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Resum

RESUM: En el present treball s’avalua I'emissio de NH3 i gasos amb efecte hivernacle (GEH: CHy i
N20) en porc, en engreix i en les condicions emprades comercials d’explotacié analitzant a I'hora
I'efecte que, sobre 'esmentada emissio, exerceixen el nivell de proteina bruta i fibra neutra detergent
(FND) de la raci6. En la memoria es presenten 4 assajos, en el primer d’ells es desenvolupa un
procediment metodologic de quantificacio, mostreig i analisis dels gasos diferenciant 'emissio entérica
(propia de I'animal) de la procedent de les dejeccions. Per aixo es determina I'emissio procedent dels
maoduls estancs (ME), quantificant el flux i la concentracié dels gasos a I’ entrada i sortida de cada ME.
L’emissié procedent de la fossa (Puri) es determina in situ a partir de cameres de flux constant (CFC)
que aillaven una area determinada de superficie del puri. Els nivells d’emissié registrats [g/porc/d] als
60 i 97 kg de pes viu (PV) van ser per 'NH3 i el CH4 de 7,02-10,1 i 15,7-11,6 respectivament pels
pesos esmentats, emissions que es situaren dins dels marges fisiologics establerts. En el segon assaig
es va avaluar in vitro el potencial de produccié total de meta (a 56 dies d'incubacio) d’una mostra de
puri (metanitzacio), analitzant I'efecte de la diluci6 del puri (2, 4 y 6% de la MS), de la suplementacid
amb carbohidrats estructurals (palla i polpa de poma i remolatxa) o una font exogena d’'arquees. La
concentracié mitjana de puri (4% MS) mostra la major produccié potencial de CH4 (ml/gMO); que va
esser deprimida per la polpa de remolatxa (88,5) mentre que la palla i la polpa de poma la van millorar
(132,3 y 138,6) sempre en relacié al control (124,2). Les femtes de vaqui com a co- indcul o font
d’arquees no va millorar la produccié de CHa. Els titols d’arquees metanogéniques hidrogenotrofiques
(AMH) i bacteris totals (BT) es van deprimir significativament durant la digestié del puri i els titols de
AMH es van correlacionar negativament amb el CH4 generat. En el tercer assaig es va avaluar
I'emissié en porcs al final de la fase de transicid (= 22 kg PV) aplicant la metodologia descrita
anteriorment. Els registres d’emissié [g/porc/d] van ser de 3,2 per el CHs; 0,42 per 'NH3 i 0,043 per el
N20O, d'aquestes quantitats la contribucié a I'emissio corresponent al puri va ser de 35, 1,7 i 0% per les
emissions de CHs, NHzy N2O, respectivament. En el quart assaig es va avaluar I'efecte del nivell de la
PB i la FND de la racio sobre I'emissio de GEI i NHs, els nivells d’emissié es relacionaren amb els
parametres productius, la digestibilitat i la microbiologia digestiva aixi com amb els parametres de
fermentacié al tracte ceco-colonic. El nivells de PB i FND utilitzats no van modificar la ingestié ni els
ritmes de creixement. L’emissié total [g/porc/d] de GEH i NH3 durant el periode d’engreix (dels 33 als
102 kg PV) mostraren una relacié positiva amb el pes/desenvolupament dels porcs (2,5 a 7,6 gCHs, 1,8
a 8,5 gNHz i 0,052 a 1,12 gN20), encara que I'esmentada relacié no fou proporcional. Amb l'edat, la
contribucio de las dejeccions a la emissié total varia entre 3,2 a 17, de 1,2a 0,18 i del 0,92 a 0,05% en
el cas del CHs, NH3 i N2O, respectivament. L’emissié de CH4 mostra una relacié positiva amb el nivell
de FND i el de NH3 amb la de PB. La emissi6 de N2O fou també alterada pels components de la racio,
la PB redueix llur emissi6 i la FND la incrementa perd només al final de I'engreix. El pH i la
concentracio de N amoniacal incrementaren durant el transit del quilo a través del tracte ceco-colonic
mentre que es va reduir la concentracié d'acids grassos volatils (AGV). L'aportament dietétic de fibra
incrementa el pH i va reduir les taxes de N-NHz i AGV en el quilo en el seu transit intestinal. Les
concentracions absolutes de BT i AMH aixi com les proporcions relatives de AMH i de Methanosaeta
ssp. al quilo incrementaren al seu pas per l'intesti gros. BT, AMH i Methanosarcina ssp. van mostrar
llurs majors concentracions en el quilo dels porcs que havien ingerit les racions amb una major
proporcié de PB, menor de fibra i els seus titols no van guardar relacié amb el meta emes.
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Resumen

RESUMEN: En el presente trabajo se evalud la emisién de NH3 y gases con efecto invernadero (GEI:
CHs y N20) en cerdos en cebo y en condiciones comerciales de explotacién, analizando a su vez el
efecto que sobre dicha emisidn ejercen el nivel de PB y FND de la racion. En la memoria se presentan
4 ensayos, en el primero de ellos se desarrollé un procedimiento metodologico de cuantificacion,
muestreo y analisis de los gases diferenciando la emision entérica (propia del animal) de la procedente
de las deyecciones. Para ello se determind la emision procedente de los modulos estancos (ME),
cuantificando el flujo y la concentracion de los gases a la entrada y salida de cada ME. La emision
procedente de la fosa (Purin) se determind in situ a partir de camaras de flujo constante (CFC) que
aislaban un area determinada de superficie del purin. Los niveles de emision registrados [g/cerdo/d] a
los 60 y 97 kg de peso vivo (PV) fueron para el NHs y el CHs de 7,02 y 10,1 y 15,7 y 11,6
respectivamente, emisiones que se situaron dentro de los rangos fisioldgicos esperados. En el
segundo ensayo se evalué in vitro el potencial de produccion total de metano (a 56 dias de incubacion)
de una muestra de purin (metanizacion), analizando el efecto de la dilucion del purin (2, 4 y 6% de la
MS), la suplementacidn con carbohidratos estructurales (paja y pulpa de manzana y remolacha) o una
fuente exdgena de arqueas. La concentracion intermedia de purin (4% MS) mostrd la mayor
produccién potencial de CH4 (ml/gMO); que fue deprimida por la pulpa de remolacha (88,5), mientras
que paja y pulpa de manzana la mejoraron (132,3 y 138,6) siempre en relacion al control (124,2). Las
heces de vacuno como co-indculo o fuente de arqueas no mejoraron la produccion de CH4. Los titulos
de Arqueas Metanogénicas Hidrogenotroficas (AMH) y bacterias totales (BT) se deprimieron
significativamente durante la digestion del purin y los titulos de AM se correlacionaron negativamente
con el CH4 generado. En el tercer ensayo, se evalu la emision en cerdos al final de la fase de
transicion (= 22 kg PV) aplicando la metodologia descrita. Los registros de emision [g/cerdo/d] fueron
de 3,2 para el CH4, 0,42 el NH3 y 0,043 el N2O, de estas cantidades la contribucion a la emision
correspondiente al purin fue del 35, 1,7 y 0% para las emisiones de CH4, NH3 'y N2O, respectivamente.
En el cuarto ensayo se evalué el efecto del nivel de la PB y la FND en la racion sobre la emision de
GEl'y NHjs, los niveles de emision se relacionaron con los parametros productivos, la digestibilidad y
microbiologia digestiva asi como con los parametros de fermentacion en el tracto ceco-colonico. Los
niveles de PB y FND utilizados no modificaron la ingestion ni los ritmos de crecimiento. La emisién total
[g/cerdo/d] de GEI'y NH3 durante el periodo de cebo (de los 33 a los 102 kgPV) mostraron una relacién
positiva con el peso de los animales (2,5 a 7,6 gCH4, 1,8 a 8,5 gNH3 y 0,052 a 1,12 gN20), aunque
dicha relacion no fue proporcional. Con la edad, la contribucién de las deyecciones a la emision total
varié entre 3,2 a 17, del 1,2 a 0,18 y del 0,92 a 0,05% para el caso del CHs, NH3 y N2O,
respectivamente. La emision de CH4 mostré una relacion positiva con el nivel de FND y el NH3 con la
de PB. La emision de N2O fue también alterada por los componentes de la racién, la PB redujo su
emision y la FND la acrecentd, pero solo en al final del cebo. El pH y la concentracién de N amoniacal
incrementaron con el transito del quilo a través del tracto ceco-colonico mientras que se redujo la
concentracion de AGV. El aporte dietético de fibra incremento el pH y redujo las tasas de N-NHz y AGV
en el quilo en su trénsito intestinal. Las concentraciones absolutas de BT y AMH vy las proporciones
relativas de AMH y de Methanosaeta ssp. en el quilo incrementaron a su paso por el intestino grueso.
BT, AMH y Methanosarcina ssp. mostraron sus mayores concentraciones en el quilo de aquellos
animales que habian ingerido las raciones con mayor proporcion de PB, menor de fibra y sus titulos no
guardaron relacién con el CH4 emitido.
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Summary

