumo de MS, y este
influye sobre la produccion de CHs entérico (Buddle et al., 2011). Las primeras
investigaciones encontraron una mayor produccion de CHs en dietas de baja
digestibilidad a un nivel de consumo de mantenimiento, disminuyendo30% la
produccion de CHa4 con dietas con alta digestibilidad y un consumo tres veces mayor al
de mantenimiento (Blaxter y Clapperton, 1965). Moss y otros (1995) remarcan que la
produccion de CHa esta principalmente relacionado con el consumo de MS dependiendo
del contenido de fibra y calidad de la dieta, coincidiendo con nuestro analisis de
correlacion, donde la FDN es el segundo componente, después de digestibilidad, que
afecta la emision de CHa, pero en este caso se relacionan directamente, a mayos fibra,
mayor emision de CH4. EI mayor consumo de MS se relaciona con una mayor tasa de
paso y la disminucion en la degradabilidad de la dieta, lo que resulta en una menor
produccién de metano (Pinares-Patifio et al., 2003).A su vez, el aumento en el nivel de
consumo en dietas ricas en forrajes disminuye las emisiones de metano por unidad de
materia seca consumida entre un 11 a 14% que representa la mitad de lo obtenido por
Blaxter y Clapperton (1965), debido probablemente a la poca variabilidad en
composicion quimica y digestibilidad de los forrajes (Hammond et al., 2011). EI mayor
consumo de nutrientes induciria a la actividad microbiana, generando mayor cantidad de
AGV, que reduciria el pH del fluido ruminal afectando a MO sensibles como los
protozoos Yy bacterias celuliticas, las cuales colectivamente disminuyen la
metanogénesis (Martin et al., 2010). Sin embargo, el GF se caracteriza por tener fibra de
alta digestibilidad, lo que aumentaria la poblacion de bacterias celuliticas, lo que
muestra los efectos contradictorios que se dan en el rumen. La menor emision se obtiene
en el tratamiento con 85% GF y no 100% GF, esto podria sugerir un efecto aditivo del
grano de maiz en la mayor concentracion y digestibilidad que disminuyen los H*
disponibles para los metandgenos. Como ya se ha mencionado, el GF es un suplemento
considerado proteico, con un valor promedio de PB del 23.5% (Tabla XVII), pudiendo a
través de la prote6lisis ruminal reducir simultdneamente la pérdida de N en el rumen y
metanogénesis debido a que contribuiria a atrapar el N de la dieta, como N microbial
(Kingston-Smith et al., 2010). En el caso de la metanogénesis, investigaciones in vitro
han demostrado una asociacion inversa entre la concentracion de proteina cruda y las

emisiones de metano. En ensayos donde se compard ryegrass perenne con 5%mas



proteina cruda, se reportdé 14%menos metano por unidad de materia organica degradada
(Lovett et al., 2004), y una disminucién del 7% por unidad de MS incubada cuando el
ryegrass tenia 3% mas de proteina cruda (Navarro-Villa et al., 2011). En este punto se
debe analizar también otro gas ruminal que es el NHs. El porcentaje de GF se relaciona
con el NHs, excepto en el tratamiento 5, que podria deberse a la actividad de bacterias
estimuladas con el agregado de hidratos de carbono. En el GF a las pocas horas de su
ingestion aproximadamente el 25% del nitrato ingerido ha sido reducido a nitrito que
posteriormente es reducido a hidroxilamina y amoniaco. En el proceso de
nitroreduccion los MO utilizan 8 equivalentes de electrones que de otra forma habrian
empleado en la produccion de metano (CHa4) desde didxido de carbono (CO3), lo que
indica una alternativa de mitigacion actuando como aceptor de electrones, sin embargo
se deben considerar los productos resultantes y velocidad de la reacciones en rumen,
para no causar intoxicacion de nitritos, ya que el nitrato se reduce a nitrito méas rapido

gue este a amoniaco.

NH;* = —0.14+X 4+ 0.33 Ecuacion 12

X el porcentaje de la PB.

FIGURAZ24: Diferencia de NHsz ruminalentre distintas inclusiones de GF.
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En este trabajo, la concentraciébn de amoniaco (NHs3) también difiere entre
algunos tratamientos (p= 0.0014), no encontrando diferencia entre 85/50%, y el blanco
con un 20% GF, de acuerdo a Tukey con un nivel de confianza del 95% como lo indica

la figurad. Si bien existe relacion con la digestibilidad de la racion (p= 0.6671), el



coeficiente de determinacion es bajo R?= 0.11, contrariamente a lo que sucede con la
PB cuya relacion es positiva, con un R?=0.70. La concentracion promedio de NHs
ruminal reportada en la literatura fluctda desde 2 y 50 mg por 100 ml de fluido ruminal
(0.2 y 5%), aumentando con el porcentaje de proteina dietaria. Se ha determinado que
concentraciones entre 5 y 10 mg NHs serian las 6ptimas, no limitando el crecimiento
microbiano, segun resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro; obteniendo este
nivel con valores del 11 al 14%de proteina bruta en la dieta (Guzman et al, 2012).
Nuestras mediciones oscilan entre 20 a 84 mg de NH3 cada 100 ml de fluido ruminal, lo
que indicaria que estamos muy excedidos en algunos tratamientos, lo que se deberia al
exceso de PB de las raciones (6 a 23.5%). Es importante considerar el ciclo de la urea,
cuando la produccién de NH3 sobrepasa la capacidad de las bacterias el amoniaco es
absorbido a través de la pared ruminal y via sanguinea transportado al higado, donde es
transformado a urea, pudiendo ser reciclado hacia rumen ya sea via saliva o sanguinea,
aunque normalmente la mayoria es excretado por la orina, generando un costo extra de
energia. Ademas, cuando se sobrepasa la capacidad de detoxificacion del higado
sobrevienen diversas alteraciones metabdlicas, pudiendo producirse una intoxicacion
por amonio. En nuestros ensayos la menor concentracion ruminal se obtuvo con el pasto
llorén, quizas se corresponde con el bajo valor proteico y alto contenido de fibra, lo que
establece un desfasaje en el tiempo, entre la formacion del NHz y la fermentacion de los
carbohidratos estructurales para la sintesis de MO, como se observa en el tratamiento
con 20% GF. En los tratamientos que presentan altos valores proteicos (PB >15%), y
sin limitantes de energia, se produce una caida en la eficiencia productiva (Frasinelli et
al., 2012), quizas por el costo energético de eliminacion del NHs, por un lado, y la
variabilidad de la biomasa microbiana, determinando diferencias en las tasas de division
y flujo ruminal, respondiendo a los nutrientes del alimento. Para aspectos practicos, la
proporcion de carbohidratos solubles y carbohidratos estructurales Optima para una
méaxima sintesis de proteina microbiana (PM) oscila alrededor de 2.3 a 3.3 (cociente
entre el extracto no nitrogenado Yy fibra cruda (ENN: FC).Cuando existe excedente, éste
es excretado en heces y orina por lo cual los rumiantes contribuyen indirectamente con
la emision de N2O (gas de efecto invernadero con un equivalente potencial de 310 kg
CO2eq). Los animales excretan el N en forma de urea, la cual una vez en el suelo es
utilizado por microorganismos del suelo y transformado en nitratos (NOs) por
nitrificacion que mediante el proceso de desnitrificacion se emite a la atmosfera en
forma de N2O (Di et al., 2012).



Para el gas entérico H>S, la mayor correlacion y coeficiente de determinacion
(R?= 0.73) Di, obtuvo en con un 80%de inclusion de GF. Todos los tratamientos
difieren significativamente (p-valor del 3.171) como se observa en la Fig. 25. El mejor

ajuste se gener6 con la ecuacion 13:

H,5% =87 +X + 2889 Ecuacién 13
X porcentaje de GF

FIGURAZ25: Diferencia de H2S ruminal entre distintas inclusiones de
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La importancia de este gas se debe a que el azufre (S) es tdxico (en 1996 el NRC
fijo el nivel maximo de tolerancia 0.4% en base seca) y se cree que la acumulacién en el
rumen es a través de la ingesta de alimentos y agua. ElI GF presenta alta concentracion
de azufre (0.3%), debido al acido sulfdrico (H2SO.) usado en la hidrolisis himeda a que
es sometido el maiz para la obtencion de fructosa. Los rumiantes son mas vulnerables a
la poliencefalomalacia (PEM) cuando su dieta es cambiada abruptamente, de una dieta
de forraje a una de grano. Este cambio modifica drasticamente la poblacion microbiana
del rumen que produce tiaminasa, ademas, el exceso de S interfiere con la absorcion y
metabolismo del cobre. Cuando altos niveles S dietético son administrados durante un
periodo largo, los niveles de cobre en la dieta también se deben incrementar (Sager

comun. personal).

En el segundo ensayo se compararon animales que consumieron solo gluten y

otros con el agregado de fibra, 60% de silaje de sorgo y resto GF (40%). La diferencia



de las emisiones de CHafue baja, la prueba t-Student para los dos tratamientos dio p=
0.0509, lo que indica que se encuentra en el limite de la significancia al 5%(Fig. 26).
Esto condice con las conclusiones del ensayo anterior, donde ambos parametros, FDN y
DMS, definen la produccion de CHa.

FIGURA 26: Concentracion de CH4 ruminal en dietas con
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Contrariamente, las medias de la produccion NHz son altamente significativa

(p=1.64677), siendo mayor en el tratamiento con gluten s6lo, esto se condice con los
valores de PB con23.5%para 100% GF, y 12.6% para 40% GF, siendo ambos
significativos.En el grafico de cajas, se observa la alta dispersion en los resultados de

gas en rumen (Fig. 27).

FIGURA 27Concentracion de NHsz ruminal en dietas con GF
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El oxigeno fue el Unico gas entérico que presentd mayor concentracion para 40%
de GF (Fig. 28), siendo esta diferencia significativa (Student p= 0.00989)

FIGURA 28: Concentracion de O2 ruminal en dietas con GF
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El otro parametro medido, pH, se diferencié significativamente entre los
tratamientos (p=0.03), indicando mayor basicidad el T3 con un valor medio de 6.23,
versus 6.05 para T6. (Fig. 29).



FIGURA 29: pH ruminal en dietas con GF
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La acidez del GF (pH 4) no afecto el pH ruminal, ello puede deberse a que en el
proceso de desaminacion de los aa se produce un aumento en la capacidad tampon del
liguido ruminal. El pKa basico del amoniaco permite absorber protones del medio y
participar en el control del pH ruminal. Sauvant y otros (1999) sugiere que el papel del
amoniaco en el control del pH ruminal depende fundamentalmente de la liberacion de
iones carbonato en el proceso de desaminacion. Es posible que al menos parte de los
efectos buffer de la desaminacion, o el aporte de proteina degradable al rumen esté
asociado al estimulo de la sintesis de proteina microbiana. Firkins y colaboradores
(1985), indicaron que la sustitucién en un 35% de forraje por gluten feed produce una
reduccion lineal del pH, disminuyendo también, la relacién acetato/propionato. Fellner
y Belyea (1991), formularon raciones para vacuno lechero a base de ensilado de maiz
que contenian el 20, 40 y 60% de la MS de GF, observando al aumento del nivel de
inclusion de gluten feed en las raciones, una reduccion en la concentracion ruminal de
acetato, no afectando la digestibilidad del nitrogeno, fibra detergente neutro (FND),
fibra detergente acido (FAD) y almidones. Sin embargo, la sustitucion en nuestro
estudio es con granos de maiz, de lo que se esperaria mejor respuesta productiva, como
se observa en el ensayo in vivo. Otro punto a destacares la proteina degradable en rumen
(PDR) del GF. Hoover y Stokes (1991) después de revisar varios trabajos in vivo e in
vitro, determinaron que la eficacia maxima de sintesis de proteina bacteriana, y el
mayor aporte de proteina bacteriana al duodeno se alcanza en dietas que contienen entre
el 10 y el 13 % de proteina degradable en la racion, por otro lado, Hales (2014) se

concentra en la determinacién del metabolismo energético de estos subproductos



determinando una mayor eficiencia del mismo cuando se incluyen en un 15% en dietas
a base de maiz tipo copos. Al considerar un 65% de PDR en GF, se evidencia un exceso
importante de nitrogeno, principalmente en las racion 100% GF. En esta situaciones lo
que sucede es una menor eficiencia en el uso de los nutrientes debido a un costo
energético extra “por el desdoblamiento de aa al transformarla en energia disponible
para el animal. La ganancia de peso vivo diaria obtenida con las 2 raciones se representa
en la Figura 30.

FIGURA 30: Ganancia de peso vivo en dietas con GF
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El promedio general de la ganancia diaria de peso, entre el ganado alimentado
con GF solo y mezcla, difieren significativamente (P<0.05). Cuando se analizan
separadamente los periodos de acostumbramiento, que corresponden a los primeros 21
dias del ensayo, no hubo diferencia en la ganancia de peso de los animales alimentados
con gluten solo o mezclado con silo. Si se observo una baja en la condicion corporal de
los animales alimentados solamente a gluten, evidenciandose con la mayor pérdida de
peso (-0.120 +/- 0.34 kg), en comparacion a los 0.08+/-0.24 kg que bajaron con la
mezcla. ElI comportamiento en el periodo pos-acostumbramiento (21-107 dias) mostrd
diferencias significativas en la ganancia de peso, correspondiente a 0.710+/-
0.03kg*animal**dia® para GF, y 0.500+/-0.04 kg para GF+SS respectivamente. La
Figura 31 denota el mejor indice de conversion de la dieta 100% GF, porque los
animales consumieron menos alimento y depositaron mayor cantidad de kilos de carne.
Esta mayor ganancia de peso del GF puede deberse a la menor digestibilidad de la fibra

del silo de sorgoy menor contenido de proteina, que causaria una deficiencia en la



proteinametabdlica para el aumento de peso animal. Hammondy otros (2009), después
de analizar una base de datos de 3000 animales (ovejas y vacas), encontraron que solo el
13% de la variacion en la produccion de CHa4 pudo ser explicada por la composicion del
pasto; por otro lado, Hales et al.(2014), en un trabajo reciente sobre los efectos en la
performance en la terminacion de animales a corral con incremento WDGS, en dietas a
base copos de grano de maiz, concluyen que la produccion de metano en funcion a la
EB se incrementa linealmente con el incremento de la inclusion de los granos de
destileria, pero disminuye la energia retenida asociada a una mayor pérdida energética
por heces, como también excrecién de N total. En este estudio no se consideran las
emisiones generadas por las heces, lo cual podria afectar la mejora del sistema reflejada

con el animal.

FIGURA 31: Consumo MS y ganancia diaria por unidad de tamafio metabdlico.
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5.4 CONCLUSION

En el presente capitulo se examinaron las relaciones existentes entre los gases
entéricos, (principalmente CHa4, NHsy H.S) y factores de la dieta animal. Los
subproductos industriales se proyectan como alternativa para reducir los gases de efecto
invernadero provenientes de los rumiantes, considerando conveniente evaluar la
inocuidad en la salud de los animales, como su uso racional y respuesta animal, de
modo que permita aumentar la productividad de manera eficiente y sustentable. En este
capitulo, no se evaluaron las emisiones generadas por las excretas, sin embargo,
conocemos la necesidad de integrar la generacién de GEI de modo tal que permita
evaluar los diferentes escenarios de las actividades del sector ganadero bajo un enfoque

global, y determinar una verdadera mitigacion de los efectos de las emisiones de los



gases entéricos ruminales. Para satisfacer la demanda de carne del planeta protegiendo

el medio ambiente.



Capitulo 6:
RELACION DE LA PRODUCCION DE GASES ENTERICOS CON
EL BIENESTAR Y SALUD ANIMAL

6.1 INTRODUCCION

Los rumiantes son componentes clave para el mantenimiento de los pastizales a

nivel mundial, por un lado, al transformar la fibra contenida en las pasturas en proteina
de alto valor biol6gico, y por otro, la conservacion de estos sistemas brindan
importantes servicios, como mantener o incrementar reservorios de carbono, prevenir la
erosion, producir, mejorar la calidad del agua y mantener una importante biodiversidad
animal y vegetal, produciendo con buenas préacticas y criterios de sustentabilidad
ambiental. Sin embargo, la produccion animal y el cambio climatico tienen una relacion
compleja y multi-direccional. Por un lado, la produccion animal influye sobre el cambio
climético, al generar gases de efecto invernadero (CH4 y N2O) y por otra parte, el
cambio climéatico influye sobre la ganaderia al afectar la dinamica del proceso
salud/enfermedad, y también su base de sustentacion: la productividad de los
ecosistemas y la disponibilidad de agua. EI IPCC (2007) inform6 que la produccion
animal se vera afectada en forma directa e indirecta por el cambio climatico. Los efectos
directos involucran intercambio de calor entre el animal y su ambiente, que influyen
sobre la respuesta animal, salud y bienestar animal. Los efectos indirectos incluyen la
influencia del clima sobre la cantidad y calidad de forrajes y granos, la severidad y
distribucién de enfermedades y parasitos. Ademas, se debe considerar como afecta el
estado nutricional sobre el nivel de vulnerabilidad del animal. Por lo tanto, la dieta
afecta la salud y productividad animal, e indirectamente las emisiones de metano y
oxidos nitrosos. La complejidad de las interacciones entre nutricion, sanidad,
productividad y gases de efecto invernadero son dificiles de evaluar debido que,
cambios en la salud provocan cambios de rutas metabdlicas y utilizacion de nitrégeno.
La nutricion y sanidad pueden afectar en la productividad, fertilidad y mortalidad
generando un aumento o disminucién en el nimero de animales para mantener la
produccion, lo que afecta las emisiones de CHs4 y N2O totales del sistema productivo.
Son varias las enfermedades de origen metabdlicos incluyendo el término no solamente

los clasicos desdrdenes metabdlicos resultantes de deficiencias y/o desequilibrios



nutricionales o asociadas a fallas en los mecanismos homeostéaticos de control (como la
cetosis clinica, la hipocalcemia puerperal, la tetania hipomagnesemia y algunas
enfermedades de los estdbmagos, como la acidosis ruminal, el meteorismo espumoso y el
desplazamiento del abomaso), sino también a todo un conjunto de afecciones clinicas y
subclinicas, ligadas no s6lo a la cantidad y calidad del alimento suministrado, sino
también a la interaccion entre los distintos nutrientes, la forma y tiempo de suministro
de los alimentos, los niveles de produccion y la forma en que los nutrientes son
canalizados en forma diferencial a diferentes érganos y tejidos, por los mecanismos
homeoréticos de control, de acuerdo al cuadro endocrinoldgico predominante en los
diferentes estadios productivos y reproductivos por los que va atravesando el animal
(Breukink et al., 1992). Payne (1977) describi6 a estas enfermedades como trastornos
del medio interno debido a desbalances de los nutrientes. En este capitulo se hara
referencia a polioencefalomalacia (PEM), intoxicacion por nitritos, neumonia
intersticial atipica (NIA) y acidosis, al ser las de mayor predisposicion como

consecuencia de las raciones utilizadas en la tesis.

