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RESUMEN

Las emisiones de metano entérico de once vacas lactantes Brown Swiss pastoreando avena
y alfalfa, fueron medidas en dos estaciones defin(lluviosa/marzo y seca/agosto). Las
emisiones fueron medidas para cada animal por siete dias consecutivos en cada estacion
utilizando la técnica del gas trazador hexafluoruro de azufre y comparadas utilizando la
prueba Tpareada. La digestibilidad da dieta varié significativamente (P<0.001) entre
estaciones (680 + 18.2 vs. 640 = 16.1 g/kg MS), observandose una caida del nivel de
proteina cruda (PC) y energia metabolizable (EM) e incrementandose la fibra detergente
neutro (FDN) en la estacion secaasL emisiones de metano entérico (g/d) fueron
significativamente diferentes (P<0.001) entre estaciones, siendo mayor durante la lactacion
temprana en la estacién lluviosa (322 + 70.6) y declinando durante la lactacion tardia en la
estacion seca (274 + 64.0)a emision de metano entérico expresado por unidad de
alimento consumido (g/kg de CMS) fue significativamente menor (P<0.001) en la estacion
lluviosa (24.3 £ 5.3) que en la estacidén seca (28.2 + 6.6). Similar respuesta (P<0.01) fue
observada en la emisiGde metano entérico expresado por unidad de leche corregida a
energia (g/kg de LCE), estacion lluviosa (24.6 + 5.4) y estacion seca (27.5 + 6.4). Se
concluy6 que los cambios estacionales en la disponibilidad y composicién quimica de la
pastura, asi comad estado de lactacion dan lugar a cambios en la emisién de metano

entérico.

Palabras clave: metano entérico, pastoreo, vacas lecheras.



ABSTRACT

Enteric Methane emissions from eleven Brown Swiss lactating cows grazing oats and
alfalfa were measured in baseasons of a year (rainy/march and dry/august). Emissions
were measured from each animal for seven consecutive days in each season using the
sulfur hexafluoride tracer technique and compared using paired T test. The digestibility of
the diet varied sigficantly (P<0.001) between seasons (680 + 18.2 vs. 640 = 16.1 g/kg
DM), with a drop in the level of crude protein (CP) and metabolizable energy (ME) and
increasing neutral detergent fiber (NDF) in dry season. Enteric methane emissions (g/d)
were significatly different (P<0.001) between seasons, being higher during early lactation

in rainy season (322 = 70.6) and declining during late lactation in dry season (274 + 64.0).
Enteric methane emission expressed per unit of food consumed (g/kg DMI) was
significartly lower (P<0.001) in rainy season (24.3 + 5.3) than in dry season (28.2 * 6.6).
Similar response (P<0.01) was observed in enteric methane emission expressed per unit of
energy corrected milk (g/kg ECM), rainy season (24.6 £ 5.4) and dry season (24)5It 6.

was concluded that seasonal changes in availability and chemical composition of the

pasture, as well as the state of lactation, lead to changes in enteric methane emissions.

Keywords: enteric methane, grazing, dairy cows.



|.  INTRODUCCION

El increnento de gases de efecto invernadero (GEI) es responsable del llamado
ACal entamiento Global o ya que estos se enc.l
generando un aumento de la temperatura atmosférica. Los principales GEI que se emiten a
causa ddas actividades humanas son el diéxido de carbone)(@Do6xido nitroso (NO)

y el metano (Chk), siendo el CH uno de los productos finales de la fermentacion
microbiana de los rumiantes, formado por Arqueobacterias que poseen la capacidad de
reducir elCO, usando H. El Peru es parte de la Convencién Marco de las Naciones
Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC) desde 1992, y en 1993 ratific6 dicho
tratado internacional, confirmando oficialmente nuestro compromiso de contribuir al
objetivo de dicha Commnci - n de dAestabilizar |l as conc¢
invernadero en la atmosfera a un nivel que prevenga interferencias antropogénicas
peligrosaso (ONU 1992). Nuestro pa2s reitet
de Kioto en el 2002 yrimando en el 2016 el Acuerdo de Paris, con el consenso de reducir

en 30% sus emisiones de gases de efecto invernadero hasta el afio 2030. Sin embargo, no
se cuenta aun con suficiente informacion de campo para nuestra realidad ganadera que
permita cumplir co dichos objetivoshabiendoincertidumbre en los actuales inventarios
nacionales de GEEn el Perd solo se ha realizado una medicion de emisiones gde CH
entérico con vacas lecheras en un sistema de pastos naturales durante la época seca, por lo
cual no & conoca las emisionesle vacas lecheran pastos cultivadogara la estacion

lluviosa y seca, por lo tantel objetivo presente estudifue determinar lagmisiones de

CHs entérico en vacas lactantes Brown Swiss al pastoreo de avena y alfalfa en dos
tenmporadas del afio (lluviosa y sechyscando reflejatos cambios estacionales en la

disponibilidad y composicion quimica de la pastohrelas emisiones de GHnterico



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. El Calentamiento global y las emisiones de GEI

Tomando encuenta la diferencia entre la radiacion solar absorbida y la emitida por la
Tierra, asi como su distancia con respecto al sol, la temperatura terrestre debEsf&Lser

sin embargo, la temperatura promedio global es +15°C (Maréhet 2004; MINAM

2009), es decir, hay una diferencia de 33(I& Treutet al 2007). Este diferencial de
temperatura se genera por un proceso natur e
en cualquier planeta con atmésfera (Martiaeal 2004). La atmdsfera terrestremsiste

en una mezcla de gases compuesta en su mayoria por nitrogeno (78.08%) y oxigeno
(20.95%), seguido de argon (9340 ppm) y dioxido de carbono (400 ppm), el restante lo
forman el nedn, helio, metano, kriptdbn e hidrégeno (NASA 2016). Sin embago, |
adividadesantropogénicague generaprincipalmentda emisiéon de Cg CHs, N2O y los
halocarbonosincremenaén sus concen#iciones en la atmoésfe(deCC 2007, generado asi

un efecto invernadero incrementadodaja pasar la luz solapero deteniendsu salida

(IPCC 2007. El fCalentamiento Global es el resultadode este efecto invernadero
incrementado (MINAM 2009)y bajo estimaciones realizas$ por modelacion se plantea

que antes de fin de siglo el aumedtemperatura del planetara de 2 a 6 °C @Fsteret

al. 2007).