SUMMARY: The present study assessed the emission of NH3 and greenhouse gases (GHGs: CH4 and
N20) in growing pigs under commercial operating conditions, analyzing the effect of CP and NDF levels
in diet on the emissions of aforementioned gases. Presented thesis contains four trials, in the first one
methodological procedure of quantification, sampling and analysis of the gases from the different
sources (enteric [emitted from the animal] and slurry) was developed. These emissions were
determined from sealed modules (ME), controlling the flow and quantifying the concentration of the
gases at the entrance and exit of each module. The emissions from the pits (slurries) were determined
on-site from constant flow chambers (CFC) that isolated a specific surface area of the slurry. NH3 and
CH4 emission levels [g/pig/d] were 7,02 and 10,1 for 60 kg LW pigs whereas for 97 kg LW pigs were
15,7 and 11,6, emissions were within the expected physiological ranges. In the second trial in vitro
potential of methane production (up to 56 days of incubation) of liquid slurry (anaerobic digestion) was
evaluated and the effect of the slurry dilution (2, 4, and 6% of the DM) supplemented with structural
carbohydrates (straw, apple and sugar beet pulp) or an exogenous source of archaea over methane
production was analyzed as well. The intermediate concentration of the slurry (4% DM) showed greater
potential of methane production (ml/g OM); sugar beet pulp depressed (88,5) while straw and apple
pulp improved methane production (132,3 and 138,6) in relation to the control (124,2). The faeces of
beef cattle used as co-inoculum or source of archaea did not improve the methane production. The
abundance of Hydrogenotrophic Methanogenic Archaea (HMA) and total bacteria (TB) is significantly
depressed during digestion of slurry and abundances of HMA were negatively correlated with the
generated CHa. In the third trial, the emissions from piglets at the end of transition phase (= 22 kg live
weight) were assessed by applying the described methodology. The recorded enteric emissions
[g/pig/d] were 3,2 for CHa, 0,42 for NH3 and 0,043 for N2O, whereas the emissions from the slurry were
35, 1,7, and 0% for NH3, CHs and N2O, respectively. In the fourth trial, the effect of CP and NDF levels
in the rations were evaluated over the emission of greenhouse gases and NH3, emission levels were
linked to productive parameters, digestibility and digestive tract microbiology as fermentation
parameters of the cecum-colonic tract. The used CP and NDF levels did not affect the ingestion or the
growth rate. Total emission [g/pig/d] of greenhouse gases and NH3 during the growing-finishing (from
33 to 102 kg BW) showed a positive relationship with the weight of the animal (2,5 to 7,6 g CHa4; 1,8 to
8,5 g NH3 and 0,052 to 1,12 g N20), although this relationship was not proportional. The contribution of
the manure to the total emission changed with age, 3,2 to 17; 1,2 to 0,18 and 0,92 to 0,05% in the case
of CHs, NH3 and N2O, respectively. A positive relation was established between methane emission and
the NDF level as well as NH3 emission and the CP level in the diet. The emission of N2O was also
altered by the components of the ration; the augment in CP level decreased its emission whereas N,O
emissions increased by augment in NDF level just at the end of growing-finishing. The pH and N-
ammonia concentration increased in the digesta transit through the cecum-colonic tract while the
concentration of VFA reduced. The dietary intake of fiber increased the pH and reduced N-NH3 and
VFA in the colon digesta in intestinal transit. The absolute abundance of total bacteria and HMA and
the relative proportions of HMA and Methanosaeta ssp. in the digesta increased as it pass through the
large intestine. Total bacteria, HMA, and Methanosarcina ssp. showed their highest concentrations in
the digesta of those animals that had ingested rations with greater proportion of CP, and lower NDF
whereas their titers were not related to emitted CHa.
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I. Introduccion y planteamiento experimental.

. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL.

La produccién ganadera en Espafia ha sufrido un proceso intenso de especializacion y
concentracion. Dicho proceso ha conllevado importantes ventajas en la eficiencia del proceso de
produccion, pero también tiene potenciales inconvenientes, entre ellos, el mas importante ha sido la
alteracion medioambiental que dicha concentracion de animales puede suponer. La contaminacion
medioambiental derivada de las explotaciones porcinas debe situarse a dos niveles: la del suelo
(organica o mineral) y la emisién de gases. En la presente memoria nos centraremos en la
contaminacién gaseosa y concretamente en la emision de NH3 y gases con efecto invernadero [i.e.

metano (CHa) y dxido nitroso (N20)].

La emision de amoniaco es toxica para la actividad humana (>15 ppm) y contribuye de forma
significativa a la eutrofizacion del agua y acidificacion del suelo y agua, y aunque los autores de la
presente memoria no han podido encontrar datos referentes a nuestro pais, en Holanda el 46% de la
acidificacion del medio procede de la liberacion de amoniaco, cuyo origen mayoritario reside en los
procesos agro-ganaderos (92%, Heij y Schneider, 1995). Por otra parte, una deficiente aplicacion de
NH3 a suelos pobres en materia organica provoca un excesivo enriquecimiento en N (Fangmeier et al.,

1994), actuando como reservorio para una potencial emisién de dxido nitroso (N20; Mosier et al., 1998)

El 6xido nitroso (N20) y el metano (CH4) son gases con una potente actividad radiativa que les
confieren una elevada capacidad de absorcién de la energia infrarroja. Por ello, contribuyen al
calentamiento global y en una proporcién importante se emiten a la atmésfera debido a actividades
antropogénicas. La actividad radiativa de estos compuestos es, respectivamente, 298 y 25 veces la del
COz en un horizonte temporal de 100 afios (Solomon et al., 2007). Por otra parte, el 6xido nitroso

contribuye de forma manifiesta a la reduccion de la capa de ozono (Olivier et al., 1998).

La produccion global de CH4 (MT: 10'2g Millones de toneladas) se situaria en torno a 535 MT, 160
de las cuales se producen de forma natural y 375 derivan de la actividad antropogénica (Houghton et
al., 1996). A nivel global la ganaderia es responsable del 23% de las emisiones de origen
antropogeénico (Khalil, 2000) y en Espafa, dicha contribucion supera el 35% (Cambra-Lépez et al.,
2008). El CH4 es un producto de la fermentacion anaerobia de carbohidratos vegetales que por su
escasa solubilidad se volatiliza rapidamente, en rumiantes se libera por eructacion mientras que en
fermentadores post-gastricos por flatulencias tras su produccion en rumen e intestino grueso,

respectivamente, en el primer caso su produccién depende fundamentalmente del consumo de fibra
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(Kirchgessner et al., 1991), mientras que en el segundo su produccion en porcino se ha relacionado
con la ingestion de energia digestible (1,2% ED; Christensen y Torbeck, 1987). Asi, los diferentes
compartimentos de fermentacion digestivos [rumen /especies rumiantes, coldn (équidos, cerdos) o
ciego (conejo)] comparten mecanismos de fermentacion, entre ellos la generacién de actividad
reductora (Hz) durante la fermentacion de los carbohidratos estructurales. Esta actividad reductora, es
eliminada del compartimento de fermentacidn por diversos mecanismos, uno de los mas importantes

es la sintesis de CHa4 por parte de las arqueas metanogénicas.