6.1.1 BIENESTAR ANIMAL

El conocimiento de la digestibilidad de los alimentos es basico para establecer su valor
nutritivo, y ello, para la formulacion de raciones de animales rumiantes; sin embargo, la
determinacion in vivo de la digestibilidad es un proceso laborioso, costoso y requiere el
empleo de grandes cantidades de alimento, adicionandole numerosos factores, entre los
que se destacan el tipo de racion, el nivel y pauta de ingestion de los alimentos, la
especie animal y el estado fisiologico de los animales (Schneider y Flatt, 1975). Varios
experimentos se han realizados para estudiar el efecto de la racion del animal donante
de inéculos con ganado ovino (Ramanzin et al., 1997), vacuno (Jaakola y Huhtanen,
1993) y caprino (Kawas et al., 1991). En la evaluacion de alimentos se cuantifican
entidades quimicas, razon por lo cual se destacan los métodos bioldgicos, a los cuales se
les establece sus asociaciones con la respuesta animal (France et al., 2000). En este
método es necesario el uso de animales donantes de licor ruminal, los cuales estan
cronicamente fistulados en rumen, siendo numerosos los problemas que surgen de su
mantenimiento (Mauricio 2001), como por ejemplo, intervenciones quirdrgicas
costosas, infecciones en especial en las zonas tropicales, adicionando el problema de

que el indculo ruminal no es un fiel representante de ese ambiente en lo que se refiere a



cantidad y calidad de microorganismos. Omed (2000) encontrd que las heces presentan
un alto potencial como alternativa de indculo en las técnicas de digestibilidad in vitro;
como asi también para la técnicas de gases (Aiple et al.; 1992), considerando una
ventaja de este indculo la inespecificidad de los microorganismos por el sustrato
(Drskov et al., 1970,1972). Varios son los autores que coinciden con lo antes dicho;
utilizando heces de distintos rumiantes, como en el caso de ovejas (Mann y Orskov,
1973; Lewis y Dehority, 1985; Varadyova et al., 2005), heces de ganado bovino (Jones
y Barnes, 1996; Holden, 1999; Mabjeesh et al., 2000) y los méas recientes estudios, de
caballos (Lattimer et al., 2007; Murray et al., 2008). La necesidad de cuidar el bienestar
de los animales usados para experimentacion, que significa entre otras cosas, exponerlos
al menor estrés posible durante la preparacién, evaluacién y recuperacion de los
procedimientos experimentales, exige que se reduzcan al minimo posible
procedimientos, que aunque muy cuidados y que no ponen en riesgo la vida de los
animales, pueden generar alguna incomodidad. Por lo expuesto, sumado a la carencia
de un método répido y confiable que permita determinar el valor nutritivo de los
alimentos de manera masiva en el laboratorio, se propone comparar la efectividad de
recursos microbiales, fecales y ruminales, en la determinacion de la digestibilidad

verdadera in vitro, utilizando una misma muestra, como primer objetivo del capitulo. .

6.1.2.1. POLIENCEFALOMALCIA

Los subproductos de la industria del maiz, como gluten feed, son nutritivos y
econdmicos como alimentos en la dieta de los rumiantes. Sin embargo, presentan
desbalances nutricionales y concentracion inadecuada de minerales en la dieta,
compromete el crecimiento, la reproduccion y la salud animal (NRC, 2005). El alto
contenido de azufre del GF es debido a que en la molienda himeda del grano se utiliza
acido sulfarico, genera en el animal disminucion en el consumo de MS, afectando la
ganancia de peso (Kwiatkowski et al., 2006). El azufre es un macroelemento que esta
presente aproximadamente en un 0,15 % del peso corporal en el rumiante. Los
requerimientos diarios son 1500 a 2000 ppm, lo que equivale a un 0,15% del alimento
en base a materia seca, siendo el valor maximo tolerable 0,4% (NRC, 2001),
incorporandolo a través de la ingesta de alimentos y agua. Durante épocas de sequia, los
sulfatos se concentran en el agua de bebida animal de origen subterraneo. Debido a la
excesiva temperatura ambiental, los animales se encuentran mas sedientos y, por ende,

beben mas agua. Por lo tanto, se recomienda que el agua para el ganado contenga menos



de 500 ppm de sulfatos. Klasing y otros (2005), determinaron que la tolerancia de
rumiantes para la dieta azufradas varia inversamente con la proporcion de concentrado
en la dieta, siendo 0,35% con dietas menores a un 15% de forrajes y aumentando a 0,5%
en dietas con niveles mayores al 40% de forraje. En el rumen, el sulfato (SO4%) es
reducido a sulfito (SO3%) por las bacterias reductoras de sulfato, y convertido a H,S en
un proceso pH dependiente (Beauchamp et al., 1984). Altas concentraciones puede
generar el traspaso de sulfuro de hidrdgeno al torrente sanguineo, pudiendo afectar a los
animales de variadas formas (Gould y col, 2002). Niveles altos de azufre pueden
intervenir en la absorcion y disponibilidad de otros metales (selenio y cobre) (NRC
2001), como asi también se ha asociado a polioencefalomalacia (PEM) debido a que se
considera que la PEM se produce por inhalacion del H2S al eructar el animal (Gould,
2000; Sager et al., 1990). El gluten feed de maiz por su alto contenido S es causante de
Poliencefalomalacia (PEM) en bovinos, de acuerdo a lo diagnosticado por Oklahoma
Animal Disease Diagnostic Laboratory (OADDL) en el afio 2000. La PEM es un
desorden del sistema nervioso central en rumiantes, no infeccioso, causada por la
acumulacion ruminal, eructacion y subsecuente inhalacion de gran cantidad de H.S
(Gould, 1998). Aungue historicamente se la ha asociado con el metabolismo de la
tiamina, se ha presentado en animales de engordes intensivos que consumen alimentos
con alto porcentaje de azufre (Olkowski et al., 1997). El dafio de esta enfermedad se
observa en la materia gris del cerebro, y también se ha reportado lesiones en pulmones
(Sager et al., 1990, Kerr et al., 1989). Nichols y otros (2013), reportaron alta incidencia
en bovinos de feedlot que consumieron dietas con 0.5% S y bajo contenido de fibras
(4% FDN). Existe una correlacion directa entre los niveles de H2S ruminal y el azufre
contenido en la dieta, niveles de 0,53% de azufre en la dieta generd 1100 ppm en rumen
y 825 ppm cuando los niveles fueron 0,34%, siendo 1000 ppm sugerentes de toxicosis.
En estos estudios se encontraron medidas mayores a 100ppm (limite superior del
medidor portatil de gas), por ello, adicionalmente se determind la concentracién de H2S
mediante tubos detectores con una sensibilidad de 100 a 2000 ppm corroborando
valores medidos con equipo Eagle, obteniendo valores maximos entre 500-1000 ppm,
no mostrando sintomas de toxicidad. La generacion de H2S en rumen es debido al
metabolismo de las bacterias reductoras de azufre (BRS) y bacterias desasimiladoras de
azufre (BDS). A un pKa de 7.04 el H,S puede convertirse en HS™ (Schoonmaker y
Beitz, 2012), y al tener pH bajo, la cantidad de sulfuro en forma gaseosa aumenta.

Dependiendo del pKa, a un pH 7 el 50% del HS se disocia, en un pH 5.5 s6lo el 5% se



transforma en HS- y el excedente es liberado en forma de gas en rumen, que es eructado
y subsecuentemente inhalado pasando al torrente sanguineo actuando como neurot6xico
(Fig. 32).

FIGURA 32: Metabolismo de las Bacterias Ruminales de Azufre en rumen
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Ademas de disminuir el consumo de MS y poder llegar a causar PEM, el S
interfiere en la disponibilidad de Cu y Se para el animal. Las BRS asimiladoras, reducen
el sulfato a H>S el cual es utilizado para producir los aa que contienen azufre, a
diferencia de las BRS desasimiladoras donde el H>S es el final del metabolismo
(Bradley et al., 2011). Las bacterias desasimiladoras de sulfatos utilizan el camino de la
respiracion anaerobica para procesos energéticos. Algunas BRS pueden también reducir
otros compuestos de azufre, aumentando la concentracion en rumen. Actualmente la
gendmica ha permitido el estudio de las BRS identificando como géneros principales
Desulfovibrio, Desulfohalobium y Sulfolobus, también se demostré el pico de
produccién 15 dias pos ingesta. Cummings y otros (1995), experimentando con aislados
de microbios de animales sometidos a dietas altas en S, encontraron, después de 10 dias,
mayor capacidad de generar H,S, manteniendo la poblacion constante, siendo capaces
las BRS de utilizar otras fuentes de electrones como lactato o fumarato. Drewnoski y
otros (2014), observaron a través de metagendmica, correlacion directa entre el nUmero
de BRS y el contenido de S en la dieta. Jeffrey y compafiia (1994), sugieren como
normal un valor medio de 450 ppm de H»S, la concentracion de los gases en el rumen es
dinamica y cambia en funcion del alimento consumido, por lo que la informacion
basada en un grupo puede no representar el valor individual de un animal. Ademas los
niveles de toxicidad son confusos, Zinn y col. (1997) encontraron dafios cerebrales con

concentracion S de 0.25% en dietas, y Willms (2002) una disminucion de la



performance en animales de feedlot que consumian agua con 2500 ppm de sulfatos en
agua, lo que representan menores valores limites que los que los que se toma de
referencia actualmente (0,4% NRC, 2001).

6.1.2.2 INTOXICACION POR COMPUESTOS NITROGENADOS

Para analizar este problema es necesario recordar el ciclo del Nitrogeno en la
naturaleza. En forma general, los animales necesitan nitr6geno para la sintesis de
proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas. Al no tener la capacidad de obtenerlo
directamente de la atmdsfera, donde se acumula, lo debe incorporar a través del
alimento vegetal. Los contenidos de nitratos y nitritos en plantas varian acorde con la
condicion fisiologica, pero también dependiendo del contenido de nitratos en el suelo,
que a su vez dependera de la cantidad y tipo de bacterias asimiladoras y condiciones del
suelo. Al igual que el azufre, los nitratos en el agua son complementarios a los nitratos
en los alimentos. La contaminacion del agua por nitritos y nitratos puede resultar en
mortalidad y/o abortos en el caso de animales prefiados. Debido a que los nitratos son
compuestos solubles, se pueden mover facilmente a través de suelos percolados, napas,
0 aguas superficiales. Por lo general la intoxicacion ocurre con mayor frecuencia en
suelos con alto contenido de materia organica, praderas de leguminosas o ingestion de
agua conteniendo altos niveles de nitratos. En dietas de alta inclusién de GF, existe un
alto riesgo de intoxicacion por compuestos nitrogenados al tratarse de un concentrado
proteico. Los bovinos utilizan la proteina de la dieta de una forma relativamente
ineficiente debido a que la degradacion microbiana en el rumen, pero ello se reinvierte
si se considera que sintetizan proteina de elevado valor bioldgico, a través de la
incorporacion de aminoacidos, NHs o urea endogena, que de otra forma seria excretada
en la orina. La proteina es, a menudo, el nutriente mas limitante en la nutricion animal,
siendo la urea una buena alternativa econdmica, presenta el inconveniente de la rapida
degradacion ruminal. La degradacion de la urea ocurre cuatro veces mas deprisa que la
captacién microbiana del amoniaco liberado (Bloomfield y col., 1960). Los productos
nitrogenados no proteicos y una cantidad variable de la proteina verdadera son
degradados hasta amoniaco en el rumen. Aproximadamente el 80 % de las especies
microbianas presentes en el rumen pueden crecer con N-NHsz como Unica fuente
nitrogenada. Estudios in vitro han demostrado que el maximo crecimiento se logra

cuando el nivel de amoniaco es de 5 mg/100ml, coincidente con resultados obtenidos in



vivo con animales en pastoreo por Santini y col. (1986). En pastos con alrededor de 12-
14 % de proteina bruta los niveles de NH3 fueron de aproximadamente 5mg/dl, a partir
del cual, al aumentar la proteina de la ingesta, se produce una explosién de NHs en
rumen, debido a la incapacidad de las bacterias por captarlo, produciendo toxicidad,
manifestandose en forma severa a través de diarrea, o cuando es aguda, causa la muerte
de animales. Por otro lado, las manifestaciones clinicas que ocasiona el consumo de
nitrato dependeran entre otros factores del compuesto que predomine en el organismo
tras su ingestion y metabolismo. En la mayoria de las ocasiones, la clinica de la
intoxicacion sera la suma de la accion patégena de nitratos, nitritos y amoniaco. Cuando
ocurre acumulacion de nitrato en el rumen por falta de poder reductor para su
conversién a nitrito, puede ocurrir que el exceso sea absorbido hacia sangre o
eliminados via renal, siendo el nitrato y el nitrito en exceso irritantes renales. Cuando el
nitrato es arrastrado con la fase liquida ruminal en cantidad suficiente hacia tramos
inferiores del tracto digestivo, provoca irritacion de la mucosa (gastroenteritis), que
puede derivar en diarrea, y facilita la colonizacion de la misma por microorganismos
patdgenos que pueden causar infeccion. Ademas afecta la cantidad de &cido butirico
disponible para la pared ruminal al competir en la reduccidn con el nitrito, ocasionando
paralisis ruminal y con los trastornos fisiolégicos que esto conllevan. Como la
conversion del nitrato a nitrito es mas rapida que del nitrito a amoniaco, un déficit de
poder reductor provocard una acumulacion en el liquido ruminal de nitrito que pasara a
la sangre. El nitrito es un compuesto metahemoglobinizante y vasodilatador periférico,
ocasionando hipoxia tisular. Cuando los niveles de metahemoglobina alcanzan entre el
30 y 40%, se manifiesta debilidad, ataxia, temblores, hipersensibilidad, jadeo e
incremento de la frecuencia cardiaca. En el campo lo més caracteristico es la presencia
de sangre achocolatada, y la muerte ocurre a niveles superiores al 80% de
metahemoglobinemia. En lo que se refiere a NH3, una concentracion por encima de la
capacidad de utilizacién microbiana determinara la absorcion de una elevada cantidad,
que debera ser destoxificada en el higado por conversidn a urea, con gasto energeético.
Ademas, reduce la absorcion de magnesio lo que puede ocasionar hipomagnesemia.
Parecer ser que, a determinados niveles de amoniaco, fésforo y con pH oscilando de 6.2
a 6.4, ocurre la formacion de una sal compleja que fija magnesio. Este compuesto es
insoluble por lo que evita la absorcion de magnesio en intestino y ocasiona deficiencia.
Por ultimo, el proceso de sintesis de urea compite con la sintesis de glucosa enddgena,

afectando seriamente en condiciones fisiologicas elevadas.



6.1.2.3. NEUMONIA INTERSTICIAL ATIPICA (NIA)

La NIA es una enfermedad respiratoria aguda no contagiosa, considerada
también metabdlica por originarse de un desbalance proteico a nivel ruminal. El alto
contenido de L-triptofano de pasturas en activo crecimiento, es degradado por los
microorganismos ruminales (Lactobacillus spp), transformandolo en indolacético y
luego convertido en 3-metilindol (3-Ml). Este Gltimo metabolito llega al pulmén via
sanguinea por absorcion, a nivel de rumen, a nivel de intestino delgado, y por via
respiratoria cuando los gases expulsados por eructacion. La conversién de 3-Ml a
metabolito toxico 3-metilindolenina (3-MEIN) se produce al llegar a los pulmones por
accion de la enzima oxidasa mixta (OFM) y prostaglandina H sintetasa que se
encuentran en el reticulo endoplasmico liso de los neumocitos tipo | y células epiteliales
bronquiales no ciliadas (Hammond et al., 1979). Los animales mas afectados por esta
patologia (edema y enfisema pulmonar) se encuentran en el periodo final de su
terminacion y son principalmente vaquillonas (3:1). De acuerdo a la epidemiologia
tienen en plasma el doble de concentracion de 3-MI que otros animales con problemas
respiratorios, sin embargo, este nivel esta influenciado por una interaccion compleja de
factores, dentro de los cuales podemos mencionar la alimentacion recibida, composicion
del alimento, la individualidad en la fisiologia animal y posibles disparadores
medioambientales como temperatura elevada y dias secos. A la necropsia se observa pH
ruminal mas elevado y mayor amoniaco que si se los compara con animales muertos por
otra causa (Ayroud et al., 2000). Esto podria relacionarse con la alteracion en el
metabolismo proteico, presentando una disminucién de las bacterias celuliticas (Doster,
2010). Se han registrados variable respuestas al agregado de aditivos. Por lo general,
con monensina, debido a inhibicién de Lactobacillus, el impacto de la enfermedad es
menor, a diferencia del acetato de melengestrol por aumento de enzimas prostaglandina
H sintetasa y citocromo p450, que favorecen la conversion de 3-MIl en 3-MEIN
(Stanford et al., 2006). El acetato de melengestrol al ser usado en hembras para suprimir
el celo, explicaria el mayor porcentaje que se observa en hembras. La morbilidad de la
enfermedad es muy variable (con 50% de letalidad), y va a depender de la estacion del
afio, del sexo, de la alimentacion. La inhalacién experimental de didxido de nitrégeno
produce cuadros similares a NIA (Blood, 1992), por ello, y sumandole las cuantiosas
pérdidas econdmicas en los sistemas por ser enfermedades de dificil determinacion, se

debe incluir como diagndstico diferencial. Valles (2010), propone la evaluaciéon NH3z y



H>S ruminales como posibles indicadores de NIA, sin embargo, debido a la
inconsistencia de las mediciones de NHs, y de acuerdo a su correlacion directa,
remplazdé con datos de pH, este gas. Los resultados experimentales determinaron
diferencias entre animales afectados y control con los siguientes valores in vivo: H,S
136 + 133.3 ppmy pH 6.4 £ 0.5; y para grupo control: H>S 269.8 + 311.6 ppmy pH 6.2
+ 0.6. Si bien no encontr6 diferencia significativa, la tendencia fue la misma.No existe
un tratamiento eficaz de esta enfermedad, debido a la naturaleza aguda y al carécter
irreversible de la lesién alveolar, la mejor opcion es la prevencion (Stanford et al.,
2006). Para ello se debe evitar los cambios bruscos de los componentes de la racion y
que la homogeneidad sea constante, evitar el molido de granos (disminuiremos el
polvo), el uso de cereales residuales de los pisos de silos, y en vaquillonas el acetato de
melengestrol. Algunos trabajos recomiendan suplementos con vitamina E o el uso de
harina de plumas, intentado bloquear la conversion del 3-MI. A pesar de las cuantiosas
pérdidas econdmicas que produce principalmente en el ganado bovino de carne, hasta el
presente se le ha prestado poca atencion