El Grupo Intergubernamental de Exfos sobre el Cambio Climatick®CC, por sus siglas
en inglés) fue establecido por farganizacion Meteorologica Mundial (OMM) vy el
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUWMAPS88 yes el
principal organismo internacional encargado deviduacion del Cambio Climatico (FAO
2015). B IPCC viene preparandmetodologias y directricaxrientandoa las Partes de la
Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Clinf@iblUCC), en la
elaboracionde los inventarios nacionales de emisionegyaees de efecto invernadero
(GEI). Las Directrices del IPCC H€2006 reporta tres nivees, donde losniveles

superiores mejorala precision del inventario y redutéa incertidumbe, peroaumentan



la complejidad y recursos requeridgSAO 2015). EINivel 1 permite el uso ddas
estadisticas internacionalgdactores de emisiétomados de estudios previdacilitando

las estimacioney preparacion de los inventarios nacionalegsméiones de GEI en paises
en vias de desarrollo (FAO 201En d Nivel 2 sedetermina el consumo de energia neta
para mantenimiento, actividad, crecimiento, gestacion y lactacién dadas las condiciones de
la zona y toma un rendimiento de metano (Ym)gefecto segun el sistema productivo; y
en el Nivel 3se usarmediciones de emisiones directas yirsguyen modelos y sistemas
de medicién de inventariosdaptados a las circunstancias nacionglespetidos en el
tiempoa intervalos regularese sletallala poblacion del ganado segun el tipo de animal, la
edad, el peso corporal, etto que permiteestimaciones de mayor certeza qoeriveles
inferiores (FAO 2015).

2.2.Emisiones de gases de efecto invernadero en el Peru

Nuestro Pais viene realizando su BeacComunicacion Nacional a la Convencién Marco

de las Naciones Unidas sobre Cambio Climasiguiendolas Directrices del IPCCon

intentos de lograr pasar al nivel 2 usando valores de consumo de energia bruta por defecto.
Para comparar los gases inveisdos como lo establece el IPCC, se ha recurrido a una
equivalencia llamada Potencial de Calentamiento Global (PCG), que transforma los gases a
unidades equivalentes de £ 0-eq). EI PCG del CHutilizado fue de 21 (IPCC 1995)

para las tres comunicacies, con la fialidad de que sean comparables.

4 N
Comparativo de emisiones de GEIl en el R&u deCO,-eq)
M Agricultura ®Fermentacion EntéricaOTotal
171,310
120,023
98,816
22,809 22,544 26,044
: 7,658 ’ 10,410 10,735
1994 2000 2012
N\ J

Figura 1. Comunicaciones a la CMNUCC.
Fuente CONAM 2001, MINAM 2010, MINAM 2016



De acuerdo a la Primera Comunicacion Nacionabase al aind994, se reportd un total

de emisiones& 98,816.3@igagramos&g) de CO-equivalente COz-eq), de las cuales el
sector Agricultura representaba el 23.08% coB@206 GgCOr-eq. Dentro del sector
agricultura tenemos a la fernmtanion entérica con 7,658.07 Gpe representaba el
33.57% de dich sectofCONAM 2001) En la Segunda Comunicacién Nacionalbase

al afo2000, se reportdin total de emisiones de 120,023 Gg2Q, donde22,544 Gg
correspondieroral sector Agricultura(18.78%) con 10,410 Gg para la fermentacion
entéricaque represeaba el46.18% del sector agricultu(MINAM 2010). En la Tercera
Comunicacion Nacionatn base ahfio 2012 se reporta un total de 171,310 Gg-&f)
donde el sector Agricultura representa el 15.20% con 26,044d€&ydro del cuala
fermentacion entérica aga 10,735 Gg que represamtal 41.22% de dicho sectgr el
6.27% de las emisiones totales (MINAM 2016pmo se puede observar, las emisiones en
el Peru se han incrementado un 73.36% para el 2012 con respecto a 1994, asi mismo, la
fermentacion entéricha tenido un incremento del 40.18% para el mismo periodo de

tiempo.

Cuadro 1. Emisiones de gases de efecto invernadero por sectores del Pera (2012).

GEI 2012 Participacion

Sectores (GGCO-eq) (%)
Energia 44,638 26.1
Procesos ldustriales 6,064 3.5
Agricultura
Fermentacion entérica 10,735 6.3
Manejo de estiércol 1,319 0.8
Cultivos de arroz 1,171 0.7
Suelos Agricolas 12,196 7.1
Quema de sabanas 366 0.2
Quema de residuos agricolas 257 0.2
Uso de suelo, cambio de ude suelo y silvicultura 86,742 50.6
Desechos 7,822 4.5
Total 171,310 100

Fuente: MINAM 2016

Cabe resaltar que el total de emisiones reportado para el afio 2012 tiene una participacioén a
nivel mundial de apenas el 0.3%, siendo el principal emisor Perél el sector uso del
suelo, cambio de uso del suelo y silvicultura con aproximadamente el 50% de participacion

nacional (Cuadro 1).



2.3.Emisiones deCHa4 por rumiantes

A nivel mundial, el ganado es la fuente antropogénica mas importante de emisiones de
metano (FAO 2009) y pese a que el £esta en menor concentracion que e-@0 la
atmosfera, es responsable de aproximadamente el 20% del efecto invernadero (IPCC 1990;
IPCC 1992). Se estima que la ganaderia genera 7,1 gigatoneladas-eg @ afio, lo
querepresenta el 14,5% de todas las emisiones antropogé&hicaie eganado vacuno es

el principal generador deemisiones del sectoganaderia,con alrededor de 4,6
gigatoneladagle CQ-eq, que representa el 65% @& emisiones provenierd de las
actividades pecuarias (FAO 2013a).

La fermentacion microbiananaerébica que ocurre a lo largo del tracto digestivo,
principalmente en el rumeangnvierte losalimentos en productos que puedendigeridos

y utilizados por el anima(FAO 2009; FAO 2013b) como d$oacidos grasos volatiles
(AGV) (acetato, propionato y butiratoM¢Donald et al 1995. A este procescse le
conocecomo fermentacion entérica groduce metano comsubproducto(IPCC 2006),
87% en el rumen y el 13% restante en el tracto digestivo in{dfioray et al 1976). Este
CHs es emitido a la atmosfera principalmente mediante eru@®s%), exhalacion
(15.9%) y en menor medida a través de flatulencias (1(Mirray et al 1976).

Dado que la productividad del ganado rumiante depende de lebiaterdel rumen y que
el entendimiento de esta es importante para reducir las emisiones de metano, es que se ha
logrado identificar a la fecha el 75% de las bacterias y archaeas del iSestadret al
2018).La formacion de metanse dapor una seriede microorganismos metanogénicos
(Arqueobacterias Archaed estrictamente anaerobios (FAO, 2013b), siendo nids
destacadosen el rumen el Methanobrevibacterruminantium, Methanobacterium
formicicum y Methanomicrobium mobile, quereducen el dioxido de daono usando el
hidrégeno como fuente de energia (AttwopdvicSweeney2008 Clark et al 201%
Janssen 201MMosset al 200Q Vlaming 2008. Asi mismo, los protozoarid@illiams y
Coleman 1997Hegarty1999)y los hongogOrpin y Joblin1997) que se enantran a
nivel ruminal, estan involucrados también en la produccion de Qgbido a lapresencia
de estosnicroorganismos, los rumiantemiten significativamente mayores cantidades
CHs que los naumianteqCrutzenet al 1986 Jensen 1996yiosset al 2000).