La formacién de CH4 no se restringe al rumen o al intestino grueso (IG), sino que los procesos de
fermentacion y produccion continian en los purines, siendo en este caso los factores determinantes
para la sintesis de CHa: la composicion del purin, las condiciones de almacenamiento y la presencia de
compuestos inhibidores (Blanes-Vidal et al., 2008; Zeeman et al., 1991), es decir, en las deyecciones,
si las condiciones de fermentacion son favorables se inicia un proceso espontaneo de formacion de
CH4 o “metanizacidn” del sustrato, dicho proceso ha sido descrito en diversos biotopos naturales (i.e.
lagos, pantanos, arrozales, etc.), pero para la presente memoria cobra especial relevancia las
condiciones y los niveles de emisién que se producen durante la gestion de las deyecciones (Monteny
et al.,, 2001). En porcino, la produccion entérica o digestiva se situa en torno al 50% (1,5 kg CH4
an/afo, Van Amstel et al., 1993) de la produccién total (3,3 kg CH4 an/afio; Monteny et al., 2001),
aunque en la literatura existente se pueden encontrar mayores tasas de emision y mas variables (3,9-
21 kg CHs4 an/afio; Groot et al., 1997). Las tasas de emision de metano en ganado porcino son siempre
inferiores a las descritas en rumiantes (i.e. 84 a 123 y 102 a 117 kg CH4 an/afio en bovino lechero y
cebo de terneros, respectivamente, Monteny et al, 2001), aunque el impacto de las emisiones
gaseosas deben ser referidas a una cabafia que se ajusté en noviembre del afio 2013 a 5,7; 16,12 y
2,61 millones de cabezas de bovino; corderos y caprino, respectivamente (MARM, 2013bc), frente a
los 25,5 millones de cerdos (MARM, 2013a).

En contraste con la produccion de metano, la produccién entérica de N2O es minima y
heterogénea. En los purines el N2O puede ser generado a partir de diversos compuestos, los mas
importantes la urea y el acido Urico, que deben ser previamente transformados a amonio (NH4*). El
amonio, en condiciones aerobias y en la presencia de ciertas bacterias nitrificantes (i.e. Nitrosomas
ssp.; Nitrobacter ssp.) es transformado a nitrato (1: NO3') para ser posteriormente desnitrificado (2),
hasta la liberacion final de N2 (Monteny et al., 2001). En condiciones Optimas en el proceso de
Nitrificacion del N amoniacal (NHz<>NH4*) la producciéon de N2O es minima, incrementado cuando
inciden diversos factores limitantes, destacar la presencia de ciertas especies de bacterias
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heterotroficas, la concentracion de oxigeno, amoniaco y materia orgénica facilmente oxidable
(Firestone y Davidson, 1989). La produccion de N2O se restringe al purin/estiércol ya que no se ha

podido describir su sintesis a nivel entérico.

En términos globales la produccion de N2O es de 17,7 MT, de ellas se emiten de forma natural
9,6; 8,1 MT se originan por la actividad antropogénica, y de ellas 6,2 MT son producidas por la
ganaderia (Kroeze et al., 1999). Es cierto que la produccién de N2O es muy inferior a la de metano, sin
embargo, su superior actividad radiativa hace que en términos de equivalentes CO2 (Eq. COo) el

impacto del N2O pueda ser tan importante como el del metano.

En numerosos trabajos se ha pretendido reducir la polucién medioambiental incidiendo en la
reduccion de aquellos compuestos mas importantes y nocivos para la actividad humana, en el caso de
los purines de cerdo la emision de amoniaco y olores desagradables, sin embargo, el impacto
medioambiental de los gases involucrados en el calentamiento global (i.e. efecto invernadero) y sus

interacciones cobran cada dia una mayor relevancia (Kroeze, 1998).

El amoniaco en los purines se origina a partir de la urea urinaria siendo minima la cantidad que
procede de la proteina fecal (Jongbloed y Lenis, 1992). EI N fecal es incorporado en la proteina
microbiana, de descomposicion lenta, mientras que el N urinario es transformado rapidamente a NHz y
liberado. En general, pero puede considerarse que mas de la mitad del N ingerido (orina mas heces)

es desperdiciado en forma de N amoniacal (Cahn et al., 1998a; Van der Peet-Schwering et al., 1999).

Las pérdidas de N en forma de amoniaco pueden reducirse mediante diferentes procedimientos,
entre ellos, reduciendo la excrecién de N y optimizando las condiciones de almacenamiento de los
purines. En el primer caso, una reduccion en el contenido de proteina bruta (PB) de la racion permite
reducir drasticamente la excrecion urinaria de N y con ello la emisién de amoniaco. Kay y Lee (1997)
demostraron una reduccién en las emisiones de amoniaco de 9,8% por cada unidad porcentual de
reduccion de la PB en la racion. Estos datos que fueron posteriormente confirmados por otros autores,
[Canh et al. (1998a) y Latimier y Dourmant (1993)] con niveles de reduccién de amoniaco por unidad
de PB en la racion que variaron entre el 8,3 y 12,5%. No obstante, la reduccion de PB en la racién
tiene un coste, bien por una reduccion en los rendimiento productivos o bien encareciendo el coste de
la racién dada la necesidad de incrementar la calidad de la PB, mejorando el perfil de aminoacidos
(Canh et al., 1998a). Una segunda estrategia para reducir las pérdidas urinarias de N es vehicular la
urea plasmatica al intestino grueso. Esto es, la fermentacién bacteriana en el colon permite fijar N no

proteico y por tanto la adicién de fibra no digestible, pero potencialmente fermentable (hidratos de
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carbono no amilaceos) permite incrementar la actividad fermentativa en el intestino grueso vy fijar con
ello la urea plasmatica a costa de reducir su excrecion renal (Canh et al., 1997). Bakker (1996)
demostré un incremento en la concentracion y excrecion total de N en heces en detrimento de las
perdidas urinarias, cuando el almidén de la dieta fue sustituido por diferentes tipos de fibra
fermentable. En el mismo sentido Kreuzer y Machmiller (1993) cuantificaron dicha relacion y
describieron que la reduccién en la excrecion de N urinario fue del 20 a 28% al incrementar los niveles
dietéticos de hidratos de carbono no amilaceos del 14-31%, respectivamente. Cahn et al. (1998d),
confirmaron este efecto y demostraron ademas que este efecto estaria modulado por el tipo de fibra

fermentable.

No obstante, al incrementar la fermentacion microbiana en el intestino grueso lo hacen también la
concentracion de AGV y la emision de CHa. Jargensen (2007) cuantificd estas pérdidas en dos fases
fisiolégicas: cebo y lactacion; y describi6 una relacion positiva entre la inclusion de fibra y la produccidn
de CHa. Incrementos en la produccion de metano que variaron del 1,3% de la ED en cebo al 3,3% en
cerdas no lactantes. Citar también que el efecto de la mayor actividad fermentativa inducida por la
presencia de fibra sobre la emision de metano no se restringié a la emisidn entérica, sino que dicho
proceso tuvo su continuidad en el almacenamiento de purines en granja (Blanes-Vidal et al., 2008) y en

su aplicacién a los cultivos (Sherlock et al., 2002).

En relacion al segundo punto (la reduccion de NHs3 durante el almacenamiento de purines en
granja) se han desarrollado diferentes estrategias, entre ellas la utilizaciéon de cubiertas, que al reducir
la superficie limitan considerablemente dicha emision (50-90%; Portejoie et al., 2003), creando como
efecto secundario un incremento en la anaerobiosis, susceptible para el desarrollo de las especies

metanogénicas (Williams y Nigro, 1997).