6.1.2.4. ACIDOSIS

La tendencia mundial al incremento en la productividad de los sistemas
ganaderos, ha generado la utilizacidn de altas cantidades de concentrado o cereales en
las dietas alimenticias. A nivel de rumen estos producen cambios bioquimicos
reflejAndose en una baja del pH. Mendel en 1961, propuso este parametro como
indicador de la salud del proceso digestivo, determinado por la cantidad de hidrégenos
(H2) existentes en el medio. Los rumiantes buscan balancear, a través de secrecion de la
saliva que es alcalina, la acidez producida por los acidos digestivos, manteniendo el pH
del rumen cerca de la neutralidad (Wattiaux, 2000). Una de las causas del descenso del
pH ruminal son los carbohidratos, que como ya se ha dicho, constituyen la mayor parte
de la racion alimenticia bovina, generando como producto final de su utilizacion, los
acidos grasos volatiles (AGV). La cantidad de AGV producidos en el rumen depende de
la cantidad de racion ingerida y de la velocidad de degradacion (Sauvant et al., 1999).
Por lo general, en dietas con alta tasa de pasaje, los animales ingieren mayor cantidad,
lo que generaria mayor produccién de acidos y por ende descenso de pH. Cuando el
valor de pH es inferior a 5.8 se produce acidosis ruminal. Esta enfermedad afecta el

bienestar animal y por ende, la produccién y economia del sistema productivo. La



acidosis incluye 3 tipos, crénica, sub-aguda y aguda. En la primera no se observa efecto
clinico sobre la performance animal, sin embargo, el impacto econémico podria ser
mayor que el causado por la aguda (Britton y Stock, 1989). La aguda es provocada por
un excesivo consumo de carbohidratos rapidamente fermentables, lo que resultara en
una repentina baja en el pH ruminal y aumento en la concentracion de acido lactico,
siendo mas sensibles aquellos animales que no han desarrollado una poblacién adecuada
de microorganismos que utilicen el lactico. La acidosis ruminal subaguda conocida
como SARA (por sus siglas en inglés), se presenta en periodos de depresiones
moderadas del pH ruminal (5-5.8) con una duracion entre aguda y crénica. El acido
lactico no se acumula consistentemente en los fluidos ruminales; la depresion en el pH
ruminal del ganado con SARA se debe a la acumulacion de &cidos grasos volatiles
(AGV) totales y no a la acumulacion de &cido lactico. La dinamica del pH en el rumen
genera confusiones para diagnosticar la enfermedad, debiéndose considerar ademas,
tiempo y causa. Investigaciones muestran que una acumulacion de &cidos lactico en
rumen, disminuye la actividad de los microbios (Nagaraja y Titgemeyer, 2007), no
Ilegando a niveles toxicos cuando existe un activo metabolismo de las bacterias lacticas.
La eficiencia del sistema digestivo bovino depende indirectamente de un rango de pH
(entre 5.5 y 6.5), lo que permite un adecuado funcionamiento de los microorganismos
encargados de la fermentacion. Varias de las caracteristicas de la dieta pueden afectar el
valor de pH, razdn por lo cual, es habitual realizar mediciones de pH ruminal. A un pH
de 5 desaparece la flora Gram (-) al igual que los protozoarios, aumenta la presion
osmotica por lo que el organismo cede agua hacia el interior del rumen, por ello el
contenido ruminal se torna mas liquido y se produce una hemoconcentracion,
deshidratacion de moderada a severa, que puede llegar hasta oliguria o anuria. En la
sangre cambian sus componentes aumentando el piruvato, lactato y glucosa,
produciendo una acidosis metabdlica. Debido a la muerte de bacterias Gram (-) se
produce la liberacion de endotoxinas, provocando una endotoxemia y dafios en
diferentes drganos parenquimatosos, aumentando la concentracion de histamina (el
aumento en sangre es la causa de la laminitis), triptamina y tiramina. Dentro de las
alteraciones locales se produce una reticulorumenitis que afecta principalmente al saco
ventral del rumen. Esto es atribuido al efecto caustico del &cido lactico. Ademas se
produce edematizacion de la submucosa con desprendimiento de grandes areas de la
mucosa, observandose paraqueratosis y posteriormente ulceracion del epitelio ruminal.

En resumen la patogenia se da con el aumento brusco de la ingesta de carbohidratos de



facil digestion, en rumen se sintetizan AGV y é&cido lactico, y simultaneamente se
modifica la flora y fauna ruminal, proliferando las bacterias Gram (+) en desmedro de
las Gram (-). La enfermedad tiene varias consecuencias, ademas de predisponer a tener
otras patologias por el desequilibrio metabdlico que puede provocar, uno de los signos
que primero se observan en tambo es la disminuciéon en la grasa de la leche en
comparacion de la medicion anterior. Este problema parece estar relacionado con las
dietas ricas en almidones, lo cual provoca una mayor produccion de acido propiénico,
disminuyendo la produccion de acido acético (precursor de la grasa en leche). La
elevada concentracién de &cido lactico en el rumen causa una rumenitis quimica, que es
la antecesora de la rumenitis micotica (Mucor, Rhizopus y Absidia) provocando
trombosis en los vasos ruminales. Posteriormente se produce necrosis difusa y gangrena
llegando a desarrollarse una peritonitis aguda. Ademas, debido a las lesiones en la
mucosa ruminal es frecuente encontrar que los animales presentan indigestion simple.
Los tampones ruminales son sustancias que evitan la excesiva acidificacion del rumen
cuando se utilizan raciones con mucho concentrado, siendo las mas utilizadas 6xido de
magnesio al 0.5%, bicarbonato sddico al 1.0 o 1.5%, sexquicarbonato de sodio entre 1.5
y 2.0%, como también las combinaciones entre ellos (2/3 de bicarbonato con 1/3 de
oxido de magnesio).Sobre la base que la acidosis es una enfermedad que se inicia y
radica a nivel ruminal, seria adecuada la evaluacion dicho 6rgano. La toma de muestras
del contenido ruminal puede ser realizado por sondaje o puncién. El empleo de sondas
protegidas por cubiertas metalicas y de introduccion oral es el método tradicional de
obtener muestras del rumen. Mediante el mismo se pueden conseguir con facilidad
volimenes importantes de liquido sin crear ningun trastorno para el animal. Sin
embargo, el sondaje tiene como inconveniente la alta contaminacion salival con el
consiguiente error en la determinacion del verdadero pH. La puncion ruminal, llamada
ruminocentesis, consiste en tomar muestras a traves de las paredes del rumen mediante
aguja y jeringa. La técnica es simple, no suele ofrecer complicaciones y esta exenta del
efecto de la saliva, pero tiene la limitante del escaso volumen que suele extraerse,
ademas del sometimiento al animal. Actualmente, para cubrir los altos requerimientos
de nutrientes necesarios para la produccion intensiva, las dietas incorporan altos niveles
de concentrados a costa de la reduccion de los ingredientes de menor calidad, en general
los forrajes, que son los mas aptos para el buen funcionamiento ruminal. Buscando
disminuir el riesgo de pH ruminales inadecuados, se utilizan aditivos buffer, aunque la

inclusion en la dieta suele ser en cantidades pequefias, repercute en un 3-15% de los



costes de alimentacion, y en funcion a la amplia gama de los mismos, se plante6 evaluar

los efectos de nuevas alternativas como aditivos contra la acidosis ruminal.

Como segundo objetivo del capitulo se propone, comparar distintos compuestos
adicionados a una racion altamente fermentecible, a través del monitoreo por
microfistula del pH ruminal, buscando diagnosticar trastornos metabdlicos subclinicos
en el estado inicial antes de la disminucién de la produccion, problemas reproductivos y

manifestacion clinica de las enfermedades.

6.2 MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en el INTA, Estacion Experimental San Luis (Latitud
33°39'50" S, Longitud 65°24'37" W), durante el periodo 2011, 2012 y 2013.

La muestra utilizada en la evaluacion de inoculos fue heno de alfalfa, Medicago
sativa L, con 35 dias de rebrote. La misma se seco a 65°C por 48 h, continuando con un
molido y tamizado (2mm), para posterior determinacion analiticas de materia seca
(AOAC, 1990), proteina bruta por Kjeldahl, en forma secuencial, fibra detergente
neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) y lignina detergente &cida (LDA) (Goering
y Van Soest, 1970), cuyos resultados se muestran en la Tabla XXI. Para el analisis de
digestibilidad verdadera in vitro, se utilizé la técnica descrita por Goering y Van Soest
(1979), adaptando la modificacion metodoldgica propuesta por Ankom Tecnology
Corporation, para el equipo DaisylI® (Fig.33). Para ello se depositaron 250 mg de
muestra en bolsas de poliéster/polietileno (FN° 57), con dimensiones de 5 x 4 cm y
porosidad de 25 um, las mismas se sellaron con calor, colocandolas en recipientes de
vidrio (jarras) de 4 litros de capacidad, que giran dentro de una camara a temperatura
controlada. En cada una de las cuatro jarras de digestion se incubaron al azar 10 bolsas
(repeticiones), incluyendo dos blanco (bolsa vacia y sellada sin muestra), con el fin de
generar el factor de correccion por el posible ingreso de particulas 6 pérdida de peso de
las bolsas. La solucion buffer que se afiadié en cada recipiente fue la propuesta por
Kansas State (Marten et al., 1980) compuestas por minerales, fuentes de nitrogeno y
agentes reductores gue ayudan a la anaerobiosis necesaria en el proceso. El indculo
microbial necesario para el procedimiento se recolecté de un bovino macho de raza
Aberdeen Angus con fistula en rumen, de peso vivo 350 kg, alimentado en el primer

periodo del ensayo con heno de alfalfa, y en una segunda etapa con rollo de digitaria,



de baja calidad con la finalidad de evaluar la interaccion entre el sustrato, el indculo y la
digestibilidad. EI material ruminal se extrajo directamente a través de la fistula ruminal,
se tomd un pufiado de mezcla del rumen, se exprimid el contenido para extraer el
liquido y éste se almacend en los termos previamente calentados con agua a 40°C para
su transporte. En el laboratorio el material ruminal se licu6 por 30 segundos, se filtro y
transfirio a un erlenmeyer mantenido en bafio maria a 39°C, continuamente saturado con
CO>. La materia fecal se obtuvo del mismo animal, simultaneamente a través de
palpacion rectal, manteniendo el material en bolsas de polietileno herméticamente
cerradas y en conservadora a 40°C hasta su procesamiento. Para la homogenizacién del
inoculo fecal, se mezcld 40 gr. de heces con 360 ml de agua destilada con gaseado
constante con COg, luego se filtrd la solucién obtenida a través de una doble capa de
gasas y se agreg0 a dos de las jarra de incubacion. En laboratorio, a la preparacion de la
solucion tampdn (1600 ml/jarra) se adicion6 400 ml de liquido ruminal o fecal, en
condiciones anaerobias permanentes. Las muestras se incubaron por 48 h en el
DaisylI® a una temperatura de 39.2 + 0.5°C, con agitacion circular constante que posee
el equipo. Luego de la incubacion, las bolsas se lavaron con agua fria, con el fin de
detener la fermentacion y se procesaron en el analizador de fibra Ankom 220,
sometiendo los residuos de la incubacion a una solucion detergente neutra por una hora
a 100°C, permitiendo remover restos microbianos y algunos remanentes de fracciones
solubles para obtener resultados en términos de digestibilidad verdadera in vitro de la
materia seca (DVIVMS). En cada periodo experimental se realizaron dos series de

incubaciones separadas por un intervalo de dos dias.

Tabla XXI: Composicion quimica de Heno de Alfalfa (muestra) en base a MS

MS FDN FDA PB DVIVMS DIVMS EM! EM 2 EM?3
% % % % % % Mcal/lkgMS  Mcal/kgMS  Mcal/kgMS
94,98 49,72 30,10 14.71 76.80 64.90 2.35 2.77 2.34

MS: Materia Seca. PB: Proteina Bruta. FDN: Fibra Detergente Neutro.FDA: Fibra Detergente Acida. LDA: Lignina
detergente Acido. DVIVMS: Digestibilidad Verdadera in vitro de la materia Seca DIVMS: Digestibilidad in vitro de la
materia Seca. EM: Energia Metabdlica estimada a partir de: 1- FDA, 2- DVIVMS, 3- DIVMS.

Para evaluar la capacidad amortiguadora de aditivos no convencionales en
ganado de carne, se efectuaron analisis in vitro e in vivo. La evaluacién in vitro se
realiza mediante ensayos comparativos en incubador Daisyll®. EI sustrato de
fermentacién empleado es una mezcla comercial peletizada constituida por racion base

(RB) en partes iguales de afrechillo de trigo, grano de maiz molido y harina zootécnica.




La harina zootécnica es un subproducto obtenido de la molienda seca de maiz,
parcialmente himeda, compuesta de germen, salvado, harinas y trozos provenientes de
la molienda del grano de maiz. A la RB se le incorporan al 1% los diferentes aditivos,
conformando los pellets que se entregan en cada tratamiento

R1= Racién base +Bentonita

R2= Racion base + Bicarbonato sodico (NaHCO3)
R3= Racion base + Diatomea

R4= Racién base + Aluminosilicato

R5= Racion base(placebo)

En el andlisis in vitro, a cada jarra, se le agregan 6 g de pellet (la racién base con
aditivo), mas 400 ml de in6culo ruminal y1600 ml saliva artificial (Kansas State). El
indculo microbial se recolectdé de un bovino macho de raza Aberdeen Angus fistulado
en rumen, con peso vivo de 350 kg, alimentado con heno de alfalfa (Medicago sativa)
de buena calidad (10% floracion). La colecta del indculo se extrae directamente a través
de la fistula ruminal y se almacena en los termos previamente calentados con agua a
40°C para su transporte al laboratorio. Alli, la parte solida se licua por 30 segundos, se
filtra y transfiere a un erlenmeyer mantenido en bafio maria a 39°C continuamente
saturado con CO.. Este procedimiento se realiza para garantizar que el inoculo
resultante estuviera compuesto por microorganismos ruminales adheridos y no
adheridos a la fibra. Luego del filtrado del liquido ruminal se mezcla con solucion de
Kansas, en proporcion 1:4 (v:v).En cada tanda de incubacion se corrieron las 4 jarras.
Se midio pH en base al método potenciométrico descrito por Sierra y Morante (2007)
con un potenciémetro digital Denver Inst. Up 10, provisto de un electrodo de vidrio. Se
ajustd el potenciometro a 20+1°C, y se realizaron lecturas por duplicado sobre las
muestras homogeneizadas de cada jarra cada 30 minutos durante las primeras horas de
incubacion y al dia siguiente para completar las 22 h. Las comparaciones se

establecieron, por corrida, realizando 3 repeticiones por tratamiento.



FIGURA 33: Incubador Daisy Il (Tecnologia Ankom)

La técnica in vivo con microfistulas se realizé a cinco bovinos A. Angus de 30
meses de edad, previamente amansados. En las determinaciones de pH, se aplica el
mismo protocolo de la técnica desarrollada en Cap. 3. Una vez ingresado el animal al
cepo, de la porcidn externa de la canula se extrae por succion 20 ml de liquido ruminal,
a través de una sonda que ingresa por microfistula al rumen. Inmediatamente se
determina pH, con leve modificacion del ambiente ruminal (Fig.34). Cada uno se
alimentd con las dietas de los 5 tratamientos mencionados a razén de 6 kg de pellets de
racion base y 2 kg de silaje de sorgo (tal cual). Esta dieta se entregd dos veces por dia
(8.30hs y 14.30 hs). Se determino el pH del liquido ruminal con potenciometro digital
previo a la primera comida, y cada hora después de haber consumido el concentrado.
Las mediciones se realizaron por 3 mafanas consecutivas obteniendo valores

promedios, excepto Ultimo dia que también se realizaron después de la segunda comida.

FIGURA 34: Obtencién y lectura de pH del liquido ruminal.
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6.2.1 ANALISIS ESTADISTICO

El ensayo de comparacion de inoculos se realizo en dos periodos de 20 dias de

duracion cada uno determinados por la racion del animal donante. El disefio



experimental fue en bloques (jarras) con 10 repeticiones en cada bloque. Por tanda se
corren cuatro jarras, dos con fluido ruminal y las otras dos con fluido fecal. Los
resultados fueron analizados mediante estadisticas descriptivas, las relaciones entre la
DVIVMS usando inéculos ruminales y fecales se estudiaron mediante andlisis de
correlacion del paquete estadistico de IBM SPSS (2010).

El disefio del experimento in vitro para la medicion de pH en funcion a los
diferentes aditivos, fue completamente aleatorizado, aplicando cada aditivo a una jarra
independientemente de las demas. Los cinco tratamientos se asignan al azar en cada
corrida, por triplicado. Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza
utilizando el procedimiento de Anova y comparacion de medias mediante el test de
Tukey. A campo, se aplicO un disefio experimental de bloques completamente
aleatorizado, considerando a cada animal como unidades experimentales y la
bloguizacién en funcién al tiempo, buscando reducir y controlar la varianza del error
experimental con el fin de lograr una mayor precision. El disefio de los tratamientos,
que es independiente del disefio experimental fue un arreglo factorial (5x6), con dos
factores de interaccion, aditivo y tiempo. A ambos tipos de disefio le corresponde un
modelo matematico de disefio al azar en bloque (Ec. 10). Por otro lado, los tratamientos
se forman combinando niveles de factores de estudio determinando el modelo factorial

de acuerdo a la ecuacion 14

T; =ak +yl + =kl Ecuacion 14
Ti = tratamiento,

ak = factor aditivo (k=Bentonita, Bicarbonato sodico, Diatomea, Aluminosilicato, placebo)

vl= factor tiempo (I= pre-aliment, 2h (1%), 4h (1%), 2h (2%), 3h (2%), 4h (29))

ekl= interaccion factor aditivo,tiempo.

Los resultados de la evaluacion a campo, se sometieron a un analisis

comparacion mediante variable dummy, debido a factoriales desbalanceados.

6.3 RESULTADOS

En lo referido al primer objetivo, la DVIVMS con ambos indculos se ve
afectada por dieta del animal donante, manteniéndose en las corridas el ranking de los

valores de superioridad del indculo ruminal (Tabla XXII).



Tabla XXII: Estadistica descriptiva de la DVIVMS de alfalfa

Inoculo Dieta Media DE EE Var. CVv Intervalo de confianza 95%
LR alfalfa 76,79 141 022 193 1,83 76,93 77,22
LF alfalfa 73,83 1,21 019 143 1,64 73,45 74,24
LR digitaria 74,73 094 015 088 1,25 74,45 75,03
LF digitaria 70,43 164 026 270 2,33 69,97 70,95

DE: desvio estandar. EE: error estandar. Var: varianza. CV: coeficiente de variaciéon. LR: licor Ruminal. LF: licor Fecal

Para corroborar si habia diferencia significativa, se analizan los datos
estadisticamente; encontrando que los valores no se distribuyen normalmente como
indica la Tabla XXIII.

Tabla XXII1I: Prueba de la normalidad

néculo Dieta  SMAPTOWilk - Homog Vea
Licor Alfalfa 0.047 7.37
Ruminal Digitarfa 0.003
Licor Alfalfa 0.017 1.58
Fecal Digitaria 0.003

p>0.05, acepto la HO= distribucién normal

La Prueba de Shapiro-Wilk muestra claramente que los datos no son normales,
ademas la prueba de homogenidad de la varianza con el estadistico de Levene, nos
indica que las varianzas no son iguales ni homogeéneas, por lo cual, se aplicé el Tets de
Mann Whitney (Tabla XXIV), existiendo diferencias altamente significativa entre las
dietas para licor ruminal y para licor fecal dando un p-valor=0, dando los mayores

resultados de digestibilidad con licor ruminal a partir del animal alimentado con alfalfa.

Tabla XXIV: Analisis No Paramétrico: Prueba de Mann-Whitney

Estadis.Cont.: Dieta LR LF
U de Mann-Whitney 176.000 110.000
W de Wilcoxon 996.000 930.000
z -6.006 -6.640
Sig. Asint. .000 .000

En la Tabla XXV se muestra la comparacion entre medias de pH in vitro de los

resultados del ensayo con aditivos no convencionales



Tabla XXV: Medias de pH in vitro en un periodo de 22 h de fermentacion.