En la sintesis de acetatp butirato segeneranmoléculas de hidrégen@/laming 2008;
Mosset al 2000)las cuales deben ser removidas paeatener la eficiencia energétiea
la fermentacion(Beaucheminet al 2008).En el rumen, la formacion dmetano eda
principal forma de eliminacién de hidrogegenerado durante la produccionAldenosin
trifosfato (ATP) por los microorganismos anaerobidel rumern(Moss et al 200Q Van
Soest 199 Por ello,si deseamomodificarla produccion de CHruminal, sedebe tener
en cuentaina alternativa de remocion de hidrogede manera que no se vea perjudicada
la eficiencia del sistema digestivo (Clarkt al 2011), como por ejemplo, la
biohidrogenacion de los &cidos grasos insaturados y la formadiéédde propidnico
(Van Soest, 1), o el uso denitratos y sulfatoscomo aceptores dénidrogeno(Van
Zijderveldet al 2010).

En el Pera solo existe una medicion de las emisiones de@grico, realizado en Cuzco

a 4,200 m.s.n.m, utilizando vacas Brownissmcruzadas gbastoreo con un sistema de
alimentacion a base de pastizalesstuca dolichophyllay Muhlenbergia fastigiatacon
suplementacion de ensilade avenaensilado mas concentrado, y ensilado mas taninos,
reportando emisiones de 422, 368 y 3fIHs/vaca/d respectivamente (Moscoso et al.
2017)

2.4. Efecto dela cantidad, calidad y digestibilidad del alimento sobre la emision de
CH4 entérico
La produccién de metandepende principalmente de la cantiddal alimentoingerido
(Buddleet al 2011 Jorkeret al 2017; Lassegt al 2011). Se sabe que cuando aumenta el
nivel de alimentacion, la produccion de metano se incrementa, asiynantar la
disponibilidad de biomasa delforraje, se incrementa el nivel de consumo en
consecuenciaumentan las eisionestotalesde metangor animal(PinaresPatifioet al
2003), sin embargo,disminuyen por unidad de materia seca consuniiBlaxter y
Wainman 1961 Blaxter y Clappertori965 Johnson y Johnson 199%sto debido a que
una mayor ingesta acelera laagage paso del alimento, lo cual disminuye el tiempo de
fermentacion ruminal afectando la degradabilidad de la dieeyiendo el tiempo de
exposicion del material fibroso a los microorganismos metanogéftitadrichsenet al
2006 McAllister et al 1996; PinaresPatifioet al 2003).



La calidadde la dieta también tiene un efecto sobre las emisiones de metano entérico
(Boadi et al 2002; Boadi yWittenberg2002; IPCC 2007), donde leducciénde las
emisionesesta correlacionada con una mejor caligatigestibilidad ddos nutrientes, dos
atributos para los que el tipo de forraje y su madurez podrian ser indicga®@2013b).

Asi, una baja disponibilidad de la pastura que limita la oportunidad de seleccionar el
forraje de mayor calidad (Ominskit al. 2004) aumenta las emisiones de metano por
unidad de consum@inaresPatifioet al., 200d).

Se ha encontrado que la calidad y digestibilidad del alimento afeataayormedida al
methane yieldYm) (Harperet al 1999 IPCC 2007), que viene a serdardida energética

por produccion de CHen relacién a la energia bruta (EB) ingeridassey2007), el cual
varia entre un 2 a 12% segun el tipo de didétdrfson y Johnson 199%&! consumo de
forrajesen estado vegetativaumenta el contenido de carhdratossolubles y reduce la
lignificacion de las paredes celulares de la planta aumede&dste modo su digestibilidad
(Van Soest 1994) y disminuyendo la produccion de; @br unidad demateria seca
digestible (Tyrrellet al 1992; Boadi y Wittenberg 2@). Asi, los forrajes en estado
vegetativode alta calidad y digestibilidacbn mayores concentracionds carbohidratos
solubles favoreceras rutas de degradacion de los carbohidrdiasia propionato
disminuyendo la produccion de metaiMurphy et al 1982; Purcellet al 2011;Van Soest
1994). H potencial metanogénico mas elevadolake carbohidratos estructurales frente a
los no estructurales esta biestudiado(Moe y Tyrrell 1979 y estos se incrementan
medida queaumenta la madurez de la plantisminuyendosu digestibilidad(FAO
2013b). En estudiosin vitro se ha encontradque a una mayor maduredel forraje
aumenta las emisiones d€Hs por unidad de materia seca incubadlayarrceVilla et al
2011; Purcelkt al 2012. Esto se debe a quelignina limita la digestibilidad de la pared
celula del forraje, ascuando las plantas maduran, los acidos fendlicos y la lignina se
depositan y mediante puentes con &cido ferulico se forman enlaces mixtos entre la lignina
y los polisacéridos de la paredlular limitando la digestibilidad de los polisacéridos por el

animal (Jung y Allen 1995).

Diferentes estudios han demostrado que las dietas basadas en granos reducen las emisiones
de metano por unidad de materia seca consumida, en comparacion detatsslzhse de
pastos debido fundamentalmenté aimento en la produccion de propionato, que provee

una ruta metabdlica que consume Hpor tanto, reduce el sustrato disponible para la
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metanogénesis (Murphy et al. 1982), a langinucion del pH ruminaton la consecuente
inhibicién del crecimiento de metandgenos en el rumen (Lana et al. 983)a
disminucion del nimero de protozoarios debido al incremento de la tasa de pasaje,
limitando la transferencia de.Hlesde éstos a los metanogenos (William€ofeman

1997).

Los forrajes tienen considerables variaciones en el contenido y digestibilidadiloi la
detergente neutro (FDNY, se sabe que la emision de Qbtoviene principalmente de la
digestion de la fibra (Moe y Tyrrel 1979si Dall-Orsolettaet al (2016) encontraron
diferencias en las emisiones de £tbn similares consumos de materia seca a causa
principalmente del contenido de FDEn las gramineas, el contenido de pared ceasdar
mas alto y laFDN es generalmente mas éggible que en lakguminosagJung y Allen
1995) H contenido mas bajo deDN y las mayores tasate pasaje de las leguminosas
conllevana un descenso en la produccion de sGHh comparacion con las gramineas
(Dewhurst2013; Kasuya y Takahast201Q McCaugheyet al 1999 Waghornet al 2006.