La superficie de emision de NH3 puede ser también modificada por el tratamiento de los purines,
reduciéndola mediante su dilucién (Phillips et al., 1999) o incrementandola mediante la utilizacién de
diferentes sustratos sélidos (i.e. paja de cereal, serrin: European Commission, 2003; Philippe et al.,
2007ab), variando con el material del emparrillado (Philippe et al., 2011b); estos efectos van a tener un
resultado diferencial sobre la emisién de los gases objetos del presente estudio. Al limitar la superficie
de emision se reducen las pérdidas de amoniaco (European Commission, 2003), pero otra vez se
incrementaria los niveles de anaerobiosis y por tanto las condiciones potenciales para la produccion y

emision de CHa.
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En relacion a la emision de N2O, existen muy pocos trabajos en los que se analice el efecto de
manipulaciones en la racion sobre su emision (Cardenas et al., 2007) y los que existen en nuestro
pais, se centran en la aplicacion al suelo de estiércol de ganado bovino sometido a diferentes
estrategias nutritivas (Arriaga et al., 2010). En general, se acepta que una reducciéon en la
concentracion de N amoniacal y materia organica (i.e. AGV) en las deyecciones reduce la emision de
N20 durante el almacenamiento y aplicacion al suelo de las deyecciones (Cardenas et al., 2007), por
ello una reduccién en el contenido de proteina bruta de la racién va a reducir la emisién de amoniaco,

pero también la emision de 6xido nitroso.

No obstante, cuando la emision de amoniaco se reduce a costa de incrementar el contenido de
fibra digestible de la racion lo hace también el contenido en MO de las deyecciones (Canh et al.,
1998d), incluyendo la concentraciéon de AGV y consecuentemente ello podria incrementar la emision
de N20. La relacién positiva entre la presencia de C-soluble en las deyecciones y el incremento en la
emision fue cuestionado por Scholefield et al. (1997), quienes demostraron que la adicion de C-soluble
a las deyecciones redujo la tasa de emision N2O / N2 dado que ello estimuld la transformacion de N2O
como aceptor de electrones en las poblaciones desnitrificantes, produciendo N2 (de Wever et al.,
2002).

De lo anteriormente expuesto se deduce, i) la necesidad cuantificar y registrar sus niveles de
produccion en las diferentes fases fisioldgicas, ii) disefiar estrategias encaminadas a mitigar dichas
emisiones Y iii) es necesario ademas considerar la emision gaseosa en su conjunto, evitando aquellos

procedimientos que al reducir la emision de uno de ellos pueda incrementar la del resto.

En esta memoria se pretende considerar, tanto la emision de aquellos gases nocivos 0 molestos
para la actividad humana (NH3), como aquellos que contribuyen al calentamiento global (CHs y N2O) y
cuya reduccion fue ya propuesta en el marco del protocolo de Kyoto en 1997 y que entré en vigor el 16
de febrero del 2005 (UNFCCC, 2007).



I. Introduccion y planteamiento experimental.
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2.1. Emision de gases toxicos en ganaderia porcina: Amoniaco (NH3) y gases con efecto

invernadero [GEI: metano (CH4) y 6xido nitroso (N20)].

Los procesos de fermentacion que se producen en diferentes tramos del tracto digestivo de los
animales de abasto (reticulo-rumen y el tracto ceco-colonico) y posteriormente en sus deyecciones (i.e.
heces, orina, agua y residuos de alimentos) van a producirse ciertas emisiones gaseosas que
adquieren especial relevancia segun la especie y el tipo de manejo al que sean sometidos los animales
(Dubenova et al., 2014; Samer, 2013). Estos gases podemos diferéncialos en tres grupos, molestos
para la actividad humana (i.e. Putresceinas, Danilevici et al., 2009), toxicos (i.e. CHs y N2O) y otros que
incluirian ambos componentes (i.e. NH3). Entre las diversas emisiones gaseosas, en esta memoria nos
centraremos en la emisién de aquellos gases que siendo toxicos adquieren una especial relevancia

debido a su emisién cuantitativa.

La toxicidad de CHs y el N2O reside en su elevada capacidad radiativa (respectivamente, 25 y 298
veces la del CO; para un horizonte de 100 afios, Solomon et al., 2007) y por tanto poseen un marcado

efecto invernadero (GEI: gases con efecto invernadero) y bajo esta perspectiva serén analizados.

El amoniaco es un gas toxico (Jarret et al., 2011; Vedrenne et al., 2008), agresivo frente a las
mucosas celulares y cuyos niveles, regulados legalmente, en las explotaciones no pueden exceder a
las 50 ppm (Babot y Revuelta, 2009; Banhazi et al., 2008), presenta ademas una importante relacién
con los GEI, concretamente con la emision de N2O. Esta relacion podemos situarla a dos niveles, en la
transformacion que se produce NH3«<—N:O, principalmente en la troposfera por la presencia de
emisiones no ionizantes (NHz + O — NH2 + OH; NH3 + OH — NH2 + H20; NH2+NO2 — N2O + H20;
2NH3 + 202 — N2O + 3H20; NH2 + HO2 — NHs + O2: Dentener y Crutzen, 1994; Gang, 2002) (NH3 +
02 — NO + H20; NH3 + NO2 — N2O + H20: Sharma et al., 2011) y por ser uno de los precursores
necesarios, y cuyas concentraciones en el purin estan directamente relacionadas con los niveles de
emision y/o sintesis de N2.O (Monteny et al., 2001). Por tanto, en la presente memoria se consideraré la

emision de NHs relacionada directamente con la toxicidad de los GEl.
2.1.1. Emision de metano (CHy).

El metano tiene una capacidad radiativa (emision de calor cuando es sometido a la radiacion
solar) de 25 veces mas potencia que el CO2 (Solomon et al., 2007), y es considerado por la UNFCCC
(2005) como el gas que mas contribuyente al calentamiento global después del CO2. La produccion
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global de CHy se situaria en torno a 535 MT, 160 de las cuales se producen de forma natural y 375
derivan de la actividad antropogénica (Houghton et al., 1996). Ademas las proyecciones a partir de la
modelizacidn de los niveles registrados nos situarian en niveles de incremento, en el 2030, préximos al
28 %. Es cierto, no obstante, que las medidas climatolégicas a nivel global son complejas por lo que
estan sujetas a una elevada variabilidad, especialmente en el caso de CH4 donde podemos encontrar
trabajos y autores que incluso niegan o minimizan la existencia de dicha contribucion argumentando

que la estimacion de su capacidad radiativa obedeceria a un error artefactual (Flood, 2011).

A nivel global la ganaderia es responsable del 23% de las emisiones de origen antropogénico
(Khalil, 2000) y en Espafia, dicha contribucion podria alcanzar el 35% (Cambra-Lopez et al., 2008). La
generacion de CHs ocurre en habitats naturales donde se produce una degradacién de la MO en
condiciones de anaerobiosis, son ejemplos: los sedimentos oceanicos, lagos, rios, pantanos y también
en los compartimentos de fermentacion, tanto de los animales superiores (mamiferos: rumen, tracto
ceco-colonico) como en los insectos (i.e. termitas). La actividad antropogénica va a ser una fuente
generadora de metano a través de diferentes procesos; tales como la cria de animales
(fundamentalmente rumiantes; Braun, 2007), cultivos (i.e. arrozales, Hoglund-Isaksson, 2012; Moss,
2000; Smakgahn, 2011) y la contribucion de ciertas construcciones como vertederos, fosas sépticas,
rellenos sanitarios, etc. (IPPC, 2007; WWF, 2013).

La produccién de CH4 esta ligada a la fermentacion anaerobia de diferentes sustratos,
basicamente carbohidratos que constituyen la fraccién mas importante de las raciones destinadas a los
animales domésticos, también para el hombre. Estos carbohidratos, a nivel nutricional hemos de
dividirlos en dos tipos, los carbohidratos estructurales (fibras: celulosa, hemicelulosas y lignina) y
carbohidratos no estructurales (almidon, fundamentalmente). Los animales superiores tenemos el perfil
enzimatico necesario para digerir los azucares no estructurales, sin embargo, no podemos utilizar o
digerir la fibra (Saengkerdsub y Ricke, 2014; Van Soest, 1994). La fibra, en diferente medida, sélo
podra ser fermentada por los microorganismos celuliticos que se desarrollan simbiéticamente en los
compartimentos de fermentacion donde se dan las condiciones idéneas para el crecimiento de dichas
poblaciones (Varel y Yen, 1997). La poblacion microbiana fermenta las hexosas y genera como
productos de excrecion acidos grasos de cadena corta o volatiles (AGV = acético, propidnico y
butirico), acido lactico (Bach Knudsen, 2010), algunos gases (CO2, Hz y CHa), urea (NHs, Cao et al.,
2012) y calor (Jgrgensen et al., 2011).