Tratamiento pH p-valor
R1 6.42 AB
R2 6.51 A
R3 6.53 A
R4 6.39 B
R5 6.44 AB

Letra distinta indica diferencia significativa (p<0,05)

Las curvas de la Figura 35, muestran que el bicarbonato de sodio es el que
presenta mayor estabilidad en el tiempo, mostrando menor pendiente en las primeras 2
horas de incubacion a partir de la cual se estabiliza en un pH 6,65 (+/- 0,05). Los
tratamientos R1 (Bentonita) y R3 (Diatomea), disminuyen rapidamente llegando a un
pH 6,4 (+/- 0,05) a partir del cual aparecen marcadas fluctuaciones. La R4
(aluminosalicato), si bien no genera una pendiente pronunciada, su tendencia es
negativa en todo el ensayo, siendo la de menor valor de pH, a partir de la tercera hora 'y
en adelante. No existen diferencias significativas entre R3y R2; R5 y R1.

FIGURA 35: Evaluacién de pH in vitro en raciones con distintos aditivos
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A través de licor ruminal obtenido por microfistula en diferentes momentos del
dia, se obtienen los pH ruminales que se presentan en la Tabla XXVI. Los resultados
presentan una distribucién normal (Shapiro-Wolk p= 0.09337), y homogeneidad en la
varianza (Test de Bartlett, p= 0.4468 (horas) y p= 0.3482 (aditivos)).



Tabla XXVI: Medias diurnas del pH ruminal de animales alimentados con racion
altamente fermentescible con diferentes aditivos.

Tiempo R1 R2 R3 R4 R5
Bentonita Bicarbonato Diatomea Aluminosil. Placebo

Pre-al 6,69 (0,32) 6,81 (0,25) 6,770,24 6,520,36 7,050,16
2h (19) 5,78 (0,38) 5,76 (0,36) 5,43(0,10) 5,71(0,29) 5,640,31
4h (1% 5,62 (0,22) 5,72 (0,29) 5,33(0,30) 5,5(0,23) 5,81(0,32)
2h (23) 5,41 (0,10) 5,31 (0,01) 5,44(0,45) 5,04(0,01) 4,98(0,07)
3h (2%) 5,41 (0,15) 5,41 (0,16) 5,08(0,00) 4,92(0,02) 5,07(0,01)
4h (2% S/D 5,59 (0,10) 5,67(0,00) 4,83(0,00) 5,02(0,00)

(1%) primera entrega de alimento. (2%) segunda entrega de alimento. (...)Desvio estandar

En la Figura 36 se relacionan los resultados con la media total del experimento.
El bloque hace referencia a las horas pos-alimentacion en el dia, los valores de AM
indican las mediciones realizadas luego de la primera entrega de alimento, mientras que
PM, las mediciones realizadas a posterior de segunda entrega del alimento. Los

tratamientos muestran el comportamiento de los diferentes aditivos a la racion base.

El analisis de anova indica diferencias significativas en los bloques ( p= 0.0047),
pero no los tratamientos (p=0.0731) al 95% de confianza. En el estudio de los blogue las
diferencias entre los tratamientos se dan entre 2PM-2AM, 3PM-2AM y 4AM-3PM,

como se muestra en la Figura 37.

FIGURA 36: pH y horas de medicidn en relacion a la media general del ensayo.
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FIGURA 37: Diferencias del pH ruminal entre las distintas horas de dia
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Para evaluar la capacidad amortiguadora de tres aditivos no convencionales en
relacion Bicarbonato sodico (HCOsNa), por ser el usado como referente en nuestros
sistemas productivos, surge la necesidad de estudiar conjuntamente el pH y tiempo.
Debido a que el nimero de observaciones en cada tratamiento es diferente, no se pueden
aplicar técnicas de anova usual, al ser disefios factoriales desbalanceados, la
ortogonalidad entre efectos principales e interacciones ya no funciona, por esta razon se
realiza un analisis de regresion con variables dummy, a través de la comparacion de las

curvas de pH, obteniendo los resultados de la Tabla XXVII.



Tabla XXVII: Analisis comparativo entre la curva de pH del HCOsNa y otros aditivos.

V. Dummy p-valor
Modelo <0,0001
tiempocod <0,0001
Dieta_1,00 0,6698
Dieta_3,00 0,3976
Dieta_4,00 0,3484
Dieta_5,00 0,0972
Dieta_1,00_tiempocod 0,9812
Dieta_3,00_tiempocod 0,5815
Dieta_4,00_tiempocod 0,7465
Dieta_5,00_tiempocod 0,03

Significativamente diferentes (p<=0,05)
Tratamiento de Referencia: HCO3Na

El anélisis con variables dummy determina diferencia significativa solo en R5,

que corresponde al placebo.

6.4 DISCUSION

Las diferencias obtenidas en el ensayo de comparacion de inéculos, entre las
dietas del animal donante, podria deberse al efecto que el alimento tiene sobre algin
tipo de bacterias del rumen, como se observa en alfalfa, que al favorecer el desarrollo de
la flora proteolitica, aumenta la digestibilidad de la muestra muestra por su alto
contenido de proteina bruta. @rskov, en varios de sus trabajos (1970, 1972), demostro
que realizando infusiones al abomaso con distintos tipos de carbohidratos, no varia la
microflora cecal en lo que se refiere a las especies, pero si en concentracion. En general
la DVIVMS usando fluido ruminal resultd ser, en promedio, 4 puntos mayor que en el
caso del fluido fecal, lo cual puede deberse a una menor concentracion microbiana, y
ademas, a la pobre poblacion desarrollada en heces, en comparacion al ambiente
ruminal, por la variada oferta de nutrientes que éste recibe. Esta menor digestibilidad
del fluido fecal coincide con lo sefialado por EI Shaer y colaboradores en 1987 al
evaluar varios sustratos, donde obtuvieron un menor valor con fluido fecal de ovejas
comparando digestibilidad in vivo, atribuyendo ésto a factores propios de la técnica,
como son humedad de las heces y tiempo de incubacién; razén por la cual para

disminuir estos errores, se realizaron las determinaciones en simultaneo, y en funcién de



la humedad de las heces se estimd la proporcion para la preparacion de los licores
microbiales. Omed en 2000 reportd que la relacion entre la DIVMS vy la concentracion
de heces en el indculo no es lineal, y que concentraciones muy altas resultan en valores
bajos de DIVMS, encontrando la mayor actividad de las heces cuando se utilizan entre
6-10 gr de heces/100 ml de solucion de saliva artificial. La similar y en algunos casos
menor desviacion estandar asociadas con fluido fecal, indicarian que la modificacion del
indculo en el método tradicional tendria menor precision, sugiriendo ésto que podria ser
usado para predecir la digestibilidad verdadera con una variacién relativamente baja.
Coincidiendo con varios autores (Jaakola y Huhtanen, 1993; Ramanzin et al., 1997;
Kawas et al., 1991) quienes evaluaron el efecto de la dieta del animal donante sobre el
licor ruminal, se concluye que la dieta es el factor principal de variacién de la técnica in
vitro, por la modificacion cuantitativa y cualitativa de la microflora ruminal. Aiple
(1992), afirma que la actividad del inoculo fecal depende de la poblacion microbiana del
intestino posterior y éste a su vez de la dieta. Esto se evidencia con el bajo factor de
relacion del 45,6% obtenido en el analisis estadistico al tratar de relacionar los valores
de digestibilidad sin estratificar por dieta e inoculo (Ecuacion 15), sin embargo, al
comparar la digestibilidad con los distintos indculos manteniendo la misma dieta, este
factor aumenta considerablemente (Ecuacion 16 para digitaria y Ecuacion 17 con
alfalfa), obteniendo el mayor valor R? para el animal alimentado con alfalfa,
confirmando el efecto de la dieta sobre los indculos. No obstante, dado el limitado
namero de repeticiones, y al tratarse de una misma muestra no se puede establecer

alguna ecuacion de prediccion.

DIVMS(LR) = 65.573 4+ 0.172 = DIVMS (LF) — 1.474 = Dieta

R? 45.6% Ecuacion 15
DIVMS(LR] = 76.791 — 2,965 = DIVMS[LF]
R? 56.6% Ecuacion 16

DIVMS(LR] = 74734 — 4. 3= DIVMS[LF:]
R?72.6 Ecuacion 17

Donde en las ecuaciones 15, 16 y 17, DIVMS (LR) representa la Digestibilidad
in vitro de la MS con inoculo Ruminal, la DIVMS (LF), la Digestibilidad in vitro de la



MS con inoculo Fecal; y en la ecuac. 15, donde dice DIETA corresponde 1, si es con
alfalfa, y 2 con digitaria.

Para el segundo objetivo del capitulo, considerando el efecto de la salud en el
bienestar animal, la seleccion de posibles candidatos que actuarian como buffers , se
realizO mediante ensayos comparativos, basados en pruebas in vitro en incubador
Daisyll®-Ankom Technology, considerandola de facil interpretacion y apropiada para
probar un amplio nimero de sustancias en un corto espacio de tiempo para realizar las
experiencias en vivo Por cuestiones de practicidad, se muestran las evaluaciones de los
aditivos que mejores respondieron y a posteriori se ensayaron a campo. Al analizar los
valores medios observados in vivo de los tratamientos en las diferentes horas, se
evidencia que el mayor efecto buffer lo tendria el R2 que corresponde al bicarbonato de
sodio, seguido por el R1 que corresponde a la adicion de bentonita. Cuando se observan
los valores en funcidn del tiempo, los mayores pH se obtienen a las primeras horas de la
mafiana, que se deberia al efecto alcalinizante de la saliva, toda la noche y al ayuno, ya
que inmediatamente se alimenta el mismo comienza a descender bruscamente. Los
datos observados del pH ruminal son normales (Shapiro-Wolk p=0.09337) y se cumple
la homogenidad de la varianza (Test de Bartlett) en las diferentes horas de medicién
(bloque p-= 0.4468), y aditivos (tratamientos p-= 0.3482). Los animales del RS3,
presentaron cuadro de acidosis subclinica, con sintomas de abstinencia (22 comida) y
heces blandas, lo que explicaria la alta variabilidad del pH. La racién sin buffer (R5)
mostré una marcada influencia con el metabolismo propio del rumen, inmediata baja de
pH pos-comida, aumentando con la produccion de saliva antes de la 22 comida y la toma
de agua en funcion a la elevada temperatura de los dias del ensayo. Similar
comportamiento presentd el Aluminosilicato (R4), lo que indicaria que no presenta
efecto atenuante frente la acidez generada por los AGV en rumen. Las curvas obtenidas
muestran el pH del rumen y permiten inferir el comportamiento de consumo, si bien la
reduccion de consumo se asocia con ganado acidotico (Stock et al., 1995; Bevans et al.,
2005), existen en la bibliografia variados resultados. Numerosos son los factores
asociados con el pH y mecanismos de consumo, el trabajo realizado por Khafipour y
colaboradores (2009) evalua la acidosis producida por grano de maiz y pellets de alfalfa,
obteniendo diferentes resultados de consumo, en maiz disminucién y el otro aumento.
En este ensayo se observo el descenso en consumo cuando se encontraban con pH
bajos, ademas de evidenciar el efecto de los aditivos a través de la mayor estabilidad de

los patrones de fermentacion en el dia. Para el caso del bicarbonato de sodio, que es el



buffer de referencia, ademéas de ser un dominante natural de la saliva, la adicion a la
dieta ha mostrado menor tiempo del pH por debajo de 5.8 en el dia. Los resultados
obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de un periodo de estabilizacién del pH el
cual guardaria relacion directa con la cantidad de alimento entregado en cada comida
(fraccionando la racion con mayor porcentaje en la primera entrega), considerando la
frecuencia de alimentacion una herramienta para la mejora del sistema sin costo inicial
de alto impacto. El estudio de Pritchard y Bruns (2003) sobre engorde intensivo, el
aumento de frecuencia en la entrega de alimento (de 1 a 4 veces al dia) generé aumento
de consumo atribuido a una reduccién de acidosis. Ademas, DeVrides (2005) justifica la
mejora de produccion debido a la reduccion de la competicién social y agresion por el
alimento al aumentar el nimero de entregas. Conocer la interaccion pH y tiempo,
obedece al metabolismo propio del animal, ya que la digestion, luego de ingestion de
alimento, avanza en el tiempo, generando como resultantes AGV los cuales modifican
el pH, por lo cual para tener conclusiones respecto a los aditivos no convencionales es
mas util conocer la significancia de los factores. En lineas generales la solo mostro
diferencia significativa con respecto al bicarbonato de sodio, la racion que no contenia
el agregado de algun aditivo (placebo), lo que indicaria que los compuestos evaluados
generaron efectos en la concentracion de H+ del liquido ruminal, determinando la
Bentonita la curva de mayor similitud con la del bicarbonato, lo que indicaria que este

aditivo podria usarse en su remplazo.

6.5. CONCLUSION

Si bien en los ensayos de experimentacion los animales sufren un cambio del

estado de confort, se propone el remplazo del licor ruminal por in6culos fecales
buscando evitar grandes operaciones quirargicas para la fijacion de fistulas, sin
embargo, en nuestro segundo ensayo sobre la evaluacion del pH ruminal directo en los
animales, a través de la microsfistula (metodologia desarrollada en la EEA San Luis,
Cap. 3), los animales no demostraron signos de estrés relacionado con ella. Las
enfermedades del rumen, por lo general se presentan en forma subclinica, es decir, que
no presentan signos clinicos, mostrando los animales buen estado de salud, sin embargo,
son de gran impacto econémico, directamente relacionadas con la dieta y su impacto en
el ecosistema ruminal. Dado el limitado nimero de repeticiones parece arriesgado
establecer alguna conclusion como definitiva, mostrando nuestros resultados mejor

comportamiento como sustancia buffer la Bentonita y un nulo efecto, Diatomea. Es



necesario continuar con trabajos de este tipo, pero simultdneamente considerar bienestar
animal, que esta més all de la falta de enfermedad solamente, abarca todo lo relativo al

confort animal.



Capitulo 7:
EFECTO AMBIENTAL DE LA EMISION DE GASES DE ORIGEN
GANADERO

7.1 INTRODUCCION
En la actualidad, el clima de la Tierra enfrenta rapidos cambios que afectan tanto

la composicion de la atmésfera como el balance de la radiacion solar, jugando un rol
principal las actividades ganaderas. Tanto los sistemas de produccion extensivos como
intensivos, han afectado el medio ambiente significativamente modificando los habitats
naturales (a través de la implantacién de pasturas no nativas, apotreramiento, reduccion
de arboles, etc.), generando inestabilidad geoldgica y menor captacion de CO». Basados
en el analisis de ciclo de vida (LCA) se ha estimado que el sector emite 7.1GtCO2eq.
(Giga toneladas de dioxido de carbono equivalente), lo que representa el 18% de las
emisiones totales antropogeénicas (Steinfeld et al.,, 2006). Este resultado esta
representado por 2.5 GtCOzeq emitidos por el suelo y cambio de uso del suelo, 0.4
GtCO2eq en la produccion del alimento, 1.9GtCO2eq a partir del metabolismo animal,
2.2GtC0O2eq del manejo de estiércol y 0.03GtCO2eq en transporte. Los reportes de
IPCC del 2007 consideran que el sector emite entre 5.1 a 6.1GtCO2eq.afio™ para el
2005. En el 2006 se conoce el informe de la Agencia de proteccion del Medioambiente
(EPA) de la Union Europea (EU) separando las emisiones de CH4 entérico de 2079 y
2344 MTCOgzeq/afio estimadas para 2010 y 2020 respectivamente, y las derivadas del
manejo de estiércol de 470 y 523 MTCO2eq /afio. Al realizar una proyeccion para los
afios 2010 y 2020 del informe de IPCC (2007) reportan una contribucion de 7.3y 7.5 %
del sector ganadero. O Mara (2011) estimd una contribucién mayor entre 8 a 11%,
diferenciando los sistemas de produccion, haciendo hincapié en paises como Nueva
Zelanda y Argentina basados en la produccion sobre pasturas, los cuales la emision de
CH4 entérico es significativamente mayor. Sin embargo, en la ultima década en la
Argentina, y principalmente en la provincia de San Luis, el mayor desarrollo se generd
en los sistemas de engorde comerciales intensivos a corral, conocidos como feedlot.
Estos consisten en sitios con varios corrales provistos de agua y comederos para cientos
de animales, los cuales son mantenidos por varios meses, por lo que el manejo del

estiércol y desagradables olores es todo un desafio. Para el manejo de los efluentes de



estos sistemas, se busca es mantener una capa de 2.5 a 5 cm de estiércol compactado
sobre el suelo mineral de los corrales, mejorando el drenaje, disminuir la infiltracion y
previene problemas podales relacionados directamente con el estrés animal (Miller et
al., 2008). Por otro lado, la dieta constituye un factor que afecta indirectamente a la
contaminacion del ambiente en estos sistemas intensivos, las raciones suministradas a
los animales son ricas en almidon y exceden el contenido de proteinas que éstos
necesitan. El remanente no asimilado por el animal retorna al suelo en heces y orina, lo
que produce un efecto sobre la flora microbiana estableciendo un metabolismo aerdbico
y/o anaerdbico, que dependera de la acumulacion, pérdida o persistencia del estiércol
como asi también de las propiedades del suelo y condiciones climaticas predominantes.
La contaminacién de estos sistemas ganaderos intensificados tiene origen en diversas
causas: gases con efecto invernadero (GEI), amoniaco (NHs), sulfuro de hidrogeno
(SH2), compuestos organicos volatiles (COV) y particulas finas en suspension aérea
(PM). Estos factores se relacionan entre si, por ejemplo, el NHz y SH», ademas del
efecto toxico, su persistencia en la atmdsfera contribuye a la formacion de particulas en
suspension. El fosforo que es excretado por los animales, puede moverse por
escurrimiento superficial hacia los cuerpos de agua, con riesgo de eutrofizacion de las
aguas superficiales, como confirma Nelson (2012) en sus estudios. La acumulacion de
alimentos, estiércol en corrales y la presencia de efluentes sin tratar en lagunas,
predisponen a la proliferacion de insectos y roedores (Bodman y Koelsch, 1996). Los
insectos (moscas, mosquitos, etc.) pueden incomodar tanto a los animales como a los
humanos, o ser vectores de enfermedades migrando a las zonas periurbanas (ACFA y
AAFRD, 2002).