2.5.Metodologias de medicién de metano en rumiantes

Para el desarrollo de inventarios precisos o para la implementacion de estrategias de
mitigacion, es importante contar con una tecnologia de medicidon confiable y precisa
(Bhattaet al 2007). Bhattaet al (2007), presentan varias tecnologias como la calorimetria

a través de camaras respiratorias; técnicas metereolégicas como la del tinel de viento
portatil, las técnicas de arriba abajo y las técnicas de capa limite; asi tambiémdasitéc

vitro como la técnica de simulacién ruminal y la técnica de produccién deigag&s;

también presentan ecuaciones de prediccion como una herramienta sencilla y practica; y
finalmente tenemos el uso de trazadores (isotépicos y no isotopirns)et hexafluoruro

de azufre (S§.

Para las mediciones de metano como tal, se ha utlizado técnicas tales como la
cromatografia de gases; los analizadores de gases infrarrojos con deteccién fotoacustica; la
espectroscopia infrarroja transformada de iEoFTIR); la espectroscopia de absorcion

laser con diodos sintonizables y, los semiconductores sensores dghetitpdt al 2007)



2.5.1. Técnica del gas trazador S&

La técnica que utiliza el gas trazador hexafluoruro de azufre, es del tipo trazadora no
isotdpica (Johnsomt al 1994), la cual fue recomendada por el Dodionmermandel
National Center for Atmospheric Research at Boulder, Coloraald,993 (Berndet al

2014 Hammond et al. 2036y descrita por primera vez por Johnsgnal (1994). Esta
técnica fue desarrollada por los Doctores Pat Zimmerman, Hal Westberg y Kris Johnson en
Washington Stat&niversity (WSU), PullmanWashington, EE.UURerndtet al 2014;
Johnsoret al 1994; Lasseet al. 1997; Lasseyet al 2011; Ulyattet al 1999) y dede
entonces ha sido ampliamente utilizada en Estados unidos, Canada, Nueva Zelanda,
Australia, Irlanda, Franai Brazil, India, China (Lasseg007), esto gracias a su
versatilidad para permitir realizar mediciones bajo condiciones de pastoreo (Johnson y
Johnson 1995).

La técnica trazadora $konsiste en la colecta de gases exhalados y eructados por el
rumiante, asi como aire ambiental (Johnstral 1994). Esto es posible debido a dos
principios, el primero se debe a qeé CHs; es emitidodel animala la atmosfera
principalmente mediante eruct(®2.7%) y exhalacién (15.9%), mientras que una minima
cantidad a través de las flatulencias (1.4Ryrray et al 1976). El segundo, se basa en el
uso del gas trazador §Fjue disminuye la importancia de laudiidn molecular de los
gases en la atmosfera (Johnsbal 1994), assolo unaraccion peraepresentativde gas
estomadaalrededor del hocicy ollaresde cada animglLasseyet al 2011).El trazador se
acumula en el rumen, y posteriormestdiberado junto con el Ck dondelas tasas de
dilucién para el S&y el CH: son idénticas, por lo tanto se asume que la emision gle SF
simula exactamente la emision de {4Bbhnsoret al 1994). De este modoonociendda

tasa de liberacion del $En el lapsale recoleccion de la muesi@sualmente 24 horas)
multiplicado por la razén de las concentraciomesCHas (ppm) y SFs (ppt) que se
encuentran en la muestra colectada (determinadas por cromatografia desgasesgne

la emision de Chlparael lapso & recoleccion en cada anim8efndtet al 2014; Ulyatt

et al.1999)

a. Cé4psula de permeacion

La capsula de permeacion consiste en un pequefio tuboodeeque contiene el gas
trazador Sk; siendocargada aproximadamernten2.2a 2.8 g dedicho gaqLassy et al

2001). Lascdpsulas para vacunos tienen un cuerpo cilindiie@proximadaments mm
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longitud, con ua roscaSwagelol® de 9.5 mm de aberturhasseyet al 2001), dicha

capsula es dosificada a nivel de rumneticulo liberando el gas a una tasmstante y
conocida a través de una membrana permeable (Teflon®) que a su vez esta recubierta por
una frita omicro-rejilla de acero inoxidable. La tasa de liberacion esta definida por el
espesor del teflén y la temperatura de almacenamiento (Letsaef011), siend@l rango

dela tasa de permeacion 8a7 mg Sk pordia(Berndtet al 2014)

Cada capsula de permeacion presenta una tasa de liberacién particular, la cual debe ser
determinada individualmente previo a su dosificacién (Beeh@tl 2014). Para ello, las
capsulas de permeacion son mantenidas en una estufa a 39°C simulando la terdpératura
rumen(Lasseyet al 2001) para luego ser pesadas una a dos veces por semana, durante 6 a
10 semanas (Berndit al 2014). A través de una regresidle masaversustiempo
podemos determinar la tasa de permeacion como la pendiente de la recta que se ha
generado, siendo exigido woeficiente de determinacioiRy) no menora 0.9995, caso

contrario la capsula se descarta (Beetdil 2014).

Se debe ter en cuenta que la presion ruminal puede tener un efecto sobre el
comportamiento de la capsula de permeacién, por tal motivo es recomendable que se
utilicen las capsulas con la yma tasa de liberacion (Vlamirgp08). Asi mismo, Pinares

Patifio et al (20®) recomiendan el uso de capsulas con tasas de liberacion lo mas
parecidas posible entre los tratamienfmara garantizar la precision de la técnica.
Finalmente, la dosificacion de las capsulas debe realizarse por lo menos 7 dias antes de la
toma de muesais con la finalidad de adaptar las capsulas al ambiente rufbassleyet

al. 2011).

b. Cromatografia de gases

La cromatografiale gases es una técnica cromatografica que coesiséeseparacion de

una mezcla dgasesnsuscomponentesdividualescon k finalidad dgpoderidentificar
(determinacién cualitativa) ynedir (determinacién cuantitativa) cada componefara

ello el cromatografo cuenta con tres componentes principales: el inyector, la columna y el
detector. Lo primero esntrodudr una muestt en el inyector, la cual se calienta
normalmentede 150 a 250 °C,vaporizandosdos solutos volatiles de la muestra. Estos
solutos vaporizados se introducen posteriormente en la columna mediante el gas portador

(carrier) que usualmente es nitrogeno o dielios solutos pasan por la columna a
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velocidades variables, lo cual esta determinaittcipalmente polas propiedades fisicas,

la temperatura {a composicion de la column@odas las moléculas correspondientes a un
compuesto especifico se desplazanlpaolumnapracticamente a la misma velocid&i

las condicionesle la columna y todas las condiciones de funcionamiento son constantes,
un compuestaleterminado siempre terd@del mismo tiempo de retencidieMmpo que tarda

el compuesto en atravesar tdwmng. A medida que se eluye cada soluto, se introduce en

el detector calentado, donde se genera una sefial electronica basada en la interaccion del
soluto con el detector. El tamafio de la sefial se registra en un sistema de datos y se
representa graficamee para generar un cromatograbtamanio de los picos y el tiempo

de retencibn se usan para establecer la determinami@mtitativa y cualitativa
(respectivamentelle un compuestd?or elloes necesario analiza@rimero una cantidad
conocida de una mata pura del compuestobjetivo para determinar el tiempo de
retencion y el tamarfide los picosasieste valor se puede comparar con los resultados de
una muestra desconocida para determinar si estd presente el compuesto de interés
(mediantela compara@n de los tiempos de retencidén) y en qué cantidad (mediante la

comparaciordel tamafo de los picoshgilent technologie2010)