Los AGV originados son utilizados por el animal hospedador como fuente de energia (Varel y
Yen, 1997), contribuyendo a sus necesidades energéticas, mientras que los gases emitidos - CO2 y
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CHs - corresponden a pérdidas energéticas irreversibles (Jgrgensen et al., 2011), aunque ciertas
especies microbianas son capaces de reducir el CO2 a CHs a partir del H2 generado en exceso durante

los procesos de fermentacion anaerobia (Cao et al., 2012).

El CHs es un gas con baja solubilidad en agua, muy volatil (Monteny et al., 2001), y en los
fermentadores pre-gastricos este gas se liberara por eructacion mientras que en fermentadores post-
gastricos por flatulencias. Su produccion depende fundamentalmente del consumo de fibra
(Kirchgessner et al., 1991), aunque en los fermentadores post-géstricos se ha relacionado también con
la ingestién de energia total y ello es asi porque el contenido y composicién de carbohidratos
estructurales en la racion de estas especies es baja y constante (Christensen y Torbeck, 1987; Franz
etal, 2011).

Este proceso de fermentacidén puede continuar en las deyecciones y la intensidad de la emision
dependera del mantenimiento de las condiciones de fermentacion, basicamente de los niveles de
anaerobiosis y por ello existira una relacion directa entre el tipo de manejo y los niveles de emision, asi
los tiempos de almacenamiento (Monteny et al., 2001) o inversamente, la frecuencia de recogida en el
interior de los alojamientos modificaran los niveles de emisién de CH4 (Haeussermann et al., 2006;
Samer, 2013). La produccién de CH4 serd escasa o nula durante las primeras dias/semanas de
almacenamiento (Blanes-Vidal et al., 2008; Dinuccio et al., 2008), incrementara con el contenido de
MO en las excretas (Blanes-Vidal et al., 2008) y se reducira con las presencia de inhibidores (i.e.
sustancias alégenas: Zeeman, 1991). La emisién de CH4 no se restringe a la fase de almacenamiento
de las deyecciones y tiene su continuidad durante la propia aplicacién del purin a los cultivos (Samer,
2013; Sherlock et al., 2002).

2.1.1.1. Sintesis de CHa.

Por todo ello, en los procesos de producciéon de CH4 debemos distinguir un doble origen, i) el
entérico, en el cual el consorcio microbiano que participa directa o indirectamente en la produccion de
CHq va a interaccionar con el sistema digestivo del animal hospedador, mediante la incorporacién a la
digesta de diversas sustancias (H20, NHs) o eliminandolos mediante procesos de absorcion (NH4,
AGV). Esta interaccion no va a ocurrir cuando los procesos de sintesis ocurren ii) fuera del organismo
(i.e. durante el almacenamiento o aplicacion de las deyecciones). En el primer caso la absorcién de
sustratos (AGV) utilizables por el consorcio metanogénico limitara los procesos de sintesis de metano,
que a su vez mostrara diferentes intensidades segun el compartimento de fermentacién en el cual se

produzcan dichos procesos de fermentacion (Jargensen et al., 1997). En el segundo podemos asistir a
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una degradacion completa de la MO con la consiguiente sintesis de CH4. Cuando dicha degradacion
es completa y el sustrato es totalmente “metanizado” podemos distinguir una serie secuencial de
procesos quimicos (algunos de los cuales son minoritarios en la produccion “in vivo”) en cada una de
los cuales se involucran diversas poblaciones microbianas que actian sincrénicamente. En dicha
secuencia se han diferenciado cuatro fases (Massé et al., 2011) que se presentan esquematizadas en
la Figura 2.1. El proceso de fermentacién se iniciaria con, ) Hidrélisis enzimatica [1] de los
compuestos mas complejos (i.e. proteinas e hidratos de carbono, lipidos); Il) Acidogénesis,
degradacion [2] de diferentes compuestos (i.e. hexosas) hasta AGV, Hz y COy; (lll) Acetogénesis,
sintesis de acetato [3]; los AGV son transformados a acético, en esta fase adquieren especial
relevancia las bacterias homoacetogénicas [4] generando acetato a partir de CO2 y Hy; y finalmente
(IV) metanogénesis, el &cido acético es reducido a CH4 y CO2 por las Metanogénos acetoclasticos [5] y

las arqueas hidrogenotréficas son capaces de reducir el CO2 a CHy utilizando el H2 del medio [6].

Carbohidratos

[ Hidrolisis @

Proteinas

L

Conversion sintrofica

Figura 2.1. Fases de la conversidn sincronica del sustrato por el consorcio de especies bacterianas

que participan en la sintesis de CH4 (Massé et al., 2011; Palatsi et al., 2010b).
2.1.1.1.1. Sintesis de CH4: Fase (1) Hidrlisis.

Los sustratos organicos se componen de tres tipos basicos de macromoléculas: hidratos de
carbono, proteinas y lipidos (Tabla 2.1), estas moléculas son utilizadas por los microorganismos tras
su hidrélisis previa a compuestos solubles, capaces de atravesar la membrana celular, este proceso de
hidrélisis se lleva a cabo por complejos enzimaticos extracelulares bacterianos (Schliter, 2008), y
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constituye el primer paso para la fermentacion de sustratos complejos como lo son los componentes
mayoritarios de la digesta. Esta etapa, puede ser una de las limitantes en el proceso de fermentacion,
cuando la digesta contiene un elevado contenido en solidos (Campos, 2001; Palatsi, 2010a) poco
biodegradables (i.e. Ligninas, FAD; Vedrenne et al., 2008).

Tabla 2.1. Bacterias hidroliticas que participan en la digestion anaerobia de los diferentes sustratos.
Monroy (1998).

Microorganismos Sustrato
Bacteroides succinogenes Celulosa
Ruminococcus albus
Acetivibrio cellobioparum

Bacteroides ruminonicola Hemicelulosa
Butyrovibrio fibrisolvens

Lactobacillus ssp. Almidén
Pseudomonas ssp.

Clostridium butyricum

Bacillus ssp. Proteinas
Clostridium ssp.

Anaerovibrio lipolytica Lipidos

Butyrivibrio fibrisolvens

Los principales productos de la fermentacion/hidrdlisis de la celulosa por las celulasas bacterianas
(Tabla 2.1) va a ser celobiosa y glucosa (Palatsi, 2010b), mientras que la hemicelulosa sera degradada
a pentosas, hexosas y acidos urénicos (Campos, 2001). Por su parte las proteinas son fermentadas de
forma secuencial a péptidos y aminoacidos. El origen de las proteasas que interviene en el proceso es
diverso, proteasas extracelulares o péptidasas intracelulares, que hidrolizaran secuencialmente los
aminoacidos a partir del extremo de las cadenas peptidicas (Campos, 2001). Finalmente el enlace
peptidico es hidrolizado generando amoniaco y cadenas carbonadas (AGV ramificados de diferente
naturaleza), también se generaran pequefias cantidades de CO2, Hz y sulfuro reducido (Campos,
2001).

La degradacion de lipidos en ambientes anaerobios consiste en una ruptura inicial de los
triglicéridos y ello lo realizan un grupo de enzimas hidroliticas (lipasas), los triglicéridos son
hidrolizados a los correspondientes mono y digliceridos, acidos grasos de cadena larga y glicerol
(Campos, 2001).
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2.1.1.1.2. Sintesis de CHa: Fase (ll) Acidogénesis.