Con respecto a los gases, un estudio realizado en Canada sobre 18 feedlots
arrojo valores entre 0.009 y 1213 ppm de amoniaco (ACFA y AAFRD 2002), el cual a
partir de 20 ppm produce irritacion de las mucosas, como también, al reaccionar en el
aire con otros gases contribuyen a la acidificacion de los suelos por precipitacion
(Hatch et al., 2002). La emision de amoniaco estd relacionada también con el olor
(McGinn et al., 2006), al igual que el sulfuro de hidrogeno (Chiumenti et al., 2005). En
condiciones acidas el azufre se asocia con protones para formar sulfuro de hidrégeno,
un producto final comuln en sistemas biologicos anaerdbico, responsable de olores
desagradables. Los GEI, conformados por di6xido de carbono (CO2), oOxido de
nitrégeno (N20) y metano (CHs); tienen la capacidad de absorber calor, siendo los

responsables de alterar el equilibrio natural que existia entre la energia solar entrante y



la energia terrestre saliente, dando como resultado el aumento de la temperatura global
de la tierra. EI CO> es el gas con mayor contribucién relativa al cambio climético, sin
embargo el CHs en la atmosfera en los ultimos dos siglos ha aumentado su
concentracion en méas de 140% (IPCC, 1996). Este gas, junto a los 6xidos de nitrdgenos
(NxOx) son producidos principalmente por la ganaderia, cuyos precursores dependeran
de la dieta animal y manejo del estiércol, mientras que la participacién del diéxido de
carbono aumentard en la medida que se tecnifica la produccion ganadera (SAyDS,
2007). El nitrégeno (N2) presente en las excretas animales, tiene grandes posibilidades
de perderse hacia la atmdsfera como NHs3, segun la temperatura, contenido de humedad,
pH del suelo, entre otros factores de acuerdo al trabajo de Keeney y Hatfield (2001).
Los compuestos odoriferos son producidos por actividad microbiana que se encuentran
en la superficie de los suelos, utilizando el sustrato encontrado en el estiércol, siendo las
enzimas ureasas responsables de la conversién de urea a amonio (NH4") y amoniaco
(NH3) (Muck y Richlards, 1980; Varel et al., 1999). A su vez, las excretas generadas en
estos sistemas se concentran en areas reducidas, al permanecer un gran namero de
animales en sectores reducidos durante periodos prolongados, aumentan el riesgo de
contaminacion puntual y de interferencia en el reciclaje natural de nutrientes (Atkinson
y Watson 1996; Gil et al., 2006). Ademas, la acumulacién de excretas como su
reutilizacién como fertilizantes traen consigo una preocupacion que se manifiesta en el
ambito mundial, que es la presencia de residuos de drogas veterinarias, denominados
“microcontaminantes emergentes” que son de alta persistencia (Teuber 2001; Boxal et
al., 2004). Los COV (compuestos organicos volatiles), agrupan a una gran cantidad de
sustancias quimicas que se convierten facilmente en vapores o gases, siendo el principal
inconveniente medioambiental la formacion de ozono troposférico, que contribuye al
problema del smog fotoquimico. Los AGV y COV presentan correlacion con la
produccién de olor (Zahn et al., 2001), por lo que limitando su produccién se podria
disminuir la emisién de olor de los sistemas ganaderos. Por otro lado, del analisis de los
flujos de fésforo (P) y N2 realizado en China por Ma y otros (2010), determinaron que
solo un 11% de N2 es utilizado por animal, emitiendo a la atmdsfera 47% y perdiéndose
41% en cuerpos de agua. Las pérdidas de NHz o N2O de los residuos animales varian en
funcion del manejo del mismo. Frecuentemente ocurre una interaccion negativa entre
NH:z y N2O, cuando el acumulado de los residuos sélidos es removido, genera la entrada
de oxigeno (Oz) constituyendo un ambiente aerdbico, en esta situacion se ve favorecida

la formacion de NHs por la que las pérdida de esta forma son mayores que las de N2O



(Amon et al., 2006). En el caso de los tratamiento liquidos, al generarse una costra en la
superficie, o cuando se coloca alguna membrana se limita la entrada de O, generando
un ambiente anaerobico, cuyo efecto es la disminucion de NHs, pero aumenta N2O
(Sommer et al., 2000; Vanderzaag et al., 2011). Sin embargo, Sommer (2010) mostrd
que al cubrir con membrana sintética las piletas de los efluentes se produce una
interferencia en el desarrollo de bacterias nitrificantes y desnitrificantes, por lo que
ambos gases disminuyen, siendo una alternativa de mitigacién de estos sistemas de
intensivos, reconociendo el efecto negativo al medio ambiente que genera la produccion
ganadera. El dilema se presenta al considerar que la tendencia del consumo per cépita
de carne se duplica de acuerdo a lo proyectado para 2030 (WHO, 2008), por lo cual, el
riesgo de desastres naturales seria inminente sino producimos sustentablemente. La
interaccion alimento, animal y suelo en el ambiente de produccion intensivo es
compleja, clarificar los efectos es critico para establecer practicas de manejo que
minimicen el impacto ambiental. Es urgente la necesidad desarrollar efectivas medidas
de adaptacion y mitigacion, siendo ineludible para estos sistemas intensivos de
produccién, conocer el origen y efecto de los residuos generados. Se planted6 como
objetivo de este ensayo determinar las concentraciones in vitro (laboratorio) e in situ (a
campo) de los gases: oxigeno (O), metano (CH4), monoxido de carbono (CO) y dioxido
de carbono (COy).

7.2 MATERIALES Y METODOS
La experiencia se efectud en un establecimiento de engorde intensivo de bovinos
situado en Latitud 33.70° Sur, Longitud 65.50° Oeste, proximo a la ciudad de Villa

Mercedes (provincia de San Luis), durante los meses de Octubre-Noviembre, previo
época de lluvia. Se registraron los factores climaticos de temperatura media diurna del
aire, velocidad media del viento y humedad relativa. La dieta de los novillos en
terminacion expresada en base a materia seca (MS), contenia grano de maiz (Zea mays)
56%, Gluten Feed de maiz humedo (GFh) 36%, cascara de mani (Arachis hypogaea)
4.5% y suplemento vitaminico mineral 3.5% del total. Al no existir un protocolo
estandar, se decidi6 medir cada muestra de aire por triplicado considerando el valor

promedio.



7.2.1 Equipos

Se empled un equipo detector de gases portéatil Reike Keiki RH -515 (Fig.38)
para determinar las concentraciones de Oz, COz, CHs y CO. Este detector combina
sensores infrarrojo (NDIR), galvanico y de células electroquimicas, con rangos de
medicion entre 0 y 100% LEL (limite inferior de explosividad), o de 0 a 100% volumen
(vol.) para CHa; de 0 a 25% vol. para O2; de 0 a 1000 ppm para CO y de 0 a 20% vol.
para CO,. Para la determinaciobn de otros compuestos precursores de sustancias
odoriferas se recurrié a un equipo Eagle 2, que utiliza sensores fotoionizables (PID)
para aplicaciones con alta sensibilidad e infrarrojos, identificando NH3 con un rango de
0 a 75 ppm, H2S hasta una concentracion de 100 ppm, y COV con un rango de 0 a 2000
ppm. En el procedimiento de medicion el volumen de aire ingresa a la sonda conectada
a una bomba de aspiracion y, transcurridos 15 segundos para su estabilizacidn, se lee la

concentracion en la pantalla del equipo.

FIGURA 38: Equipo Reike Keiki RH -515 y accesorio de adaptacion para medicion en
S

o |

7.2.2 Metodologia de medicion
7.2.2.1insitu

El protocolo de las determinaciones in situ consistio en la medicion de la
concentracion de los gases CHs, CO, CO2 y Oz en 5 areas relevantes del establecimiento
(Fig. 39): a- corrales con animales (20m?/animal),

b- corrales sin animales,

c- trampa de solidos o pileta de sedimentacion,

d- laguna anaerdbica de sedimentacion y evaporacion,
e- laguna aerdbica de almacenamiento o facultativa

Se utilizé en cada corral una cdmara estanca de 2 litros de capacidad que se

ubico a nivel del piso para evitar la corriente de aire interna, posicionandose en 4 sitios



al azar tanto en corrales con animales como sin ellos. En las areas de trampa de sélidos
y lagunas se utilizé una cdmara estanca de 1 litro de capacidad de material liviano que
flota en la superficie y conectada al equipo medidor con una manguera de goma de 2 m.
Las mediciones se repitieron al mismo horario (12 AM) por 3 dias consecutivos.

FIGURA 39: Imagen satelital del establecimiento de engorde intensivo comercial, con
|dent|f|caC|on de las 5 areas de medicion de calidad del aire.

CORRALES :
OCUPADOS ' 'CORRALES
NP e VACIOS
L 5 TRAMPA DE
souoos
LAGUNA
ANAEROBICA

7.2.2.2- in vitro

El protocolo en el laboratorio para evaluar las condiciones del medio sobre el
estiércol, consistio en la medicidon de la concentracion de los gases CH4, CO y CO2
contrastando 2 niveles de concentracion de O.. De la superficie de los corrales fueron
extraidas muestras (estiércol), constituidas por tierra, heces y orina de los animales. Se
colocd 250 g de esta mezcla, en un Erlenmeyer de 250 ml (12 unidades), conformando 2
tratamientos: TO- Ambiente aerobico= 6 Erlenmeyer cerrados con algoddn que permitia
el intercambio de aire

T1- Ambiente anaerdbico= 6 Erlenmeyer cerrados con tapones de goma
de cierre hermético.



Se incubaron las muestras en estufa de cultivo (37°C) por un periodo de 9 dias,
midiendo cada 48 h la concentracion de gases. Quitados los tapones, se introdujo una
sonda conectada a una bomba de aspiracidn y ésta al equipo que determina la
concentracion del volumen de aire que ingresa. El procedimiento se realizé en

habitacion cerrada para no afectar las condiciones de cada unidad experimental.

7.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron con el paquete estadistico SPSS (Statistical
Packageforthe Social Sciences). Para poder evaluar el efecto de los distintos lugares de
muestreo in situ sobre la concentracion de gases, se plante6 un analisis de la varianza
realizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se analiza individualmente cada
area (corrales, trampas y laguna) a través de un Anova y posterior comparacion de
medias. A los datos obtenidos en laboratorio se les realizo el anélisis de varianza de un
factor, tomando como unidad experimental cada erlenmeyer. Los modelos incluyeron
tipo de fermentacion, tiempo transcurrido y la interaccion entre ambos. Las diferencias
entre las medias de los cuadrados in vivo e in vitro, se testearon con el test de Tukey,

aceptando como diferencia significativa p<0.05.

7.3 RESULTADOS

Durante el periodo de medicion a campo, las condiciones de humedad relativa,

temperatura del aire y velocidad media del viento, permanecieron estables,
determinando valores medios de 45%, 20°C y 9.3 km/h, respectivamente. Los valores
medios de las emisiones de gases, cuantificadas por 3 dias consecutivos en las 5
diferentes areas muestran evidencias estadisticas de no presentar distribucion normal y
homogeneidad de la varianza segun la prueba de Shapiro-Wilk y de Levene, ambos p-
<0.05. Se establece la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis, 1952),
encontrando diferencias significativas (p<0.0001) en la concentracion de CHs y CO>
entre las 5 areas de medicidn como se observa en la Tabla XXVIII. Con respecto al
CHgy, en los corrales con y sin animales el nivel de % LEL fue de 0,000; mientras que el
valor mas alto se registré en la trampa de sélidos (0,468% LEL) al igual que la
concentracion de CO- (0,232%). No se gener6é CO en ninguna area y la concentracion

de O> fue constante en todas las areas (20,95%).



Tabla XXVII1: Determinacion in situ de la concentracion media de CH4, O2, CO y CO2
del suelo en sistema intensivo de engorde bovino.

< CH1% CO, O

Area LEL* % %
Con animal 0.00 0.17 (0.06) 20.95
Sin animal 0.00 0.10 (0.07) 20.95

Trampasélido  0.46 (0.22)  0.23 (0.09) 20.95
Lag. anaerdbica  0.14 (0.72)  0.08 (0.03) 20.95
Laguna aerobica 0.00 0.03 (0.01) 20.95

CH4 H 45.95 p<0.001/CO2 H 34.01 p<0.001 D.E Desviacion Estandar.
1% LEL=5 % vol. = 50.000 ppm

En las trampas de sélidos existe diferencia significativa de acuerdo a la prueba
de Kruskal Wallis entre CH4 (p<0.000) y CO: (p=0.002), no asi en la laguna de
sedimentacion y evaporacion p=0.850 para CH4 y p=0.767 CO,, detectando solo CO; en
laguna aerdbica.

Profundizando el andlisis sobre los gases determinados en cada en cada zona, se
observan diferencia significativas en los corrales (Tabla XXI1X) y trampa de solidos
(Tabla XXX) y no en laguna anaerobica (Tabla XXXI). En la laguna facultativa sélo se
detectdo CO> (Tabla XXXII).

Tabla XXIX: Media de CO»% en corrales

CO: Media Sig.
Con animales 0,1688 (0,064) A
Sin animales 0,0994 (0,071) B

|Letras distintas en columnas indican diferencias significativas (p<= 0,05[)

Tabla XXX: Media de CHs% y CO.% en Trampa de Sélidos

Gases Media Sig.
CH1:% 2,343 (1,136) A
CO2 % 0,234(0,087) B

|Letras distintas en columnas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Tabla XXXI: Media de CH4% y CO2% en Lagunas anaerdbicas

Gases Media Sig.
CH4+% 0,722 (0,365) A
CO2% 0,077(0,031) A

|Letras distintas en columnas indican diferencias significativas (p<= 0,05))




Tabla XXXI1I: Descriptivos de Laguna facultativa

Gas Media Desv. Minimo Maximo

CO2% 0,027 0,013 001 0,04

Los valores medios obtenidos en laboratorio sobre las concentraciones de CHa,
CO y CO: en condiciones aerdbicas y anaerdbicas generadas a partir de las 96 h en el
interior de los erlenmeyer se presentan en la Tabla XXXIII. Se observa diferencia
significativa (p<0,05) en la concentracion media de cada gas producido con y sin O». En
condiciones aerdbicas no se detectaron CHs y CO, a diferencia de lo que sucede en
condiciones anaerébicas (CHs 0,109% LEL y CO 224,78 ppm). A su vez, la
concentracion de CO> incrementd casi 15 veces en ausencia de O. Por ultimo, se
observo una correlacién positiva (r=0,731, p=0,00048) entre la concentracién de CHs y
CO..

Tabla XXXIII: Determinacion in vitro de la concentracion media de metano (CHa),
monoxido de carbono (CO) y dioxido de carbono (CO2) del suelo del corral de engorde.

Tratamiento CHa CcO COz
%LEL* ppm %
Aerdbico 0.00 0.00 0.54 (1.47)
A A A
Anaerdbico 0.10 (0.10) 224.7 (293) 8.22(6.63)
B B B

Letras distintas en columnas indican diferencias significativas (p<=0.05) (...)
Desviacion Estandar. 1%LEL=5 % vol. = 50.000ppm

En la Figura 40 se observa la tendencia en la produccién de gases in vitro en
funcion del tiempo para ambos tratamientos. Las curvas obtenidas en condiciones
anaerdbicas presentaron diferencias significativas para CO (p=0,0189), CH4 (p=0,0004),
CO. (p<0,0001) y O2 (p<0,0001), y describen una sigmoidea. Para el tratamiento
aerobico el comportamiento fue constante con una leve tendencia negativa para CO32, no

detectandose CO y CHj4 en el periodo de evaluacion.



FIGURA 40: Dindmica de gases in vitro con distintas concentraciones de O>
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La creciente importancia del efecto contaminante sobre el ambiente de los
sistemas de engorde a corral, junto al progresivo aumento de estas instalaciones en la
provincia de San Luis, han incentivado a la investigacion en la busqueda de una mejor
gestion ambiental. El estiércol, si bien es un producto que inicialmente no contiene
compuestos de alto riesgo ambiental, la acumulacion de grandes volimenes es un
potencial foco de contaminacion. Su impacto dependera de las caracteristicas intrinsecas
y manejo del estiércol, debiendo ser las préacticas realizadas debidamente estudiadas y
elaboradas para cada zona, de acuerdo con sus condiciones ambientales y de
produccidn, y no de caracter general. Tanto los compuestos que generan olor como los
GEIl, son bioproductos de actividades microbianas que utilizan el sustrato que se
encuentra en el estiércol, pudiéndose mitigar su efecto. En la explotacion estudiada los
olores de mayor potencial contaminante proceden tanto de las fuentes fijas (corrales,
lagunas, trampas) como temporales (liberado desde el estiércol), teniendo las
condiciones meteoroldgicas en gran medida incidencia en su formacion como asi
también en su emision. La metodologia disefiada de la camara de medicion in situ

genera una atmosfera constante que, sumado a la estabilidad climatica en el periodo del




ensayo, contribuyd a minimizar el efecto de la dilucion de los gases, y a alcanzar
resultados repetitivos en la generalidad de los mismos. La carga bacteriana de las heces,
y las condiciones del medio, impactan sobre la actividad microbiana asocidndose con el
metabolismo fermentativo, la emision de olores, GEI y pérdida de N2. Una amplia
superficie de los suelos del feedlot, se encuentra en contacto con el oxigeno, bajo
contenido de humedad y estiércol fresco, en el cual predominan el metabolismo
aerobico, por ejemplo corrales, donde sélo se observé CO2, sin embargo, esta situacion
fragil se reinvierte por factores como agua, tiempo y cantidad de estiércol. En trampa de
solidos y lagunas, se verifico las condiciones anaerdbicas a través de la presencia de
CH4 y CO2. Este tipo de fermentacion, seria la responsable de no sélo la generacion de
GElI, sino también olor. Por otro lado, la disminucién del pH en estos suelos generada
por la acumulacion del acido lactico y AGV, producto de la actividad microbiana afecta
los organismos metanogenicos lo que explicaria su baja presencia en todo el sistema en
relacion con CO..

Del resultado en laboratorio al iniciar con la concentracion de los gases normales
del ambiente (O, 21%) en ambos tratamiento, se observo un similar comportamiento en
las primeras 24 h, hasta saturar el medio y dar lugar a las fermentaciones anaerdbico.
Esta concentracion tendié a disminuir, diferenciandose del tratamiento aerébico que se
mantuvo constante (20,9%). Las poblaciones de organismos existentes en el material
incubado en el sistema cerrado van agotando el O disponible debido a su respiracion, lo
que conduce al cambio mayoritariamente de una respiracion aerobica a una
fermentacion anaerdbica, efecto que se observa en el patron de los gases al transcurrir
los dias del estudio observando un comportamiento equivalente entre el CO y el CO», y
a su vez inversamente proporcionales al Oz. Las concentraciones del CO y CO:
aumentaron al final del periodo de incubacién y la de Oz disminuyd. La curva
sigmoidea de produccion de CO: del tratamiento cerrado se estabilizé a las 120 h, por lo
que se infiere que se ha alcanzado el maximo potencial de masa microbiana activa (fase
estacionaria), comportamiento inverso al del Oz, que se encuentra en la menor
concentracion. En el tratamiento aerobico el CO, mostr6 una tendencia lineal
decreciente. En el caso del CH4 en condiciones anaerdbicas, éste llegé a su méaxima
concentracion a lasl68 h disminuyendo al transcurrir los dias, lo que indica la
estabilizacion del medio a causa de la autolimitacion de la fermentacion. Al convertir el
almiddn en &cido lactico, se genera la disminucién del pH afectando la poblacién de

bacterias metanogénicas, y por consiguiente la disminucion de la concentracion de CHa.



Un comportamiento semejante podria generarse en el ambiente superficial del corral
donde las heces frescas y efluentes liquidos proporcionan un inoculo para bacterias
metanogeénicas, estimulan el consumo de O. y conducen mayoritariamente a una
digestion aerdbica que con el tiempo se transforma en fermentacion anaerdbica. En el
tratamiento aerdbico del laboratorio no se produce CO y CHj4, manteniéndose la
concentracion de Oz del medio ambiente, situacion que sucederia en la superficie de los
corrales, pudiendo modificarse en funcién de la humedad del suelo, la actividad
microbiana, la temperatura, tiempo de deposicion y précticas de manejo. Incorporando
estos resultados a la bibliografia, se observa que la actividad aerdbica seria menos
contaminante en lo que se refiere a emision de gases, pero este menor impacto podria
asociarse a una menor actividad microbiana, disminuyendo la materia orgénica y
aumentando las particulas de tierra en suspension, afectando las vias respiratorias de los
animales. Los resultados de las condiciones de incubacion del ensayo, modificando un
solo parametro (O.), lograron simular las multiples interacciones que se generan entre

los microrganismos y el medio, y describir las multiples emisiones.