C. Numero de animales y dias de medicion

Se ha encontrado que la técnica de gas trazadopr&€senta una mayor variabilidad con
respecto a las mediciones realizadasgdonaras respiratorias, esto podria deberse a que la
técnica por trazador refleja las variaciones reales de consumo de los animales bajo
condiciones de pastorees decir los animales no consumen la misma cantidatindgento

todos los dias y por ende las emisiones varian. En ese sentido, se hace necesario establecer
correctamente el nimero adecuado de animales y de dias de medicion que permitan
encontrar diferencias significativas entre los tratamiefBesndtet al 2014) Berndtet al

(2014) realizaron un estudio de simulacion con los datos obtenidos por Vlaming (2008),
donde se variaba el nUumero de animales por tratamiento y el nimero de dias de medicion
por animal para asi calcular en mil simulaciones, el numderocasiones en las que se
detectaban diferencias significativas entre dos grupos, siendo este expresado en porcentaje.
Asi por ejemplo, para un escenario con el 82% de probabilidad de hallar diferencias
significativas entre dos grupos, era necesarizatilLO animales con 7 dias de medicién o

12 animales con 3 dias de medicion
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2.5.2. Ecuaciones de prediccion

Las mediciones de metano suelen ser complejas y costosas, ademas de ser necesario el uso
de equipos especializad@dammondet al 2016; Kebrealet al 2006). En ese sentido es

qgue surgela necesidad de generar ecuaciones de predjcsidrembargo, para ello se
requiere una extensa data proveniente de numeros estudios bajo diferentes sistemas
alrededor del mundo (Niet al 2018). En la literatura podem@hcontrar numerosos
trabajos dedicados a establecer dichas ecuaciones de prediccitet €EIO07; Grainger

et al 2007 Mills et al 2003; Yan et al 2006). Existen también programas que buscan
predecir las emisiones a través de diferentes ecuacmemodelacintal y como el
programalife-Sim, que se encarga de estimar bajo distintas circunstancias (raza, peso,
dias de lactacién, gestacion, condiciones de alimentacion, etc.) el consumo de materia seca
(CMS) en kilogramos por vaca dia para lupgedecir las emisiones de metano a través de

las siguientes ecuaciones (Legiral 2006):

CHa (g/d) = 2.54 + 19.14 x CMS

CHs (g/d) = 18 + 22.5 x CMS

CHs (g/d) = 38+ 19.22x CMS

CHa (g/d) =-66 + 39.2 X CMS 0.64 x CNE?

Dado que a produccién de metardependeorincipalmentedel consumo de materia seca
(Buddleet al 2011 Jonkeret al 2017), son muchas las ecuaciones que se encuentran en la
literatura teniendo en cuenta este factor. Sin embargo, se sabecaliddd delalimento
ingerido (Boadietal. 2002; IPCC 2007) también tiene impacto sobre las emisiones. Juarez
et al (2016) presenta una serie de ecuaciones para predecir emisiones de metano,
encontrando que aquellas que tienen en cuenta también la composicion del alimento como
la concentraciomle fibra detergente neutro (%FDN) y la energia metabolizable (EM) son
las que mejor predicen y minimizan el errér.continuacion se detalla algunas de las

ecuaciones utilizadas:

CHa (MJ/d) =-2.639+2.149x%GI+0.068x%FDN.406XEM+0.840xCMS

CHa (MJ/d) =-7.381+2.249x%GI+0.071x%FDiND.407XEM+0.78 7XCMS+0.009xPV
CHa (MJ/d) =-5.124+2.3x%GI+0.84xCMS

CHa (MJ/d) = 4.544+0.773xCMS
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Donde %Gil, es el porcentaje de grasa en la leche; PV, el peso vivo en kilogramos.

a. Metodologia del IPCC

El factor de emision (FE) en gatexia para la fermentacion entérica, viene a ser los

kilogramos de metano emitidos por animal durante un afio.

Las Directrices del IPC@ara el nivel 1proporcionan un conjunto de factores de emision
por defecto, obtenidos de una revision exhaustiva additératura, de esta manea
multiplicando el FE por el nUmero de cabezas de ganado de un pais, se puede estimar sus

emisiones de metano y llevarl€C®»-eq (FAO 2015).

Emisiones de GEI, en kg GHyor afio= NUmero de ganado en cabe?dsE

Para llevar lasemisiones a Gigagramos de metano (Ggs)QMultiplicamos porl0®.
Finalmente, para convertir Gg ¢ld Gg CQ-eq debemos de multiplicar por el PCG del
CHas, que es de 21 (IPCC, 1995), 25 (IPCC, 20@ambralopez et al, 2009, o 28
(IPCC, 2013) para un hiaonte de 100 afos.

Las Directrices del IPCE2006) para el nivel 2, permiten estimar el FE a ipadel
consumo de energia bruta. El primer paso es calcular los requerimientos enedgéticos

mantenimiento (EN), actividad (EN), prefiez (EN), lactacion EN)):
ENm (MJ/d) = [0.038+0.0048*(20T°)]*PV -7
DondeT°: temperaturaliaria medieen °CG PV: peso vivo del animal en kilogramos.

ENa (MJ/d)= 0.17*ENn
ENp, (MJ/d)= 0.10*ENn
ENi (MJ/d) = Cantidad de leche producida*(1.47 + 0.40*%Grasa en leche)

Luego se dtermina la relacion de energia disponible de la dieta y la energia digerible
consumida (R):

R = [1.123(4.092*10%*ED)+(1.126*10*ED?)-(25.4/ED)]
Donde ED es la energia digestible como porcentaje de la energia bruta.

El siguiente paso es calcular el com® de energia bruta (EB) en MJ por dia:
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EB (MJ/d) = [(ENn+ ENa+ ENp+ EN)/R]/[ED/100]
Finalmente, para determinar el FE aplicamos la siguiente ecuacion:
FE = EB*(Yn/100)*365/55.65

Donde el ¥ es el factor de conversion en metano, es decir, el porcelgdp energia
bruta del alimento convertida en metano; y 55.65 es el contenido de energia del metano
(MJ/kg CHy).
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. MATERIALES Y ME TODOS

3.1. Lugar y duracién

El estudioserealizd en el Instituto Regional de Desarrollo de Sierra {&PBrra) de la
Universidal Nacional Agraria La Molina, ubicado en la localidad de San Juan de
Yanamuclo, distrito de San Lorenzo, provincia de Jauja, departamento de alwma
altitud de 3,301 m.s.n. m. Su ubicaci-n geo
longitud oesteEl ensayo s#levo a cabale enero a noviembre del 2017, siendo los meses

de colecciérde gasepara la época lluviosa en marzo y para la época seca en.agosto

3.2. Animales experimentales

Se utilizaron 11 vacasdtantesde la raza Brown Swiss, multiparanire 2 y 3 partos)
con73.3% 35.5 dias de lactaciog 497 + 66.9 kg de peso vivo exl mes de marzg/ con
216.3+ 355 dias de lactacioy 499 * 63.1kg de peso vivo eel mes deagosto.Las
caracteristicas de los animales exmentales para ambos fmEtos se detallan en los

Anexos |y Il.