Los azUcares (i.e. hexosas y pentosas), aminoacidos, AG de cadena larga y glicerol generados
durante la fase de hidrolisis son fermentados a AGV, alcoholes, NH4, Hz2 y CO2 (Ahring, 2003; Massé et
al., 2011). Algunos productos (i.e. acético, formico, Ho) pueden ser utilizados directamente por las
bacterias metanogénicas, mientras que aquellos productos de fermentacién mas reducidos (i.e. lactico,
etanol, propidnico, butirico) son utilizados como sustratos por las bacterias acetogénicas y oxidados a
productos que pueden ser ya utilizados por las bacterias metanogénicas (Braun, 2007; Campos, 2001).
En este sentido, bacterias del género Propionibacterium fermentan acido lactico, carbohidratos y otros
polihidroxialcoholes generando propionato, succinato, acético y CO: (fermentacion aceto-propiénica,
Campos, 2001). La poblacién acidogénica puede representar una fraccion importante del total de
poblacion bacteriana presente tanto en los compartimentos de fermentacion, como en las deyecciones
pero tiene especial relevancia en digestores anaerobios donde puede representar el 90% de la
poblacion (Palatsi, 2010a). La capacidad reductora del medio [concentracion de H] juega un papel

importante en el crecimiento de estas poblaciones (Santianes et al., 2009).
2.1.1.1.3. Sintesis de CHa: Fase (lll) Acetogénesis.

Tal como se ha citado anteriormente, esta fase marcara las diferencias entre la sintesis de CH4
entérico y los procesos no-entéricos 0 exdgenos. En el primer caso, la mayor parte de AGV y otros
sustratos (i.e. NH3) seran absorbidos a nivel del reticulo-rumen (fermentadores pre-gastricos) o en el
tracto ceco-coldnico (suidos, équidos y lagomorfos) o simplemente abandonaran el compartimento de
fermentacidn sometidos a la cinética de flujo digestivo. En cualquier caso van a estar disponibles para
su posterior metanizacion. Este no es el caso de los procesos de fermentacion anaerobia que se
produce en el medio ambiente y que incluye los procesos de metanizacion durante el almacenaje de
las heces: en la fosa de purin o en los estercoleros. Estos procesos pueden producirse de forma
natural o pueden ser optimizados en los procesos de digestion en los digestores anaerobios. En estos
ultimos casos (sintesis de CHs exdgena) algunos productos de la fermentacion pueden ser
metabolizados directamente por las arqueas (H2 y acetato), mientras que otros (valerato, butirato,
propionato y algunos alcoholes o0 aminoacidos) deben ser previamente transformados a productos mas
simples como acetato, CO2 e Hy y esta transformacion va a ser realizada por las poblaciones
denominadas “acetogénicas” (Tabla 2.2). Este grupo de bacterias actuan sinérgicamente con arqueas
metanogénicas (Massé et al., 2011) para mantener o reducir la capacidad reductora del medio
(concentracion de Hz). Cuando la actividad reductora alcanza niveles excesivos se reduce la formacion

de acetato y CH4 en aras de la formacion de propionato, butirato y etanol (Campos, 2001). Por tanto
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limitar las concentraciones de H» puede favorecer la metanizacién de los AGV (Ahring, 2003).
Poblaciones acetogénicas son también las poblaciones de Syntrophomonas wolfei o Syntrophobacter
wolinii (Boone y Bryant, 1980) que transforman el H2 y CO. a &cido acético (Massé et al., 2011) y se
denominan homoacetogénicas y se consideran también dentro del grupo de especies que participan

en esta fase acetogénica.

Tabla 2.2. Grupos bacterianos que participaran en la fase acetogénica.

Bacterias Sustrato
Syntrophomonas wolfei Butirato
Syntrophomonas sapovorans Oleato
Syntrophomonas wolinii Propionato
Syntrophomonas buswellii Benzoato
Syntrophomonas sapovorans AGV
Syntrophus aciditrophicus Benzoato y AGV

Braun (2007); Massé et al. (2011); Monroy (1998).

2.1.1.14. Sintesis de CH4: Fase (IV) Metanogénesis.

La metanogénesis va a dar lugar a CHs4 y CO2 como principales productos gaseosos (Ahring,
2003; Braun, 2007) y las poblaciones que intervienen en este proceso se consideran como las mas
relevantes de las que participan en el consorcio (Braun, 2007), aunque su crecimiento es de los mas
lentos (Cherukuri, 2012).

Dentro del dominio Archaea (Figura 2.2) se distinguen siete grupos principales que comprenden
un total de 17 géneros, morfolégicamente, pueden ser bacilos cortos y largos, cocos de diferentes
ordenaciones celulares, células en forma de placas y filamentosos y unos pueden responder a la

tincion Gram de forma positiva y otros negativa (Carrillo, 2003).
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Bacteria

Figura 2.2. Dominio de las arqueas (Baldauf et al., 2004).

En cualquier caso se establecen tres grandes grupos bacterianos (Tabla 2.3) en funcion del tipo
de sustrato utilizado (Worm et al., 2010), i) el grupo de hidrogenotréficos utilizadores de férmico
(Monroy, 1998) e hidrégeno (Massé et al., 2011), representadas por los géneros Methanobrevibacter y
Methanobacterium; ii) el grupo de los metilotropicos que trasforman los grupos metilos del acetato,
metanol y algunas aminas (Cairé y Paris, 1988; Monroy, 1998) vy iii) el grupo de metanégenas
acetoclasticas que utilizan como sustrato el acetato, que es representada solo por dos géneros
identificados [Methanosarcina sp. (otros sustratos: metanol, metil-aminas y H2/COz) y Methanosaeta
sp. (exclusivo para acetato), Worm et al., 2010] que transforma el sustrato a CH4 y CO2 (Massé et al.,
2011; Worm et al., 2010). Este grupo, arqueas acetoclasticas, es tipico sélo en sistemas con moderada

temperatura (33-50°C: Monroy, 1998) y bajo en contenido de sales (Worm et al., 2010).
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Methanosaeta Methanosarcina

Figura 2.3. Morfologia de las arqueas metanogénicas acetoclasticas, Methanosarcina ssp. y

Methanosaeta ssp.

Tabla 2.3. Clasificacion de las arqueas metanogénicas (Monroy, 1998; Saengkerdsub et al., 2014).

Arqueas Sustrato pH T (°C)
Metandgenas acetoclasticas: Acetato 6-7
Methanosarcina barkeri (227) 35-37
Methanosarcina barkeri (TM-1) 50
Methanosarcina barkeri (MS) 35-37
Methanosarcina mazei 35-37
Methanosarcina AZ 6,0-85 33
Methanosaeta soehngeni 6,8-8,2
Methanosaeta concilli
Metanogénicas hidrogenotréficas: CO2/H; 7
Methanobacterium thermoaceticum 65
Methanobrevibacter arboriphilus AZ 33
Methanabrevibacter smithii 37
Methanospirillum hungatei 41
Methanogenium bourgense 37
Metanogénicas metilotroficas
Methanosarcina Metanol
Methanosfaera Metanol / Hz
Methanomicrococcus blatticola Metanol / Hz
Methanomicrococcus blatticola Metil-amina / Hz
Methanosarcina Metil-amina
Methermicoccaceae Dimetilsulfide
Methanosphaera stadtmanae Metanol / Hz

Methanomassiliicoccus luminyensis ~ Metanol / H,

La distribucion de ambos grupos de arqueas variara en funcién del tipo de ecosistema, el primer
grupo las arqueas metanogénicas hidrogenotréficas son mayoritarias en compartimentos de
fermentacion digestivos como lo es el reticulo rumen (Janssen, 2010; Morgavi et al., 2010). Mientras
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que el segundo grupo sera mayoritario y generara cerca del 73% de CH4 a partir del acetato en los
digestores anaerobios (Monroy, 1998). El crecimiento de estos microorganismos, las arqueas
metandgenas, aisladas de vacas y ovejas son inhibidas por las sales biliares, en tanto, las
metanogénicas aisladas de los no rumiantes toleran un rango mayor de dichas sales (Saengkerdsub et
al., 2014).