7.5 CONCLUSION

Basados en los datos obtenidos en el trabajo, se concluye que la emision de

gases bajo condiciones aerobias es menos perjudicial que cuando tiene lugar en ausencia
de O, sin embargo, la situacion aerobica puede transformarse a anaerobica al transcurrir
el tiempo, o por algun factor externo (precipitaciones), siendo inevitable que ambas
condiciones se produzcan en simultaneo. Por este motivo, seria necesario disminuir las
fuentes de produccion de fermentacion anaerobica a través de las buenas précticas de
manejo, controlando los sustratos en el estiércol a través de una justa y balanceada
racién, como asi también favoreciendo la poblacion de bacterias lacticas de manera
controlada a traves del monitoreo de pH para no aumentar la emisién de SH» principal
causante de olor desagradable en estos sistemas.

El conocimiento de las relaciones suelo-alimento-planta y la vulnerabilidad entre
estas interacciones, conllevaria a la eleccion de estrategias de menor impacto ambiental
en busqueda de la sustentabilidad de los agroecositemas. No obstante, es necesario
realizar mas investigacion, especialmente si se considera que los sistemas de engorde a

corral son muy complejos y heterogéneos.



Capitulo 8:
OPCIONES DE MITIGACION DE GEI ASOCIADA AL SECTOR

GANADERO

8.1 INTRODUCCION
Para emprender medidas de mitigacion hay que considerar que el cambio

climatico es un problema mundial a largo plazo y comprende complejas interacciones
entre procesos climaticos, ambientales, econdmicos, politicos, institucionales, sociales y
tecnoldgicos, para lo cual se debe alcanzar una conciencia colectiva. Adaptacion y
mitigacion, son claves para reducir los riesgos del cambio climatico, sin embargo, sus
efectos varian dependiendo del tiempo y el lugar. Los beneficios de la adaptacion tienen
un alcance de local a regional, y pueden ser inmediatos, en cambio, los de mitigacion
tendria beneficios mundiales pero perceptibles con los afios. Para enfrentar las
vulnerabilidades al cambio climatico es necesaria la combinacion de estrategias en la
que se incluyan la mitigacion, adaptacion, investigacion y desarrollo tecnolégico, como
lo involucra Watson (1996), en su trabajo de sobre ganaderia. El estimé que solamente
mejorando la dieta de los rumiantes en el mundo se podria reducir la emision anual de
metano en unos 27 millones de toneladas, logrando minimizar lo proyectado por la FAO
(2003) sobre el incremento con cabezas de ganado del 60% de la emision de CH4. La
cantidad de metano producida y excretada depende fundamentalmente de dos factores:
el tipo de animal (animales de mayor tamafio y/o mayor edad tienden a producir
mayores cantidades de metano), y dieta (cuanto menos digestible es el alimento mas
metano se produce). Si bien el sistema digestivo es determinante debido a la
fermentacion entérica, otra de las via de emision de CHs se asocia al manejo del
estiércol. Cuando el medio se va convirtiendo en reductor los microorganismos
metanogénicos descomponen materiales organicos y producen metano. Por otro lado,
coincidiendo con la vision de la FAO, la produccion moderna de carne esta orientada a
aumentar los indices de extraccion, es decir mayor cantidad de carne por unidad de area
y de tiempo. Para alcanzarlos es necesario que los animales puedan ganar suficiente
peso en cortos periodos, por lo que una reduccion de la edad promedio del ganado de
carne, y aumento de la digestibilidad de la dieta, redundaria en una inmediata reduccién
de las emisiones de metano. El incremento en la proporcién de concentrados en la dieta

en remplazo de los forrajes se relaciona directamente con una menor unidad de metano



por unidad de producto (Lovett et al., 2004) o peso ganado (Boland et al., 2009;
McGeough et al., 2010), el desafio es lograrlos de manera sustentable. Las
investigaciones recientes apuntan a insumos de segunda y tercera generacion, es decir,
estrategia aplicada a la dieta y al manejo productivo; como también alteraciones en la

funcionalidad ruminal y la seleccion animal

8.1.2 MODIFICACIONES EN LA DIETA

La manipulacion de la microbiota a traves del uso de aditivos, como los
ionéferos, mejora la eficiencia de conversion del alimento. La adicion de estos
compuestos multivariados a la raciones de rumiantes afectan la fermentacion ruminal,
existiendo un grupo de grasas, como los &cidos grasos conjugados con calcio, grasas
hidrogenadas de origen mineral, extracto de plantas, de semillas y grasas de residuos de
procesados de alimentos, que no afectaria la digestion de las fibras (Jenkins, 2008), lo
que aportaria energia extra y en algunos casos la disminucién de CHa. Weiss y Pinos-
Rodriguez (2009) reportaron incremento en la produccion de leche cuando se
suplementd con 22.5g de grasa saturada*kgMS? consumida, pero en dietas de baja
proporcion de forrajes, y no voluminosas, lo que indicaria que el efecto se diluye por lo
cual se deberia aumentar las cantidades. Palmquist y Jenkins (1980), recomiendan entre
60 y 80 g*kgMS™ de grasas totales en la dieta, como rango méaximo para no afectar el
consumo, sin embargo, otro consideran que afectaria la composicion de la leche
dependiendo de la dieta y estado de lactacion (Chilliard y Ferlay, A. 2004; Glasser et
al., 2008). En relacion al metano, Grainger (2011) determiné una relacion lineal
(Ecuacion 18) entre la emision de CH4 y adiccion de grasas a la dieta. En su estudio
evalué semillas de oleaginosas, aceite y grasas libres, no observando efecto en la
emision de CH4 con las grasas protegidas (semillas) y rapidamente disponible en rumen
(aceites), pero si con las grasas libres, a una dosis menor a 80 g*kgMS™. Ademas,
determin6é que por cada 10 g de incremento de grasa a la dieta se disminuye 1g de
CH4*kgMS™? consumida. Los derivados de subproductos con alto contenido de aceite,
como los granos de destileria, pueden ofrecer una alternativa econdmicamente viable de
mitigacion, encontrando también efectos con el tiempo de suplementacion, como lo
demuestra otros dos trabajos de Grainger y otros (2010), quienes encontraron

disminucién en la produccion de CHa con el aumento del periodo del tratamiento. Otros



estudios no encontraron interaccion significativa entre las grasas y emision de metano
(Jordan, 2006).

y =2455+ 1.029 — 0.102 + 0.0147 + X Ecuacién 18
y= Produccion de CH,4 (g*kgMS-! consumido), x=grasa total de la dieta (g*kgMS1)

Considerando correcta la suplementacién energética con alto contenido en
lipidos es una alternativa eficiente para la reduccion de GEI, en dietas a base de
pasturas, caracteristicas en la zona de cria de San Luis, se dificultaria, siendo una opcion
interesante el uso de pastizales transgénicos con incrementos en el nivel de grasa en las
hojas. Winichayakul y otros (2008), trabajaron con Lolium multiflorum modificado
genéticamente en una acumulacién de mas del 40% de grasa en su hoja, obteniendo
resultados positivos en la respuesta animal. Otra alternativa seria la suplementacion de
lipidos vehicularizada con agua. Osborne y compaiiia (2008), adicionaron aceite de
pescado a traves del agua de bebida, no observando disminucion de consumo de agua y
alimentos. Sin embargo, a través de experiencias de la zona, no es recomendable la
suplementacion a través de agua de bebida debido a las interacciones entre componentes
quimicos especificos para cada tipo de agua (Sager, comunicacion Personal). Los
resultados de ensayos sobre suplementacion mineral en la EEA San Luis, a través del
agua de bebida, mostraron respuestas dispares por las numerosas interacciones
dependiendo de factores quimicos, fisicos y ambientales.

Dentro de los aditivos de mayor uso comercial se encuentra la monensina. Este
ionoforo se aplica a la dieta de invernada para mejorar la eficiencia de conversion,
metabolismo del nitrégeno, prevenir acidosis, cetosis, y ademas ha evidenciado
reduccion de CHs entre el 3 'y 8% con dosificaciones entre 24-35 mg*kgMS consumida
(Beauchemien et al., 2008). Coincide en la recomendacion como estrategia de
mitigacion de GEl, el trabajo del grupo de Martin (2010); no asi el de Grainger (2010b),
quienes al aplicarlo en raciones de tambo no observaron diferencias en la emision de
metano. En la blsqueda bibliografica no se encontraron trabajos de levaduras evaluando
la emision de metano, pero de manera indirecta se podria relacionar con el estudio sobre
cambio de vias metabdlicas de Newbold y Rode (2006). Ellos proponen la seleccion de
cepas de hongos que producen cambios en la particiébn de hidrégenos, por ende,
afectarian la produccion de CHa. El problema principal de estos estudios radica en la

metodologia, la cual se ve limitada por las evaluaciones in vivo.



Otra de las préacticas de manejo que podria modificar la emision de CHa, es el
tamafio insuficiente de las particulas de forraje que puede disminuir el pH ruminal
(Yang y Beauchemin, 2009), lo cual afectaria la supervivencia de protozoos y
archeasmetanogenicas. La supresion de los protozoarios deberia disminuir la
metanogeénesis debido a que ellos transfieren los hidrégenos y formato en rutas que
incluyen enzimas con enlaces hidrogenosoma (Morgavi et al., 2013; Ushida, 2010).
Ademas del reciclaje de N2 intraruminal de los protozoos, permite que esta estrategia
posibilite reducir simultaneamente N2 y CHa. Los resultados del capitulo 5 se
relacionarian con las estrategias de mitigacion del CH4 entérico por la eficiencia en la
utilizacién de nutrientes de la dieta, que sumado al analisis integral, por ejemplo,
realizando el ciclo de vida del sistema productivo, mayor seria la respuesta positiva por
tratarse de recursos de segunda generacion. Al ser gluten feed el alimento evaluado en
el capitulo 5, el efecto se potenciaria con los granos de destileria, al tener una fibra de
menor tamafo y el efecto de la grasa antes mencionado. Firkinsy otros (2001)
direccionaron sus investigaciones hacia la disponibilidad de nutrientes al animal, y en
base a un potente metanalisis concluyen que el procesamiento de los granos para
mejorar la digestibilidad del almidon en el rumen, tendrd un efecto negativo en la
digestibilidad de la FDN, que sumada a la alta tasa de pasaje, la metanogenesis seria
muy baja. Cuando el grano de maiz esta entero, se produce la mayor utilizacion del
almiddn hacia tracto posterior, este cambio de sitio de fermentacion, representa otro tipo
de ventaja al aumentar la retencion de N: tisular, lo cual deberia disminuir el N2
excretado por orina, y por ende, potencial emision de N2O por la aplicacion de estiércol
(Reynolds et al., 2001). En sintesis y con un enfoque holistico, la variacion del sitio de
fermentacion es una excelente estrategia de mitigacion ya que disminuye la

metanogenesis en el animal y excrecion de nitrégeno al ambiente.

8.1.3 MODIFICACIONES EN EL BOVINO

Dentro de las précticas mitigantes que no presentan discusion se encuentra el
mejoramiento y salud animal. Como se aclara en el capitulo 6, las interacciones entre
los distintos factores involucrados en la produccién (nutricion y sanidad animal) y los
GEl, son dificiles de predecir. Tanto el metabolismo como respuesta animal, dependera
del factor inductor, como de las caracteristicas y estado del inducido. Los resultados
obtenidos por Yan y otros (2006), muestran la reduccién de un 67% de CH4 por unidad

de producto, al utilizar un animal mejorado genéticamente, grande (peso 700 kg) para



obtener 10.000 kg de leche, versus dos de menor tamafio (550 kg). Si bien, se ha
expresado que animales de mayor tamafio emiten mayor cantidad de CHa, la mejor
eficiencia en la utilizacion de nutrientes determinarian dichos resultados. El indice de
consumo de alimento residual (CAR), ha demostrado tener un efecto en la emision de
CHg4, produciendo hasta un 28% menos aquellos animales con bajo CAR (Hegarty et al.,
2007). Esta variacion se atribuye principalmente a recambio de proteinas, metabolismo
tisular y estrés (Herd y Arthur, 2009). Las revisiones de Waghorn y Hegarty (2011),
coinciden con Yan, considerando la necesidad de seleccionar animales de alta
produccion, ya que ello reduce las emisiones por unidad de producto. Sin embargo, no
avalan lo referido al indice CAR, acotando que existe poca evidencia de que animales
eficientes tengan una diferente produccion de CH4 por unidad del consumo de MS,
concluyendo que dependeria mas de su caracter hereditario. De Haas y otros (2011),
indican que la produccion endogena de metano tiene una base genética, con indices de
heredabilidad de 0.35, jugando los efectos ambientales un papel preponderante. De
Haas, afirma que el CHs aumenta a medida que aumenta el gasto de energia en el
mantenimiento, por ende, la ineficiencia de uso para la produccion, y se reduce con el
aumento de la proporcion de consumo de energia metabolica dirigido a la produccion y
tejidos del cuerpo. Los avances en el conocimiento de las comunidades microbianas
ruminales a través de la gendmica (Leahy et al., 2010; Attwood et al., 2008) y
metagenomica (Hess et al., 2011; Morgavi et al., 2010, 2013), han logrado alcanzar una
nueva vision para el desarrollo de estrategias de mitigacion. Se ha revelado, a través de
las técnicas moleculares, que el sistema microbiano ruminal tiene mayor diversidad,
influenciado por la especie animal, la raza y las condiciones ambientales. El uso de estas
nuevas herramientas permite seleccionar animales de mayor productividad, siendo esta
la estrategia individual mas efectiva para la mitigacion de los GEI, ya que permitiria una
reduccion del nimero de animales, manteniendo el mismo nivel de produccion.
Flachowsky (2011), estimo6 que las emisiones serian un 70 por ciento mas bajas en los
bovinos de carne con ganancias de 1.5 kg*dia, que en aquellos con ganancias de 1.0
kg*dia. El potencial genético de los animales y la disponibilidad de alimentos de
buena calidad, son los principales factores a considerar para aumentar la produccion,
por lo que este potencial para optimizar el rendimiento animal, puede ser mas pequefio
en los paises desarrollados donde los animales ya tienen una produccién y eficacia
relativamente alta (Tarawali et al., 2011). Por otro lado, se debe evitar la importacion de

material genético sin su estudio previo, donde los animales no se encuentran en



condiciones adecuadas para alcanzar su 6ptimo confort, por causa que la respuesta seria
contraria al no poder expresar su potencialidad de produccién (Harris y Kolver, 2001).
Otra técnica aplicada al animal es la defaunacion ruminal, explicitado en la seccién
anterior. La eliminacion de los protozoos ciliados del rumen reduce la emisién de
metano entre 50 y 60% (Kawashima, 2006; Ushida, 2010). Indirectamente el uso de
fotoquimicos inhibidores de protozoarios como por ejemplo las saponinas, podrian ser
una eleccion para reducir las emisiones de metano ruminal (Cheeke, 2000).Por ultimo,
existen trabajos sobre el uso de somatotropina recombinante bovina (rbST) como téctica
de mitigacion de CH4 reduciendo un 7.3% su emision con aumento de la productividad
en el ganado de leche (Capper et al., 2008, 2012), sin embargo, su uso es cuestionado
estando prohibido en algunos paises (Canada, Japén, la Union Europea, Australia y
Nueva Zelanda) que consideran una influencia negativa en la fertilidad y en la sanidad

animal.

8.1.4 ANALISIS DEL SISTEMA PRODUCTIVO

Las interacciones entre el animal, el entorno y las précticas de manejo interfieren
en la mitigacion de los GEI y de la productividad animal. Los efectos de estas practicas
pueden ser claros en ciertas etapas de produccion, pero en todo el sistema son dificiles
de medir, ademas suelen ser mutuamente excluyente. Cuando se adoptan medida de
mitigacion relacionadas con la nutricion animal debemos realizarlas de la manera
sustentable, no solo tratando de generar la menor contaminacion sino también producir
mayor cantidad de alimento. Para asegurar acciones de mitigacion de CHas entérico
eficientes, esta no debe incrementar otros GEI del sistema; para lo cual el Analisis del
Ciclo de Vida (ACV), presenta la capacidad de predecir dichos impactos (Williams et
al., 2014; Zehetmeier et al., 2014). La disminucion de un nutriente dard lugar al
aumento de otro, tal es el caso de la relacion de N2 y CH4, que se corrobora con el
modelo ruminal de Dijkstra y otros (2011). La nutricion mejorada, por ejemplo, a través
de la digestibilidad con la inclusion de granos en las dietas, genera controversias.
Beauchemin y compaiiia (2011), afirman que los sistemas de produccion de rumiantes
basados en alimentos concentrados pueden ser mas eficientes desde la perspectiva del
animal y de las emisiones de los GEI por unidad de producto, pero es necesario recurrir
a los ACV para determinar que sucede cuando se consideran las emisiones asociadas a
la produccidn, el transporte y al procesamiento de los granos y forrajes. Los resultados

del capitulo 5 en dietas a base a gluten feed, muestran como el aumento de la



digestibilidad de la dieta se correlaciona con un aumento en la emision de gases totales,
pero cuando se expresa por unidad de producto, los resultados se invierten. La
concentracion de metano en rumen fue mayor (18,54 % CHa4) en la racién a base de
gluten feed, y de 13,49 en la mezcla de GF+SS (gluten feed y silaje de sorgo), que al
expresarlo en funcion a los kilos de carne producida, el ranking de puestos cambio,
pasando a generar menor cantidad de CHs la dieta 100% GF (29.42 y 32.11 kgCHa/kg
de carne, para GF y GF+SS, respectivamente). En nuestro analisis no se consideran
gastos extras del transporte, los cuales serian elevados debido al alto contenido de
humedad del subproducto. Ademas si se contabiliza el elevado contenido proteico del
GF (25% PB), conociendo que el exceso lo debe eliminar, las cantidades de N2 en heces
que se deposita en los suelo, podria aumentar la volatilizacién, especialmente en
sistemas intensivos. Sin embargo, esto efectos negativos pueden ser compensados en el
balance energético, al utilizar un subproducto como alimento. La transformacion de
esteresiduo, de bajo costo, en un recurso alimenticio de alto valor bioldgico (carne o
leche), permite aumentar la produccion, como también, disminuye la demanda de grano,
para ser utilizado en la alimentacion humana. Franks y Hadinghan (2012), concluyen
que para una eficiente reduccién de los GEl, la evaluacion del impacto de las préacticas
de manejo, correspondiente a la agricultura, debe realizarse en funcion al total neto del
sistema productivo. En los protocolos del IPCC, el exceso de N2 excretado por orina
impacta en la cuantificacion de GEI, presentando un potencial de calentamiento 298
veces mas potente que el CO.. Cuando se analiza la huella de carbono, al contabilizar
las emisiones de COzeq., el 2% del N2 excretado como urea en la orina proviene del
exceso de amoniaco ruminal, debiendo sumar la emision de NH3 del estiércol y N2O del
suelo (Sommer, 2001).