3.3. Tratamientos

Los tratamientos consistionen comparar las emisiones de metano entérico de vacas en
lactacion temprana durante la época lluviosa (marzo) con las emisiones de las mismas

vacas en lactacion tardia date la época seca (agosto)

Los animalesrecibieron en ambas temporadasa dieta compuesta por una pastura
cultivada dealfalfa (Medicago sativay avena forrajeraAvena sativh manejadas en
parcelas con cerco eléctridmajo pastoreocon una suplemeacion diaria del kg de
concentrado. El experimentovo una duracion de€8 dias por temporad&®1 dias de
adaptacion y 7 dias de medicion. Las emisiones deedtéricofueron muestreadaos
ultimos siete dias de cada periodwediante la técnica de gasarcador hexafluoruro de

azufre (Johnsoat al 1994). El manejo de la pastura y dmstoreo se realizespetando la



modalidad de trabajo del lugar, de tal manera que los valores obtsoid@sacteristicos

de la zona. El terreno de ensayedun area aproximada 7 hectareas (2.5 ha de alfalfa

y 1.2 ha de avena), donge utilizd un sistema de pastoreo rotatsan una frecuencia de 4
semanasmanejado con cerco eléctrico. Estas arfeason pastoreadas desde las.@B

hasta las 14:00 horasiendo la avena pastoreada las primeras dos horas de la mafana para
luego pasar al cultivo de alfalfa

3.4.Aplicacion de la técnica Skcomo trazador de CH: entérico

Para la aplicacion de la presente técnica, se realizO una capacitacioniNdA €l
Remehue,ubicado a 8 kildbmetros al norte d@sorng en Santiago de Chile, bajo la
direccion de la Ph. D. Camila Mufioz quien cuenta con amplia experiencia y publicaciones
(Mufioz et al 2015 y 2016). Las técnicas aprendidas fueron adaptaldascandiciones

segun seletalla a continuacién (Haei al 2018).

3.4.1. Armado y puesta a puntode canisters tipo yugo

Los canisters son los contenedores donde se colectan las muestras eructadas y exhaladas
por los animales. Estos deben ser herméticos para garantizar la adecsadeacmm de

la muestra. Los modelos son muy variados, sin embargo, para el presente estudio se utilizé

el c8nister tipo yugo o fAVO invertida, Si el
(Lasseyet al 1997; Ulyattet al 1999).

Materiales empleaios:
1 Codo de 90A, M§MaBPPABAOIMmM PV C
! TubosdePV&J PRESI ON 50 mm, 20, PN 10 Rosca |
f TaponesiQISPVC
1 Codomachodbronce 1 0 NP TCodgm:BH-ME, Marca: SwagelaR).
1 Base enchufe rapido instrumentacionkence Cv 0.2, 1/4 pulg. NPT hembra.
(Codiga B-QC4B-4PF Marca: SwagelaR).

Macho/fresa de roscar (para hacer hilo) 28. Marca: Black Cross

=

Pegamento azul para PVC.

1 Teflén en rollo de 1/2% 7.32MT.(Cdédigo: MSSTR-8, Marca: SwageloR).
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Una vez armaak, se realizaron pruebas de vacio para descartar aquellos canisters que no
logran conservar la hermeticidad. Para ello se genero vacié a los canisters cambaa b

de vacio de doble etapaarca CPS, modelo VP12D.uego se midio la presion con un
manometo diferencial digitaimarcaControl C, c6digd3462,con unrango presiome-30

a+ 30 psi, resolucion 0.02 pdia presion diferencial en Jauja a 3300 m.s.n.m al vacio fue
de - 675 mbar la cual debia mantenerse luego de 72 horas, caso contrario al eémiste

descartado

3.4.2. Preparacion y puesta a punto de las lineas de flujo

Las lineas de flujo se encuentran sujetas a las jaquimas y son las encargadas de captar y
trasladar las muestras de gases emitidos por el animal. Para ello la linea debe asegurar la
coleccién de muestra a una tasa constante durante todo el periodo de medicion (24 horas),
de tal manera de que el yugo quede lleno a un 40 por ciento de su capacidad.
Materiales empleados:

1 Conector macho Espiga enchufe rapido instrumentacion con valvulal{@n

B-QC4D-200, Marca: Swageldk).
T Manguer a de (CbdigooNYBGD&08, Mar&DGriflex)
T F®r ul as de | at - n20@SEB, MardaColvageld)C - di g o : B

1 Filtro de particulas en linea teonce 1/ 8 0, tamafo de poro
B-2F15,Marca: Swagelo®).
1 Tubo capilar de cromatografia x 1/16" (OD) x 0.005" (ID)
1 Manguera de silicona de 5 nafifdmetro interno (grado médico).
1 Cintillos.
71 Cinta aislante negra.
La | 2nea de flujo presenta un pequeBse capi l

es el que permitemantener un flujo constante de muestreo, donde la restriestadada

por la constriccion del mismo. El capilar fue apretando en una zona especifica hasta lograr
un flujo de 0.95 a 0.9&€CM con nitrégeno ultra puro a una presion+800 mbargque

permitié obtener alrededor dd00 mbar de presion diferencial en el canister al final de un
periodo de 24 horas de muestr&icha calibracion de capilar fue realizada con un
flujdmetro, marca Cole-Parmer, modeldCP-3290853. Todas lasiheas de flujo fueron
probadas en laboratorio, donde cualquier linea que se alejé del 40% de llenado, se procedio

a descartar.
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3.4.3. Calibracion y dosificacionde las capsulas de permeacion

Las cépsulas de permeacion fueron obtenidas de Canada, proporciomaddhdd. Alan
Iwaasa, investigador principal del Sw@urrent Research and Development Centre,

Agriculture and AgrFood Canada.

Las capsulas fueron calibradas en la zona experimentatQI&ia) por un periodo de 9
semas, pesandose dos veces por sardarante las primeras 6 y una vez por semana en el
tiempo restante. Estas fueron mantenidas en una estufa marca Binder con aire forzado a
39°C durante todo el periodo de calibracion. Las capsulas fueron pesadas a las 9 a.m. para

cada dia establecido data su calibracion.