La metanogénesis es catalizada por un conjunto Unico de enzimas. La metil coenzima M
reductasa (MCR) es la enzima que cataliza el ultimo paso reductivo de ambos tipos de metanogénesis,
la reduccion de CH3-CoM a CHs, es especifica para las metandgenas y arqueas anaerdbicas (Hallam
et al., 2003). No obstante segun Madigan et al. (2003) pueden ser diversas las enzimas que participan
en este proceso, divididas en dos grupos, i) las transportadoras de carbono y ii) en las que facilitan
electrones en las reacciones de 6xido reduccion. La coenzima metanofurano “MF” activa el proceso de
metanogénesis (reduce el CO; a formilo), transfiriéndola posteriormente al coenzima metanopterina
‘MP” (que actua como portador de C en una etapa intermedia: genera una molécula de agua
reduciendo el formilo a metileno y posteriormente a metilo), para finalizar con la conversion del metilo
(CHs) a CHs mediante el coenzima M “CoM” (portadora de C). Participando ademas en dicho proceso

las coenzimas Fa30, Coenzima B “CoB” y Coenzima Fzo.
2.1.1.2. Emision de CH4 en ganado porcino.

En un meta-estudio realizado por Monteny et al. (2001) se sitia la emisién de cerdos en niveles
entorno a los 3,3 kg de CH4 cerdo/afio, aunque en la literatura existente podemos encontrar mayores
tasas de emision y mas variables (3,9-21 kg CH4 cerdo/afio; Groot Koerkamp y Uenk, 1997. ver Tabla
2.4), de la emision total, la produccion entérica alcanzaria niveles del 50% (1,5 kg CH4 animal/afio, Van
Amstel et al., 1993).

Los valores de emision en porcino son siempre inferiores a los registrados en los fermentadores
pre-gastricos (i.e. 95-119 kg CH4 animal/afio en vacuno adulto, Moss et al., 2000) y se caracterizarian
por una elevada variabilidad explicada fundamentalmente por variaciones en los niveles de emision
registrado en las deyecciones. Datos de emisién correspondientes a Dinamarca (Mikkelsen et al.,
2011) indican que el ganado vacuno contribuye a la emision entérica de CHs en un porcentaje (86%)
muy superior a la contribucién entérica del porcino (9%), sin embargo, en la emisién procedente de las
deyecciones (30% de la emision total) la contribucién del porcino es relevante (45,1), no obstante,
inferior al vacuno (49,8%).
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Tabla 2.4. Emisiones de CH4, NH3 y N2O en ganado porcino (European Commission, 2003) en funcion

de la fase productiva y tipo de alojamiento (Minimos y méaximos expresados en kg an/afio).

Fase productiva NH: CH.4 N20
Cerdas gestantes 040-42 211 -
Cerdas lactantes 0,80-9,0 - -
Cerdos transicion (< 30 kg) 0,06-0,8 39 -
Cerdos de engorde (> 30 kg)
Alojamiento

Emparrillado total 1,35-3,0 28-45 0,02-0,15
Emparrillado parcial 090-24 42-111 0,59 - 3,44
Sin emparrillado y con cama 210-4,0 09-11 0,05-2,40

El tamafio del compartimento de fermentacion explica, parcialmente, las diferencias entre los
niveles de emision registrados entre rumiantes y monogastricos, sin embargo, cuando los valores de
emision se expresan por unidad de materia organica fermentada en los distintos compartimentos, las
tasas de emisidn siguen siendo superiores en los fermentadores pre-gastricos (44 a 63 g CHs/kgMO
fermentada en rumen: Pedreira et al., 2013), inclusive cuando se corrigen por el PV075 (455, 567 y 279
mg/kgPV075/dia en vaca, pequefio rumiante y cerdo, respectivamente: Zervas y Tsiplakou, 2012) o PV
(301, 491 y 6,5-105 mg/kgPV/dia para una vaca, oveja y un monogastrico, respectivamente:
Saengkerdsub y Ricke, 2014).

En los sistemas de fermentacion anaerobios va a existir un exceso de actividad reductora (H2)
que es eliminada mediante diferentes procesos, uno de ellos es la formacién de CHs4, de hecho la
sintesis de metano actua como un sumidero bioldgico para dicha actividad. La relacion entre la
generacion de actividad reductora y emision de CH4 ha sido descrita fehacientemente en bibliografia
(Morgavi et al., 2010; Moss, 2000).

En las diversas rutas metabolicas que suceden durante la fermentacién anaerobia, algunas van a
ser generadoras netas de H (i.e. la produccion de acético y butirico, asi como el crecimiento
microbiano utilizando aminoacidos como fuente de N), mientras que otras van a ser consumidoras de
Ha (i.e. produccién de propiénico, otros AGV o utilicen la urea como fuente mayoritaria; Morgavi et al.,
2010; Moss et al., 2002). Los sustratos potencialmente fermentables que alcanzan los compartimentos
de fermentacion post-gastricos (ciego o colon) son componentes fibrosos, componentes amilaceos o
proteicos indigestibles (Saengkerdsub et al., 2014; Van Soest, 1994) por ello, en dichos compartimento
va a instaurarse un tipo de fermentacién donde predomina la acetogénesis y con ella cabria esperar
una mayor produccién de actividad reductora (H2) y por tanto de la emisiéon de metano. No obstante,

las condiciones de fermentacion que se producen en dicho compartimento (i.e. elevados ritmos de
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transito, pH y presion osmética, competencia por sustrato “con acetogénicas y sulfato reductoras”)
pueden limitar el crecimiento de los organismos metanogénicos (Moss et al., 2000; Nakamura, 2010;
Sahakian et al., 2010) y adquirir especial relevancia otros procesos metabdlicos que también pueden
actuar como sumideros alternativos de la actividad reductora generada (i.e. acetogénesis, bacterias

reductoras de sulfato o de Fe3*, etc.).

De hecho estas condiciones de fermentacion marcan también una predominancia (en relacién al
rumen) de los procesos de sintesis de CHs4 derivado de las especies acetoclasticas, es decir
variaciones en la produccion de metano en colon pueden derivar de variaciones en los titulos o

actividad de las bacterias acetoclasticas (Carter y Barr, 2013).

En este sentido Belenguer et al. (2011) demostraron la estrecha relaciéon que existe entre las
condiciones de fermentacion y la produccion de CH4 en un fermentador colénico, el conejo, la emisidn
de CHs “in vivo® fue reducida y muy variable, mientras que el cultivo “in vitro”, alterando y
homogeneizando las condiciones de fermentacidn del quilo (ritmo de transito, pH, osmolaridad, etc.) la

produccidn de CH4 incremento de forma manifiesta y se redujo la variabilidad individual registrada.

Por otra parte, Jargensen et al. (2011) estudiaron la relacion entre actividad reductora residual
[H2] y la sintesis de metano en cerdos alimentados con diferentes cantidades de fibra, dichos autores
registraron una produccion significativa de actividad reductora (H2) a lo largo del tracto digestivo, dicha
actividad fue maxima a final del intestino delgado y estuvo inversamente relacionada con la generacion

de metano, cuya sintesis fue solo detectada en colon.