Una alternativa de mitigacion seria el agregado de glucosa a nivel ruminal,
disminuyendo la pérdida de NHs por aumento de la actividad bacteriana y competencia
por los aa de las bacterias amiloliticas y proteoliticas (Hristov et al., 2013). Otra opcion
es la inclusion de taninos bajo las condiciones reductoras del rumen, generan un
complejo que enlaza al N». La principal emision de los compuestos nitrogenados se
relaciona con el manejo de estiércol en los sistemas intensivos de produccion animal.
Cuando las excretas estan sobre superficie se espera menor emisién de N2O que cuando
se incorpora al suelo, pero se produce mayor pérdida como NHs. La acidificacion del
estiércol o su almacenamiento en ambientes frescos pueden incrementar potencialmente

las emisiones N>O. Dentro de las opciones de mitigacion, la disminucion del tiempo de



almacenamiento y aireacion buscan disminuir los procesos de fermentacion de los MO.
Efecto contrario se da al cubrir el estiércol, en el caso de las cubiertas semipermeables
disminuyen la emision de metano y olor, pero aumentarian las de N2O que se concentra
en los efluentes. En el caso de tratarse de membranas impermeables puede acumularse
CH4 cuya combustion generaria calor o electricidad. Los digestores anaer6bicos son una
recomendable estrategia por tratarse de generacion de energia renovables. Las
desventajas de este sistema es que requiere una alta inversion de capital, por lo que su
aplicacion se ve favorecida cuando existen incentivos econémicos. Cuando se analiza la
huella de carbono de los sistemas de carne, la produccion de alimento (confeccion de
silajes), es la actividad que mayor contribuye, en lo que se refiere al uso de energia
(combustible), pero desde el punto de vista de la huella ecoldgica, este aporte puede
variar, debido que se considera el uso de la tierra e interaccion de los distintos factores
del sistema (ocupacion de la tierra para produccion de granos o pastura, sistema
extensivo o intensivo, fase de cria, recria o finalizacion, etc.). Si bien, la emision de
metano entérico es el principal contribuyente de los GEI en la ganaderia, el manejo del
estiércol (emision de compuestos nitrogenados) contribuye sustancialmente, se podria
decir que en dietas altamente concentradas para animales en la fase de terminacion,
emiten menos metano por unidad de producto (CHs*kg ganado™), o por consumo (kg
consumido*CH4?), sin embargo estas diferencias son compensadas con la mayor
emision de NOz y CO», cuando se tiene en cuenta para determinar la huella de carbono,
y en especial cuando se tiene en cuenta el secuestro de C del suelo en los sistemas

extensivos.

8.1.5 CONTAMINACION EN SISTEMAS INTENSIVOS. OLOR

Otros impactos al medio ambiente relacionado con los efluentes de los sistemas
pecuarios intensivos, son los elevados volimenes de desechos de nitrogeno y fosforo,
asi como descargas concentradas de materiales toxicos. La emision de NH3 a partir del
nitrégeno de las excretas, se disipa en la atmdsfera, y ademas es de desagradable olor
(Shultz, 1993). Por otro lado, los resultados del informe de la FAO donde examina las
repercusiones directas del sector pecuario y los efectos ambientales de los cambios
asociados al ganado en la gran sombra del ganado (FAO, 2006), sefiala que la
distribucién regional de los sistemas intensivos no suele estar determinada por

prioridades ambientales, sino por la facilidad de acceso a los mercados de insumos y



productos, y por el costo relativo de la tierra y la mano de obra. En los paises en
desarrollo, las unidades industriales a menudo se concentran en zonas periurbanas
debido a las limitaciones de infraestructura, por lo que los problemas ambientales
creados por los sistemas de produccion industrial no derivan de su gran dimension, ni de
la intensidad de la produccion, sino de su ubicacién geografica, afectando la calidad de
vida de los ciudadanos. El riesgo a la poblacion cercana consiste en la proliferacion de
vectores de enfermedades; y en el caso de los olores que desprenden estos sistemas
animales intensivos, producen severos trastornos en el sentido del olfato y del gusto,
con sus secuelas negativas sobre el apetito, las vias respiratorias y sistema digestivo. La
contaminacién odorifica es un problema de dificil manejo, debido a la complejidad para
cuantificar, variando en funcién de la persona que la considera (Bottcher, 2001).
Aunque, no se ha podido establecer una relacion directa entre el olor de las sustancias y
su toxicidad, expresada como efectos patogenos, se han observado reacciones
fisiologicas no toxicoldgicas causadas por olores actuando sobre el sistema nervioso
central o periférico (Yocom y McCarthy, 1991). La mayoria de las muestras del aire
oloroso contienen una mezcla de sustancias olorosas, con umbrales de cada olor diverso,
lo que hace casi imposible tener un analizador, que permita cuantificar y distinguir entre
estos componentes. Existen cuatro atributos del sentido del olfato importantes en las
mediciones de olores; éstos son intensidad, capacidad, calidad y aceptabilidad (Wark,
1992). La intensidad se define como la magnitud de la sensacion percibida y representa
alguna indicacion, numérica o verbal, de la fuerza del olor. Por su parte, la capacidad de
deteccidn se refiere al cambio de la magnitud, la calidad describe las caracteristicas de
los olores en términos de la asociacion con un odorante conocido, y por Gltimo, la
aceptabilidad indica el grado de agrado o desagrado de la sensacion olor. EI método
olfativo consiste en la toma de muestras del aire de la fuente olorosa en una cascara de
nuez, para ser medidas por un panel de gente adiestradas, sometidas a determinadas
concentraciones de sustancias olorosas. A pesar de existir parametros que definen el
olor, como el umbral, siguen siendo subjetivos.

La defensa del medioambiente ha ido adquiriendo una importancia creciente, el
problema de la contaminacion por malos olores es un problema que empieza a ser
tratado recién en los Gltimos 20 afios. El derecho a vivir en un medioambiente libre de
contaminacién hace referencia a factores que su presencia pueda afectar el bienestar de
vida de la poblacion. EIl resguardo del medioambiente es clave para el crecimiento del

sector agropecuario, esto implica el andlisis de las relaciones causa-efecto no sélo sobre



los recursos naturales, sino también sobre la calidad de vida de los ciudadanos, por ello
se plantea como objetivo de este capitulo evaluar la eficacia de un producto enzimatico
viable para disminuir la produccién y acumulacion de compuestos odoriferos, en busca

de minimizar o contrarrestar sus efectos a la poblacion circundante.

8.2. MATERIALES Y METODOS
La ubicacion y caracteristicas del establecimiento de engorde intensivo se

especifican en capitulo 7. Las mediciones de los gases se realizaron, previo época de
lluvia (octubre). Se registraron los factores climéticos de temperatura media diurna del
aire, velocidad media del viento y humedad relativa. Al no existir un protocolo estandar,
se decidié medir cada muestra de aire por triplicado, considerando el valor promedio,
siguiendo metodologia desarrollada en capitulos 3 y 7. En la etapa inicial del
tratamiento bacteriano, se aplica en la trampa de solidos, un complejo enzimético
comercial siguiendo las instrucciones del fabricante. Previo del agregado del producto
comercial, se realizé un monitoreo por 3 dias consecutivos de los gases metano (CHa),
amoniaco (NHzs), sulfuro de hidrégeno (SHy), dioxido de carbono (CO2) y compuestos
organicos volatiles (COV). Se utilizd una cdmara estanca de 1 litro de capacidad de
material liviano conectado al equipo medidor portatil EAGLE 2, RKI por intermedio de
una manguera de goma de 2 m que se deja flotando en la superficie entre 10 y 15
minutos previamente para permitir su estabilizacion. Transcurridos 7 dias, se repiten las
mediciones.Se empled un equipo detector de gases portatil Reike Keiki RH -515, para
determinar las concentraciones de CO, y CHa. Este detector combina sensores infrarrojo
(NDIR), galvanico y de células electroquimicas, con rangos de medicion entre 0 y 100%
LEL (limite inferior de explosividad), o de 0 a 100% volumen (vol.) para CHs y de 0 a
20% vol. para CO,. Para la determinacion de otros compuestos precursores de
sustancias odoriferas se recurrié a un equipo Eagle 2, a través de sensores fotoionizables
(PID) e infrarrojos, se identifica NH3z con un rango de 0 a 75 ppm, H.S hasta una
concentracion de 100 ppm, y COV con un rango de 0 a 2000 ppm. En el procedimiento
de medicion el volumen de aire ingresa a la sonda conectada a una bomba de aspiracion
y, transcurridos 15 segundos para su estabilizacion, se lee la concentracién en la
pantalla del equipo. El protocolo de las determinaciones in situ consistié en la medicién
de la concentracion de los gases utilizando una camara estanca de 1 litro de capacidad
de material liviano que flota en la superficie y conectada al equipo medidor con una

manguera de goma.



8.2.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron con el paquete estadistico SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences). Por tratarse de la misma unidad experimetal observada en
distintos momentos, se realiza la Prueba “T” para observaciones apareadas, midiendo

los gases antes y después de aplicar el tratamiento.

8.3 RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados (Tabla XXXIV) indican que hay diferencias altamente

significativas para amoniaco, sulfuro de hidrogeno y compuestos organicos volatiles,
cuando se comparan pre y post tratamiento, indicando que el procedimiento de analisis
es lo suficientemente sensible. Se observa una disminucion en los gases NHz y COV,
sin embargo, el SH» pos tratamiento aumenta, indicado como el principal causante de

olor, lo que sugeriria la baja efectividad en lo referido a el olor.

Tabla XXXIV: Resumen Descriptivos y T — Ensayo enzimatico

CHg4 NH3 H2S Ccov CO2
% ppm ppm ppm %

Media 875,42 7,21 2,15 14,54 0,40
Pretratamiento (111,59) (3,74) (4,80) (6,65) (1,00)

Media 823,33 3,58 4,67 6,50 0,43
Postratamiento (271,22) (2,97) (9,14) (5,54) (0,23)

Diferencia entre 52.08 3.63 2.52 8.04 0.03
Pre y Postrat. (210.36) (4.03) (2.16) (8.78) (0.17)

Valorde T 121 441 571 4.49 0.97
Valor de P 0.2375 0.0002 * 0.0412 = 0.0002* 0.8675

Indica diferencias significativas antes y después del tratamiento.(..) Desviacion Tipica

El producto aplicado actia como catalizador de las reacciones bioquimicas
especiales que descomponen los carbohidratos, grasas, y proteinas en los productos
necesarios para el metabolismo celular, evidenciado en el aumento de los gases totales.
Una vez que los metabolitos celulares han sido reducidos, las bacterias en los sitios
donde se agreg6 el producto, se multiplican y pueden segregar mas enzimas propias e
ingerir mas productos residuales. Fundamentalmente, esto da lugar a una reaccién en
cadena que puede continuar, buscando que la mayor parte de los productos organicos

haya desaparecido a través de reacciones que no generen olor. Nuestro resultado indica



que el producto aplicado modifica las reacciones bioldgicas de los desechos del sistema,
acelera la degradacion disminuyendo las exhalaciones de algunos gases contaminantes,
pero no el responsable principal de olores desagradables, debido que el olor es causado
por la proporcion de sulfuros libres y no con cambios de otros metabolitos producidos
por las bacterias. Para poder evaluar la eficacia del producto, se eligié como indicador
de la respuesta al producto enzimatico, el HaS al ser un compuesto caracteristico de la
fermentacion de estos sistemas, y de fuerte poder odorifero (Bradley, et al. 2011).
Compuestos como H»S libera su olor a concentraciones 0.000047 ppm y 0.037 ppm
NH3 con olor caracteristico afinado y penetrante en este Gltimo, y a huevo podrido H>S.
Estos gases representan riesgos directos a la salud debido a que el amoniaco es irritante
por lo que tiende a producir malestar en los animales. EI amoniaco proviene del
nitrégeno excretado principalmente en la orina (85%) y en las heces (15%) y su taza de
volatilizacion depende de la relacion existente entre los iones amonio y amoniaco la
cual depende del pH de la excreta (Hoeksma et al., 1992). Asi mismo, la produccion de
bioxido de carbono (CO2) y metano (CH4) contribuye al efecto invernadero mundial
(Kirchgessner et al., 1990). Las muestras del aire obtenidas contienen un coctel de
sustancias olorosas, pero nos basamos en el umbral de H2S por ser el mayor que otros
compuestos. Debido a que los malos olores se enmascaran, o se potencian, dependiendo
de las mezclas (y de las proporciones en estas mezclas), también se midieron otros
compuestos como NHs y COV. Los resultados muestran disminucion significativa en la
concentracion de NHz y COV, y un aumento en H,S, antes y después de la aplicacion
del tratamiento. Un mejor entendimiento de las relaciones entre la dieta del ganado, tipo
de fermentacion de los microorganismos de heces y suelo, permitira adoptar nuevos
métodos y herramientas que sean adecuadas a cada situacion, considerando como la
medida mas acertada el mejorar la eficiencia alimenticia y por ende la retencién de
nutrimentos en el animal, hechos que se traducen en una menor contaminacion
ambiente. El éxito de las estrategias de mitigacion se basan en el entendimiento de las
interacciones complejas entre las comunidades microbianas del rumen y la alimentacion

cruzada entre las especies.

8.4 CONCLUSION

Existen muchas medidas para mitigar, remediar o compensar los efectos al

medio ambiento que genera la produccion animal, se proponen cambios tecnoldgicos y



de gestion aplicados a la dieta, el animal y la interaccion entre ellos. El desafio de
nuestra sociedad en este aspecto radica en gestionar los recursos naturales que estan a
disposicién de forma adecuada en pos de preservar el equilibrio ecoldgico y, de esta
manera, apostar por el desarrollo sustentable como forma de produccion y conseguir asi
una optimizacion de los beneficios. Lograr un equilibrio entre la produccion intensiva y
las poblaciones vecinas es necesario desarrollar un programa de acciones preventivas y

correctivas para la disminucion de los eventuales impactos ambientales.



Capitulo 9:
INTEGRACION

La emision de gases de los sistemas productivos ganaderos es de particular
interés por sus consecuencias sobre el cambio climatico. Como se ha estado
mencionando en el desarrollo del escrito, la generacién de CH4 del sector agricola
genera un importante impacto en los GEI a nivel mundial, y actualmente, representa el
40% de la produccién antropogénica (Key y Tallard, 2008), y de ellos el 25%
corresponde a fermentacion entérica. Por otro lado, el uso de la tierra para la ganaderia
disminuye la disponibilidad para otros alimentos, responsabilizandola de gran parte de
la degradacion de recursos hidricos y suelos. El problema se acrecienta si se considera
que la mayoria de los modelos de desarrollo (FAO, 2004, 2011) indican en el 2050 la
duplicacion de habitantes en el mundo, que a su vez, aumentaran el consumo de
proteina de origen animal per cépita, alcanzando 52 kg de carne y 115 kg de leche por
afio, lo que representa una suba del 70% y 45% al comparar con actuales valores. Los
paises de alto poder adquisitivo al tener mayor acceso a bienes y servicios, podran
intensificar su produccién y cubrir la demanda, lo que conllevaria a problemas
ambientales de polucién de agua y suelo (IAASTD, 2008). En cambio, en los paises
subdesarrollados donde los recursos son escasos, la aplicacion de tecnologia es baja, las
consecuencias serian degradacion de suelos y desertificacion (FAO, 2006). Ante este
escenario, Pretty (2008) sugirié, como alternativa de desarrollo, la intensificacion
sustentable, es decir, el uso de conocimiento y tecnologias para producir mas alimento,
en una misma area y con menores recursos. Para alcanzar este propdsito, sera necesario
el compromiso de areas gubernamentales y cientificas trabajando en el desarrollo de
herramientas fiscales y regulatorias, orientadas hacia una misma direccion de politicas
limpias y sostenibles en el tiempo. Conscientes que para ello es imprescindible el
conocimiento, esta tesis intenta aportar a través de informacion en la tematica. En los
diferentes capitulos, se han ido desarrollando ensayos adaptados a las caracteristicas
geogréficas, ambientales y socioecondmicas de la provincia de San Luis, en un contexto
cientifico, lo que permite extrapolar resultados a diferentes sistemas productivos. Por
tratarse de temas emergentes, en el capitulo 1 se realiza la introduccion a la materia, se

muestra los mecanismos y factores que intervienen en la produccién de gases de



fermentacién entérica, y su impacto al medio ambiente. La gran cantidad bibliogréfica
con resultados contradictorios, la falta de estandarizacion de metodologias y el uso de
diferentes unidades de expresion, fueron obstaculos para el avance de la investigacion.
La eleccién de las unidades tiene importante implicancias para la interpretacion de los
resultados, algunos estudios expresan sus resultados en cantidad de gas por dia, por afio
(Fundacion Bariloche, 2005; SAyDS, 2007); en base al producto, por ejemplo, en kg
carne (Elizalde et al., 2015), kg de leche (FAO, 2010); otros trabajos en base a
porcentaje de proteina (Stewart et al., 2009), carne sin hueso (Cederberg y Stadig,
2003), en funcion del area por hectarea (Beukes et al., 2010; White et al., 2010) o por
explotacion (Pelletier et al., 2010). White y compafiia (2010), mostraron que aunque las
emisiones por ha aumentaran con la intensificacién, cuando se considera la
productividad (emision*kg™ carne) disminuye. Esto es consistente con las conclusiones
obtenidas por Crosson y otros (2011), quienes afirman que la intensificacion aumenta la
emision*ha'*establecimiento™, pero disminuye la emision*kg carne™, con la premisa
del control en la fertilizacién de compuestos nitrogenados sobre las pasturas y cultivos.
Varios autores coinciden en ello; sin embargo, Casey y Holden (2006), encontraron un
aumento en la emision*ha? y emision*kg carne, cuando se intensificaba la produccion
a causa del incremento de N2 en la aplicacion de fertilizante, y el aumento de
concentrados en la dieta. Si bien estos autores determinaron una superioridad productiva
del 15%, no se correlaciono con la eficiencia del sistema, de acuerdo a los resultados de
huella de carbono (HC). Actualmente lo que se busca en las evaluaciones de los
sistemas es ampliar la vision, surgiendo como herramienta de analisis el ciclo de vida
(ACV). Este parametro investiga y evalta los impactos ambientales de un producto o
servicio durante todas las etapas de su existencia (extraccion, produccion, distribucion,
uso y desecho), siendo HC el componente del ACV que contempla el impacto por
calentamiento global de la atmosfera. En el caso de la HC de productos derivados de la
agricultura, difieren de otros sectores como energia y transporte, ya que los GEI que
principalmente se emiten no son CO,, sino CH4 y N2O. Para evaluar la situacion de la
provincia de San Luis, en el capitulo 2 se aplican las metodologias de estimacion para la
HC de la agricultura, empleando las recomendaciones del IPCC, por ser las reconocidas
mundialmente y aceptadas en la realizacién de los Inventarios de Gases Invernaderos.
La emision de CHs en rumiantes varia en base a la localizacion geogréfica, la
composicion y la calidad de los alimentos, el consumo, su procesamiento y la raza

animal (Capitulo 2). Esa fue la principal causa que induce a la realizacion del primer



inventario de fermentacion entérica en bovinos de carne de la provincia de San Luis
(Guzman y Sager, 2010). Se destaca como debilidad de las metodologias del IPCC, la
falta de consideracién en diferentes sistemas de produccion y caracteristicas de las
areas. Los niveles de complejidad en la determinaciones de los GEI propuestas por el
IPCC, adaptan los factores de emisién a macro escalas y en menor medida a micro
escalas en base a diferentes caracteristicas y factores del sistema, sin embargo, el
analisis comparativo realizado en el capitulo 2 entre los niveles N1, N2 y N3, no mostrd
diferencias significativas. Se considera que los valores por defecto utilizados en los
niveles 1 y 2, se determinaron en base a sistemas representativos del area, coincidente
con las caracteristicas en la produccién de carne del sistema analizado. Ademas el factor
Ym, que responde a la proporcién de energia del alimento que se pierde en forma de
CHys, fue calculado, utilizando la informacion real del alimento analizado analiticamente
en el laboratorio. Coincidiendo con la bibliografia, se observd un incremento de la
sensibilidad para capturar los efectos de las actividades a nivel predio en N3, siendo un
parametro a considerar en la eleccion del nivel de estimacion a realizar. Los modelos
empiricos aplicados en N1 y N2 no ofrecen suficiente alcance para evaluar opciones de
mitigacion, pero si son adecuados para proponer politicas ambientales. A diferencia, el
N3 basa sus calculos en modelos mecanisticos y dinamicos, siendo critico en

implantacion de efectivas estrategias a nivel predial.