El pesaje de las capsulasrealiz6 en una balanza analitica marca AMis Lexus con una
sensibilidad de 0.1 mg. S&ilizé para ellopinzas metélicas y guantes de nitrilo, evitando

asiel contacto directo coestas, de tal maneraajno se alterel pesareal de las capsulas.

La dosificacion de las capsulas de permeacion se llevd a cabo una semana antes del
periodo de toma de muestras de gases en el mes de marzo. El proceso fue al azar y se
realizd con un lanza bolos para vacunogiaiofueron dosificadas después del ordefio de la
mafiana, en el mismo dia y a la misma hora. Los animales estuvieron en un corral bajo
observacién por una hora aproximadamente para detectar posibles regurgitaciones, para

luego pasar a las pasturas.

Las carateristicas de las 11 capsulas seleccionadas se detallan en el IAngxsus
respectivas graficas de regresion masae presentan en los Anexos ekl XIV.

3.4.4. Adaptacion de los animales experimentales

El periodo de adaptacion tuvo una duracion ddid4 para cada época, donde las 11 vacas
experimentales fueron separadas del hato y acostumbradas al uso de las jaquimas y
canisters, asi como al manejo del ensayo. Los ultimos 7 dias de este periodo corresponden
a la adaptacion de las capsulas de perrdeaeisi como del marcador didéxido de titanio

(TiO2) al ambiente ruminal
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3.4.5. Coleccionde CHsy SFs en campo

El periodo de coleccion de muestras tuvo una duracion de 7 dias para cada época. Aqui se
colectaron las emisiones de las 11 vacas en estudio, asiai@rambiental (2 muestras

por dia) paraeterminar el nivel base de ¢idSFs (blancos).

Para este periodo se trabajé con 30 céanisters y 16 lineas de flujo previamente calibrados
bajo las condiciones de la zona. Cada mafiana (03:00 a.m.) los canistergamuados en

el laboratorio con una bomhie vacio(marca CPS, modelo VP12Dy limpiados con
nitrdgeno ultra puro para remover los gases residuales (2 veces por canister) para luego
generar el vacio durante 3 minutos por cénister, tiempo probado coal sk generaba el

vacio total-670 mbar en marzo-4%85 mbar en agosto (presion diferencial).

Luego los canisters eran trasladados a la sala de ordefio para ser colocados en los animales
(6:00 a.m.) previo retiro de los cénisters con muestra del ddd@antas presiones de los
canisters eran registradas tanto a la entr&&80 (mbar) como a la salida4Q00 mbar) del

periodo de muestreo (24 horas). Dado que las lineas de flujo fueron calibradas para un
llenado del 40% de la capacidad del canister,quued presion final fuera del rango de

380 a-410 mbar generaba el descarte de la muestra, ya que valores por debajo de 380
indicaban posibles fugas y valores por encima de 410 eran indicadores de posibles

obstrucciones del sistema. Los canisters corstraueran trasladados al laboratorio

3.4.6. Sub-muestreo a viales

Una vez llegados los canisters con muestra al laboratorio, eranpsebugizados con
nitrégeno ultra puro a +340 mbar y se dejaban reposando por 3 horas. Durante ese lapso de
tiempo se prepardos viales Perkin Elmer de cromatografia de 22aoh(septas de butilo

y tapas de aluminio) para el sohuestreo. Estos eran ensamblados corcrimpador
automaticoPerkin Elmer de 20nm, para luego ser sometidos a vacio por 3 minutos con

una bombaPS,modelo VP12Dy un Loop de vacio de viales.

Para comprobar la calidad de sellado y hermeticidad del vial luego del vacio, se realizaba
un muestreo al azar de 2 viales, los cuales se sumergian ey sgles insertabaina
aguja.Si el vacio era bueno, eial se llenaba con ags®bepasando el cuello del vial, de

no ser el caso, el lote de viales crimpados se descartaba.
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Pasadas las 3 horas de realizada la presurizaciébn con nitrdgetas canisters con
muestrase procedia a realizar el soiuestreo co una linea de muestreo y una jeringa de

50 ml . La | 2nea de muestreo consisti - en u
machoSwagelol® (B-QC4D-200) por un extremo y una uni@wagelo® del / 4 a 3/ 80
(B-600-1-4) por el otro, adicional se utilizgilicagel con indicador para retener la posible
humedad de las muestras. Para realizar elnmudstreo se eliminaban laes primeras

tomas con la finalidad de limpiar la jeringa entre canisters evitando una contaminacion
cruzada. Se tomarodios submuestas por canisterTodas la muestras en viales fueron
refrigeradas a 4°C durante el periodo de coleccion para luego ser trasladas via aérea a la
Universidad Nacional Agraria La Molina para su posterior analisis por cromatografia

3.4.7. Lecturas por cromatografia gaseosa

La concentracion de CH(ppm) y Sk (ppt) de los viales fue determinada por
cromatografia gaseosa, mediante la inyeccibn manual de las muéstasl)(a un
cromatografo de gases modelo 7890B, marca Agilent technologies. La temperatura del
inyecor fue de 200°C con una presion de 11.2 psi y un flujo de 8.12 mil/min. La
temperatura del horno fue de 30°C con un tiempo de espera de 4.5 min. Se utilizé una
Unica columna de silice para hidrocarburos ligeros y gases azufrad@adB® marca
Agilent tecinologies de 30 m y diametro interno de 0.32 mm. La medicion des€H
realizd con un detector de ionizacién de flama (FID) de la marca Aligent technologies, con
una sensibilidad O 1.4 pico gramos. La t emj
helio como gas portador (10 ml/min), hidrégeno como gas combustible (40 ml/min) y aire
como gas oxidante (350 ml/mira medicion de S&se realizd con un micro detector de
captura de electrones (ECD) de la marca Agilent technologies. La temperatura def detec
fue de 200°C utilizandose nitrégeno como gas portador (30 ml/min). Asi mismo, se realiz6
la calibracién con un estandar (Sdgharrin Inc.) de concentracion conocide.7 ppm de

CHs y 237.9ppt de SE. El tiempo de retencion del GH SF fue de 1.5 y2.9 minutos

respectivamente.
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A. Armado de canisters B. Calibracion de capilares

| | m— ——

Figura 2: Diagrama de flujo de la técnica del gas trazador S



3.5. Mediciones enel alimento

La disponibilidad de forraje y calidad de la dieta fueron medidas con la finaédpdder
comprender y discutir los valores obtenidos de emisiones de@Erico. Asi mismo, la
digestibilidad in vitro de la materia organica (DIMO) calculada por el método Hohenheim
Gas Test, fue utilizada como un indicador de la calidad de la dietandbargo, la
digestibilidad de la materia organica calculada pmresion a partir del contenido de
proteina cruda fecal (DMO) fue utilizada para poder calcular el consumo de alimento

3.5.1. Disponibilidad de forraje

La disponibilidad de forraje viene a ser dantidad de forraje por unidad de area en un
momento dado y expresado en kilogramos de materia seca por hectarea (Naupari y Flores
1996). Esta medicion se logra cortando la biomasa vegetal al ras del suelo, eliminando el
material senescente, las especiesforrajeras y las particulas de suelo, pasgduser
secadas y pesadas (ASRIM62). Se muestreo tanto las parcelas de avena como de alfalfa
al inicio de cada semana de medicion, previo a la entrada de los animales. Para ello se
utilizé un cuadrante déierro de 0.5 riel cual era lanzado al azar tres veces tanto en la
parcela de alfalfa (de 6003ncomo en la de avena (de 30%)obteniendo asi tres

muestras de alfalfa y tres de avena para cada época como se detalla en el. Anexo X

3.5.2. Calidad de la Dieta
a. Composicién Quimica del alimento

La composicion quimica del forraje consumido se detéymipartir de muestras tomadas
mediante la técnica de simulacion manual (Austiml 1983). El proceso de simulacion
consistd en observar de cereacuatro de lasrme vacas experimentales durante las horas
de pastoreopara luego tomar muestras manuales representativaslalgasturaque
consumén dichos animalesLa estacion alimentaria se defincomo el semicirculo en
frente del animalde donde se cosedhel forrge (Flores 1983). Las muestrde pasto
fueron colectadasal inicio y al final de la semana de medicide cada periodo y
mezcladas para obtener una muestra represendativada épocd&stafueronsecadas en
estufa a 60 °C por 48 horas, para luegoamitrdas al labottario para su analisis quimico
de materia secédMS), proteina crudgPC), FDN, ceniza, energia bruta digestibilidadin
vitro de la materia organica (DIMOAsi mismodos muestras de concentrafieron

tomadas diariamente y mezcladasnando una sub muestra para su analisis quideco
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materia secdMS), proteina crudgPC), FDN, ceniza, energia brutg digestibilidadin
vitro de la materia orgénica (DIMO).

b. Digestibilidad del alimento

La digesibilidad de la materia organica del alinienasi como la energia metabolizable
(EM) se determia a través del métodio vitro Hohenheim Gas Test (Menlet al 1979).

Las muestras de alimento se trasladaron al Instituto de Nutricion Animal de la Universidad
deHohenheimen StuttgarAlemania, allifueron incubadas con licor ruminal por 24 horas,
donde la produccion de gas en dicho periodo es utilizado como un buen estimador de la
digestibilidad de la materia organica asi como de la EM segun las siguientes ecuaciones
(Close y Menke 1986):

DIMO (g/kgMS) = 149 + 8.9Gp + 0448PC + 0651Cz
EM (MJ/kg MS)= 1.06 + 0.157Gp + 0.0084CP + 0.022D.0081A

Donde DIMO es la digestibilidadh vitro de lamateria organica expresaea gramos por
kilogramo de materia sec&p es la produccion de gas en mililitioer cada 200 mg de
muestra en base seca. PC, L y Cz son la proteina cruda, grasa cruda y ceniza cruda
respectivamente, expresados en gramos por kilogramo de materia seca. EM es la energia

metabolizable en Mega Joules por kilogramo de materia seca.

Hohenheim Gas Test

Este método fue disefiado porUaiversidadde Hohenheimen StuttgartAlemaniapara
estimar la digestibilidad de los alimesta través de la incubacidn vitro con licor
ruminal y midiendo la produccion deages generada luego de 24 hdidenke et al
1979).Procedimiento:

1 Se pearonde 210 a 230 mgor muestra (aproximadamente 200 mg de materia geca)
se coloceon en jeringas de cristal de 100 ml de volumen (36 mm de diametro externo
y 200 mm de longitudgon pistones a los cuaksse les agregévaselina.Las jeringas
llevan un pequefio tubo de silicona en la punta con un clip plastico para cerrar la
salida.

1 Alas 6:30 am se procedi6 a preparar el medio (se puede z#@usli composicion en

el Anexo XX) para trabajar el licor ruminal, 30imutos antes de recibirlo, el cual
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estuvolisto justo antes su llegada (7:00 afg).medio se mantuva 39°C por bafio
con agua caliente, con aplicacién de un flujo constante dey@Onstante agitacion

magnética para que el medio cambie de azul a rogad@ag al indicador resarzurine,

indicando una completa reduccion del medio.

Figura 3: Preparacion del medio de inoculacion.

1 Ellicor ruminal fue previamente filtrado, para luego ser agregado al medio totalmente
reducido en ua relacién de uno de licor por dos de solucion. Se mantuvo en un bafio

de agua a 39°C con el flujo de €@constante agitacion magnética.

Figura 4: Filtrado e inoculacion del licor ruminal.
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1 Se agregron 30 ml dela mezcla ddicor ruminalcon el medio en cada jeringa,
utilizando una pipeta automatica de 50 ml de capacidad. Las jeringas fueron
previamente atemperadas a 39°C mediante bafio de agua tibia. Se elimind
cuidadosamente todo el aire de las jeringas, manteniéndose dedssenediante el

clip plastico.

Figura 5: Dosificacion de licor ruminal en jeringas para incubacion.

1 Acto seguido, ds jeringasfueron incubadags 39°C alrededor de las 7:15 am. Esta
operacion se realizé lo mas rapido posibleapavitar cambios de temperatura. Las
muestras fueron agitadas cada hora, hasta la 1:15 pm.

1 Todas las muestras fueron incubagas triplicado y medidas tres veces en uléss
distintos.

i Para estandarizar la variacion en la actividad del licor ruminakakzaon tres
incubaciones en paralelo (también por triplicado). llenco que contuveolo la
mezcla de licor ruminal y del medio, y dos estandarezacladogon el licor ruminaly
el medio. El primer estandar congdstn heno molido y el segundo esaoncentrado.

Estosestandares tienen una produccion de gas con@dat y 61.13 ml/200mgMS
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respectivamente)la cual debe coincidir con no mas de 5% de variabilictad lo
observado en la incubaci6de lo contrario se descarta todo el ldi& muestras

incubadas

1 Laincubacion fue a 39°C por 24 horas, para luego medir el volumen de gas producido.

Figura 6: Incubacion de muestras a 39°C por 24 horas.

3.6. Mediciones en los animales experimentales

Se realizé la estimacién de consu de alimento con la finalidad de poder comparar las
emisiones de Ckpor unidad de consumo. Se medio la composicion de la leche para poder
corregir la produccién de leche a un mismo nivel de energia y finalmente poder expresar y

comparar las emisiones @14 por unidad de leche corregida a energia (ECM)

3.6.1. Consumode Alimento

Para la estimacioén del consumoalenentq primero seestiméla cantidad total de heces
excretada, utilizandel dioxido de titanio (Ti@ como indicador externo del alimento
(Smithy Reid 1954:

Excrecion fecal déMO (g/d) = Cantidad de indicador administradéd)d Concentracion

de indicador en la muestra fecal (§40)
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