En los capitulos 3 y 4 se desarrollan nuevas metodologias de medicion de gases
de fermentacion ruminal. Debido a lo costoso, dificultoso y prolongados en el tiempo de
las practicas de estudios in vivo, se considera la necesidad de herramientas de seleccion
(screening) para evaluar materiales de una manera rapida y sencilla. Surgen asi los
objetivos del capitulo 4. A partir de técnicas in vitro usando micro fermentadores
(Equipo Ankom RF), se determina la cinética instantaneamente de la degradacion de
alimentos en rumen, a través de sefiales automaticas enviadas a un servidor,
determinado el volumen total de los gases hasta 48 h. La principal ventaja del sistema es
la capacidad de obtener alto volumen de datos, permitiendo una mayor precision de los
resultados. En contrapartida, es un sistema estatico, no considera consumo, tasa de
pasaje y la absorcion de AGV. En base a los resultados obtenidos, se determina que el
modelo monomolecular explica mejor la cinética en base al mejor balance entre
capacidad de ajuste de los datos y coherencia biolégica. Se realizaron corridas con

alimentos voluminosos y concentrados, aplicando los modelos monomolecular,



polinomial clbica, logistico y Gompertz, presentando el menor CME y BIC el primero
(Guzmaén et al, 2014). A pesar de no lograr determinar la concentracion e identificacion
de los gases fermentados, se sugiere al equipo como eficaz herramienta en la evaluacion
de alimentos para rumiantes. En el capitulo 3,se explicita una innovadora y sencilla
técnica desarrollada en la estacion experimental de INTA San Luis, para determinar la
concentracion ruminal de gases, CHs, CO2, SH2, CO, Oz y pH, a campo en animales
vivos. Lo interesante radica en conocer que esta sucediendo al instante en el rumen del
animal, ademas del recupero de los mismos. Cabe aclarar que todos los procedimientos
involucrados con el manejo de los animales, fueron conducidas bajo protocolos del
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, 2014).
Se trabaja paralelamente en busca de alternativas de bienestar animal. En el capitulo 6,
se cita el trabajo final de la especializacion de Alimentacion Bovina (Guzman, 2011),
titulado: Comparacion de indculos microbianos en la determinacion de digestibilidad in
vitro, cuyo objeto fue eliminar cirugias mayores para la colocacion de fistulas ruminales
de 10 cm que actualmente se usan para las técnicas de digestibilidad in situ e in vitro. Si
bien, el nuevo método propuesto en el capitulo 3 utiliza una canula ruminal, el diametro
de pequefio calibre (0.5 cm) se puede realizar de forma rapida con un minimo

instrumental quirdrgico, baja posibilidad de infeccion y minima inflamacion.

En la tesis se enfatizo el analisis de alimentos, tipo de animales y caracteristicas
de los sistemas de produccion bovina de la provincia de San Luis. La composiciéon
quimica de los alimentos puede influenciar en los patrones de fermentacion vy
subsecuentemente emisién de metano. Como vimos en el capitulo 1, el metano se
genera como subproducto de la fermentacion anaerdbica que la realizan principalmente
en el rumen las arqueas metanogenas, sin embargo, en el capitulo 8 se citan recientes
trabajos de metagenémica, no se encontré relacion directa entre cantidad de
metanogenos y emision de metano, considerando varias alternativas generar CHa. La
imposibilidad de los animales de utilizar el CH4 representa una pérdida energética del
alimento consumido, que debe ser eliminado hacia el exterior, aumentado los niveles de
metano en la atmdsfera con efecto contaminante (cap.1, 5y 8). Una manera de reducir
las emisiones de CHa4 entérico, de acuerdo evidenciado en capitulo 5, es a través de la
manipulacién de la dieta. Se ha estimado que la ganaderia del mundo consume mas del
37% de los granos producidos (ACFA, 2002), lo que sumado a la baja eficiencia de

conversion de los rumiantes, la inclusién de subproductos en la dieta seria una



alternativa viable de desarrollo sustentable. Edwards-Jone (2008) junto a su grupo de
investigacion determin6 que se emite 16 kgCO2eq. por kg de carne y 0.8 kgCO2eq. por
kg de semilla de trigo, y menos adn, 0.4 kgCO2eq para producir un kilo de lechuga; sin
embargo estos alimento presentan distintos roles nutricional y al comparar en funcién a
las calorias consumidas, estos valores difieren, para lo cual no existe actualmente tierras
disponibles para alcanzar a producir las calorias necesarias que cubran nutricionalmente
los requerimientos de la poblacion humana. Srinivasan y compafiia (2006), examina en
su trabajo lo que sucederia al remplazar el consumo de proteinas animal por vegetal,
concluyendo la necesidad de un incremento de tierras aptas para la produccion de
cultivos, limitantes actualmente, lo que quizas conllevaria al uso de &reas fragiles
consumiendo mayor cantidad de productos que derivarian en mayor emision de CO2eq.
Williams y otros (2006), basan su analisis en soja (Glicine max), por presentar un alto
aporte proteico, sin embargo, coinciden con las conclusiones de Srinivasan.
Actualmente, la sustitucion de las carnes rojas es un tema cuestionable, la necesidad de
productos animal dependera de las existencias de politicas de seguridad alimenticia y
disponibilidad de sustitutos de alimentos, ambos criticos al considerar el peligro
nutricional del cambio. La oferta de co y subproductos derivados de distintas industrias,
resulta una potencial ventaja en las estrategias de mitigacion. Estos compuestos son
generalmente fibrosos resultado de una extraccion de sustancia de mayor calidad para la
produccién primaria. Dependiendo de la industria, estos compuestos tienen alto
porcentaje de proteina, o lipidos, siendo apropiadas por bajo costo, pero con alta
variabilidad nutritiva y algunos de ellos desbalances importantes de minerales para el
uso en suplementacion en las raciones de los rumiantes, como por ejemplo el gluten
feed humedo (GF). En los diferentes ensayos realizados en la EEA San Luis, junto a
Frasinelli y otros, (Guzman et al., 2013b, 2014), se obtuvo una alta interaccion entre el
pH vy las dietas suministradas, donde la adicion de GF hasta un 100% mantuvo niveles
levemente acido (6-6.5), y la adicion de 40% de concentrado (grano de maiz),
disminuy6 el pH considerablemente, mostrando sintomas de acidosis. La alta
efectividad de la fibra del GF seria la responsable del efecto buffer observado, sin
embargo, esto afectaria la produccion de acido propiénico y por consiguiente la
disminucién en la formacion de CHaspor en el animal, de acuerdo a nuestros resultados.
La principal desventaja del GF se debe al elevado porcentaje de azufre (S), pudiendo
afectar la salud animal. En el rumen se acumula el sulfuro de hidrégeno, producto del

metabolismos de microorganismos, traspasando al torrente sanguineo, pudiendo afectar



a los animales de variadas formas (Gould et al., 2002), como intervenir en la absorcion
y disponibilidad de otros metales (selenio y cobre, NRC 2001), y también se han
asociado a polioencefalomalacia (PEM) (Sager et al., 1990). En el capitulo 6 se tratan
estos temas, evidenciado, la complejidad de las interacciones entre nutricion, sanidad,
productividad y gases de efecto invernadero. Si bien, nuestros resultados se
determinaron concentraciones de S mayores a 100 ppm (limite superior del medidor
portétil de gas), y mediante tubos detectores con una sensibilidad de 100 a 2000 ppm
obtuvimos valores entre 500-1000 ppm, no se observé en ningln ensayo, sintomas de
toxicidad. La explicacion se atribuye, al efecto del GF sobre el pH del rumen, en
condiciones de neutralidad el H2S se encontraria en equilibrio principalmente en medio
acuoso, estas conclusiones se sometieron a consideracion de pares en el congreso de
Biologia Argentina. En general dietas con alto contenido de S que compiten con el
precio relativo y valor nutricional con otros alimentos tradicionales de bovinos,
empiezan a ser utilizadas por los productores. Varios ensayos combinando este alimento
se muestran en el capitulo 5, siendo la finalidad presentar de alternativas de preparados
en base a insumos de bajo costo, mostrando como estrategia viable y sustentable el uso
de subproductos en la produccion bovina, siendo estas especulaciones mérito para

mayores investigaciones.

En este marco de sustentabilidad productiva se continta en el capitulo 7 con el
estudio ambiental. Se identifican areas de areas de riesgo de los sistemas intensivos, se
muestra la dindmica de los gases, a través de la determinacion de las concentraciones in
situ (a campo) de CHas, CO, CO: (gases contaminantes) y O, como también el efecto
del estiércol en los suelos por medio de ensayos in vitro en laboratorio, estudiando
principalmente el NHs. Debido a que es posible minimizar las emisiones de CHs a
través de estrategias alimenticias, pero al mismo tiempo se podria estar aumentando las
emisiones de los 6xidos de nitrogenos, el cual es 300 mas contaminante que CO2. Por
ello, es necesario abordar el tema desde un enfoque sistémico que incluyan los sistemas
de manejo sobre el estiércol que varian en las emisiones de N2O. La disminucién del
tiempo de almacenamiento y aireacion buscan disminuir los procesos de fermentacion
de los MO. Efecto contrario se da al cubrir el estiércol, cuando las cubiertas son
semipermeables, disminuyen la emision de metano y olor, pero aumentarian las de N2O
que se concentra en los efluentes. En el caso de tratarse de membranas impermeables

puede acumularse CH4 cuya combustion generaria calor o electricidad, siendo los



digestores anaerdbicos una recomendable estrategia de remediacion. Las desventajas de
este sistema es que requiere una alta inversion de capital, por lo que su aplicacién se ve
favorecida cuando existen incentivos economicos. Actualmente la provincia de San Luis
estd avanzando en la tematica de energias limpias, recientemente firmando el
gobernador un proyecto de ley sobre la teméatica. Cuando el estiércol se deja sobre
superficie se espera menor emisién de N2O pero se produce gran pérdida como NHs. Si
bien la incorporacion de estiércol reduce la emision de NHsz, aumenta la carga
bacteriana y materia organica, acelerando el metabolismo del suelo, agotando oxigeno
desencadenando desnitrificacion por ende N.O. Al utilizar la digestion anaerobica se
reduce la materia orgénica dando como resultados menores emisiones de N>O (Velthof
y Mosquera, 2011). En los capitulos 5y 7 se muestra como la calidad de la dieta tiene
un gran impacto sobre el estiércol (heces y orina) y por lo tanto en la emision de GEI en
funcion a la condiciones ambientales y manejo. Las raciones bajas en proteina, el
agregado de nitrégeno degradable en rumen junto a algo de fibra mejora el consumo en
vacas, y de acuerdo a las afirmaciones de Dijkstra y otros (2011). Resulta critico en los
sistemas intensivos, la relacion lineal entre CH4 y consumo (Hristov et al., 2013),
evidenciando la bibliografia emisiones de CH4 y N20 sustancialmente menores (5%), en

animales en pastoreo por su menor consumo.

Actualmente, los estudios se estan direccionando para identificar opciones de
manejo de mitigacion de los diferentes sistemas productivos. La influencia de factores
como la calidad de la dieta, nivel de consumo, caracteristicas del animal y del tipo de
actividad sobre la produccion de metano, han sido evaluados (Ellis et al., 2010,2012;
Yan et al., 2009; Beauchemin, 2011). Sin embargo, los resultados dispares y a veces
contradictorios, podria deberse a la falta de relacion con el estado fisioldgico y nutritivo
del animal, caracteristicas ambientales, etc. Esto es una de los principales desventaja de
los modelos de estimacidn, el no poder representar la combinacion de todos los factores,
ni diferenciar las eficiencias propias del animal en relacion a la categoria, estado de
salud y fisiologico. Franks y Hadinghan (2012) afirman que para una eficiente
reduccion de los GEI correspondiente a la agricultura, la evaluacion del impacto de las
practicas de manejo debe realizarse en funcién al total neto del sistema productivo. Por
otro lado, los avances en el conocimiento de las comunidades microbiales ruminales a
través de la gendmica (Leahy et al., 2013; Attwood et al., 2011) y metagendémica (Hess

et al., 2011; Morgavi et al., 2010, 2013) permite una nueva visién para el desarrollo de



estrategias de mitigacion. De ellas se habla en el capitulo 8, identificando en forma
general dos &rea de intervencion, cambio en la dieta y la directa manipulacion del
ecosistema ruminal. Como se ha ido comentando, las interacciones entre el animal, el
entorno y las précticas de manejo interfieren en la mitigacion de los GEI y de la
productividad animal. Los efectos de estas practicas pueden ser claros en ciertas etapas
de produccién, pero en todo el sistema son dificiles de medir, ademéas suelen ser
mutuamente excluyente. Para asegurar acciones de mitigacion de CHa entérico
eficientes, esta no debe incrementar otros GEI del sistema; para lo cual el ACV presenta
la capacidad de predecir dichos impactos (Williams et al., 2014, Zehetmeier et al.,
2014). La efectividad sobre la emision de CH4, a través de la manipulacion de la dieta es
significativamente variable debido a la falta de estandarizacion de las muestras y
metodologias, diferencias entre resultados in vivo vs. in vitro, y principalmente porque
la emision de CHs responde de forma cuadratica en relacion al nivel de consumo y
productividad, siendo dos préacticas efectivas de mitigacion. Dentro de las préacticas
mitigantes que no presentan discusion encontramos el mejoramiento de la sanidad.
Como se observa en capitulo 6, las interacciones entre los distintos factores
involucrados en la produccién (nutricién, sanidad animal) y los GEI, son dificiles de
predecir, ya que impactan en el metabolismo animal y la respuesta dependera tanto del
factor inductor como de las caracteristicas y estado del inducido. La eleccidon de uno de
los componentes principales en diferentes ensayos de la tesis, tuvo como objetivo
evaluar la influencia del alto porcentaje de S del gluteen feed en la performance animal,
en base a que la bibliografia reporta la induccion de muertes de PEM
(polioencefalomalacia), fijando un limite de incorporacion de este tipo de compuestos
(la tolerancia maxima de S es del 0.3%; NRC, 2005). Frasinelli et al. (2012)
demostraron que los bovinos pueden ser alimentados con mayor concentracion de
azufre que el recomendado. La hipdtesis de este trabajo es que el efecto del pH ruminal
sobre las dietas que contienen excedente de S no presentaria incidencia de PEM
mientras se mantiene un pH bésico. Los resultados del ensayo del capitulo 6 muestra
cdémo el pH en dietas 100% GF se mantiene en un rango levemente acido, induciendo la
mayor concentracion del H»S a la fase liquida, no confirmando casos de PEM bajo las

condiciones en estudio.

En lineas generales, no solo es necesaria la investigacion de reducciones

posibles, sino también es vital el compromiso del Estado a través de politicas que



gestione su mejor aplicacion, en este sentido la provincia es vanguardista en el pais. Las
implicancias del aumento de temperatura actual de 2°C sobre nivel de la época
industrial generada por GElI, y la probabilidad de duplicarse estos gases para el 2050 de
acuerdo a diferentes informes (FAO, 2010; IPCC, 2007, IAASTD, 2008) concuerdan en
el peligro del cambio climatico, determinando la necesidad de la reduccion de la
emisiones de los GEI. Nuestro aporte en la tematica, es a través de esta tesis, la cual
presenta una disgregada y compresiva evaluacion de las emisiones del sector ganadero
de la provincia de San Luis, generando el primer inventario de la provincia, siendo un
punto de partida para continuar con analisis mas detallados de los sistemas productivos
(casos), permitiendo un mayor entendimiento de las emisiones, desarrollando una
técnica para la medicidn de gases in vivo, y asi poder evaluar estrategias nutritivas para
la disminucion de formacion de CHas. Debemos considerar la importancia del rol
nutricional en la generacion de los productos carnicos, que junto al manejo de los
animales, son estrategias de mitigacion efectiva, siempre que se acomparien de la
adaptacion de tecnologias.



CONCLUSION GENERALES

En el mundo de la multidisciplinariedad, inteligencia colectiva y de la maxima
informacidn, tenemos que empezar cuanto antes a crear sostenibilidad, para ello primero
debemos adaptarnos y buscar soluciones al tema del cambio climatico, que se
evidencia, tanto el aumento de las temperaturas como la irregularidad de las
precipitaciones o la frecuencia de episodios climaticos extremos. En el tltimo informe
del IPCC (5°) se analiza los efectos en la actualidad, a medio plazo (entre 2030 y 2040)
y largo plazo (2080-2100), basado en proyecciones actuales. Se considera que el cambio
climatico provocara un incremento de las restricciones de agua debido a la significativa
reduccion de la extraccion de los rios y de acuiferos subterraneos combinado con el
aumento de la demanda para irrigacion, energia e industria y uso domestico. Este
proceso se intensificard en determinadas areas del mundo debido a una mayor perdida
de agua a traves de la evaporacion natural. EI aumento de las olas de calor, podria tener
un impacto negativo en la salud y el bienestar pablico, ademas de una mayor
probabilidad de sequias e inundaciones en las zonas costeras y cuencas de rios a causa
de la urbanizacién creciente, el aumento del nivel del mar y la erosion de la costa. El
IPCC ha alertado de que la seguridad alimentaria es un aspecto que desata especial
preocupacion: las previsiones contemplan pérdidas de hasta el 25% en las cosechas de
maiz, arroz y trigo en el periodo que se extiende hasta 2050. Actualmente, no hay
nameros finales de pérdidas pero la cosecha agricola de la campafia 2014/15 en la
pampa humeda por inundaciones de lotes, superaria esta cifra. Por otro lado, la
produccién y el consumo insostenible estd provocando el cambio climatico, la
contaminacién de habitats terrestres y marinos y la transformacién de los ecosistemas en
zonas artificiales para satisfacer las demandas de la sobreproduccién, lo cual nos
llevaria al caos sino son abordadas con sensibilidad y conocimiento. Ademas, en el
informe se advierte del incremento de las migraciones vinculadas a las condiciones
climaticas, asi como los conflictos y las amenazas a la seguridad nacional derivadas de
las mismas. Ello nos obliga a aplicar soluciones que creen sostenibilidad. Ademas de
emitir menos CO> o detener la pérdida de biodiversidad, buscar soluciones con
resiliencia, es decir, ser capaces de responder de una forma rapida y de una forma

inteligente a las perturbaciones que se van a producir. Buscar soluciones basadas en la



naturaleza y no en la compra de bonos de carbono, que sirven de ayuda a nivel social y
econdmico, no representan soluciones reales. A través del conocimiento y su extension
la sociedad sera cada vez méas exigente con las instituciones y empresas, demandando
que se tomen mas en serio estos procesos cruciales y en definitiva se empiece a actuar

“ya” creando sostenibilidad.
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