La sintesis de CH4 se produce en el tracto ceco-colonico (Jergensen et al., 2011) y este
compartimento tiene un desarrollo tardio, aunque dicho crecimiento estéd determinado por el tipo de
dieta y concretamente por la ingestién de fibra digestible (crecimiento atribuido generalmente a la
produccién de AGV, particularmente butirato y propionato que son principales fuentes de energia para
estos drganos y estimulan su crecimiento: Van Soest, 1994), por ello es cierto que existe una
tendencia a incrementar la emision de CHa4 con el peso-desarrollo del animal (Noblet y Goff 2001). No
obstante, es también cierto que con el peso vivo incrementa la ingestion de MS y cuando ambos
parametros se correlacionan, el efecto del desarrollo sobre los niveles de emision tiene escasa
relevancia (Christensen y Thorbek, 1987; Noblet y Shi, 1993). Por tanto, la emision registrada en
cerdas en lactacion es mayor que la registrada en cerdos al final del cebo, no obstante, cuando los
niveles de emision se expresan por unidad de MS ingerida o fibra, los valores de emision son similares
(Jergensen, 2007).
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En relacion al efecto del tipo de alimento sobre la produccion de CHa, citar que las raciones se
formulan en base a diferentes ingredientes, cereales (maiz, sorgo, cebada, trigo, avena, etc.),
subproductos y concentrados proteicos (harinas de extraccion, i.e. tortas de soja, colza, girasol,
algododn, etc.). Tras su ingestidn algunas fracciones de estos alimentos escapan a su digestion en el
intestino delgado y alcanzan al intestino grueso [= 50% polisacéridos no amilaceos (PNA) y almidon] y
por tanto son susceptibles de ser fermentadas por las bacterias simbi6ticas que lo colonizan (Bach
Knudsen, 2010). En la mayor parte de los casos, los PNA representan la fraccion principal de
carbohidratos que alcanzan el intestino grueso. El grado de degradacion de estas fracciones depende
de la composicion quimica, su solubilidad y grado de lignificacion, las fracciones mas solubles (beta-
glucanos, arabinoxilanos y pectinas) son fermentadas al final de ileo e inicio de intestino grueso,
mientras que las mas insolubles (celulosas y arabinoxilanos) lo hacen mas lentamente en la seccion
distal del colon (Bach Knudsen, 2010). La utilizacién de productos fibrosos mejora el bienestar de los
animales (mejor trénsito intestinal, reduce los procesos de ulceracion) (Jargensen, 2007), sin embargo,
el incremento del nivel de fibra esta asociado con la reduccién del contenido de energia metabolizable
disponible (Jargensen et al., 1996), dado que la emision de CHa4 representa perdidas irreversibles de
energia (Jargensen, 2007). Con la madurez del sistema digestivo (edad /peso) incrementa el grado de
digestion, la capacidad y habilidad de fermentar la fraccion de la fibra dietética (Jorgensen et al., 2011),
asociado al mayor tamafio del tracto digestivo y la mayor actividad enzimatica, no obstante, el grado de
digestion de los nutrientes siempre estara ligada a su procedencia botanica y al procesado de los
ingredientes (Martinez Puig, 2006). En este sentido los trabajos de Jargensen et al. (2011) confirman
la variabilidad que se registra en porcino en la capacidad de fermentar la fibra, pero también en la
produccién de CHs, que puede ser baja en ciertos animales independientemente de la cantidad y tipo
de fibra ingerida. En general, en porcino se estima que la produccién media de CH4 se sitla entre el 1-
2% de la energia digestible ingerida (ED) (Crutzen et al., 1986), emision que fluctia dependiendo de la
edad (y/o peso) de los animales, cantidad de alimento y tipo de fibra (Noblet y Shi, 1993); variando
dichas pérdidas entre el 0,1 - 1,3% en cerdos en crecimiento, 0,4 - 3,3% en cerdas no lactantes y 0,5%

en animales en lactacién (Jergensen, 2007).
2.1.2. Emision de amoniaco (NH;).

El amoniaco (NHs3) a temperatura ambiente es un gas incoloro de olor penetrante, su ion el
amonio (NH4*), es muy soluble y ambas formas se mantienen en el medio en un equilibrio dindmico,

dicho equilibrio dependera de diversos factores, entre otros resaltar: el pH (Hansen et al., 2007) y la
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temperatura (Saha et al, 2010). La transformacion a NHz (NHs* — NH3) y su volatilizacion

incrementara con la temperatura y el nivel de pH del medio (Calvet, 2007).

En los ecosistemas naturales y en aquellos intervenidos por el hombre (actividad antropogénica:
agricultura, ganaderia, industria, etc.) el N sufrird diferentes procesos y transformaciones a través de
diferentes ciclos bioldgicos que suceden de forma simultdnea o consecutiva. Podemos encontrar el N
bajo diversas formas; mayoritariamente como proteinas, aunque otras formas organicas e inorganicas
son también importantes. El N-amoniacal (NH4* < NH3) es un eslabén crucial en este ciclo, deriva
mayoritariamente de la degradacién, pero a su vez participara directa o indirectamente en la sintesis

de muchas de ellas.

La contribucién antropogénica a la emisiéon de amoniaco se situa alrededor de las 47 millones de
TM y de las cuales el sector agricola es responsable de un 94% (Steinfeld et al., 2006). A dicha
emision agricola, la ganaderia contribuye en un 64% (Steinfeld et al., 2006) y dentro de las especies
de abasto la emision derivada de la produccion porcina ascendia en afio 1997 al 6% de la emision
global (3,22 MT: Bouwman et al., 1997). En nuestro pais dicha proporcién se incrementa hasta el
17,4% en los datos correspondientes al 2012 (EEA, 2014). En la Figura 2.4 se presentan
esquematicamente los flujos de N y N-amoniacal en aquellos ciclos en los que se involucra la actividad
antropogénica y en dicha figura se puede apreciar la diversidad y complejidad de estos ciclos, en los
cuales el NH3 es répida y eficazmente movilizado, ya sea en procesos hidrolégicos o atmosféricos
(Hofman y Van Cleemput, 2004).

Dentro del complejo proceso que constituye los flujos y el reciclaje continuo del N a través de los
diferentes niveles tréficos, en la presente memoria nos centraremos en algunos aspectos especificos,
como son la emision de amoniaco derivada del proceso de produccion ganadera y de la gestion de

deyecciones haciendo especial hincapié en la ganaderia porcina.

Consideramos que los flujos de N se desarrollan en tres fases fundamentales: la suelo, biomasa y
aire (atmosfera); la direccién y relevancia de dichos flujos puede ser resumido segun el esquema

propuesto por Coma y Bonet, (2004).
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Figura 2.4. Ciclo del nitrdgeno a través de las diferentes fases y niveles troficos (Coma y Bonet, 2004).

En el suelo podemos distinguir un ciclo continuo de N, en el cual el N organico va a ser sometido
a diferentes procesos de transformacion; entre los que destacamos la mineralizacion, mediante la cual
el N orgénico es transformado a formas no organicas (i.e. NH4*), nitrificado (NOs) y captado
nuevamente por bacterias para ser inmovilizado nuevamente en compuestos organicos en un ciclo
continuo cuya intensidad variara con el tipo de suelo, su carga organica u otros factores mas variables

como son temperatura y la humedad (Hofman y Van Cleemput, 2004).

El N abandonara esta fase (suelo) a partir de su volatilizacién en forma de N amoniacal u otras
formas gaseosas o tras su transformacion a otros compuestos nitrogenados como son el N2, N2O, NO
y NO2 podran abandonaran dicha fase, mayoritariamente en forma de nitratos (NO3) por lixiviacion.
Estos compuestos nitrogenados seran vehiculados a través de los acuiferos (Coma y Bonet, 2004;
Figura 2.4).

La incorporacion del N en la biomasa se producira a partir de la absorcién de formas inorganicas
(NOs3) y ellos ocurre en la zona reticular de las plantas donde se sittian, en simbiosis, poblaciones
bacterianas capaces de fijar N inorganico en forma de sustancias organicas susceptibles de ingresar

en los diferentes ciclos tréficos de las plantas y del resto de la biosfera. Una vez finalizado su ciclo vital
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el N en los restos de plantas y animales, junto al de sus deyecciones reingresara en el suelo,

completando asi su ciclo edafologico.

Una parte del N atmosférico puede reingresar en el suelo cuando es arrastrado por las
precipitaciones (agua, nieve y niebla), este NH3 puede reaccionar con acidos (i.e. acido sulfdrico),
formando sulfatos (i.e. sulfato aménico) que finalmente son depositados en el suelo (Hofman y Van
Cleemput, 2004). Finalmente, el abonado constituye una importante contribucién antropogénica al N

del suelo.

Dentro de este ciclo, es importante sefialar que el intercambio entre la biomasa y la atmésfera se
realiza mayoritariamente en forma de NH3, que posee un doble origen, i) la degradacion microbiana del
N orgénico de los restos de las plantas y animales incluyendo sus deyecciones y ii) la degradacion

enzimatica de la urea urinaria y que constituira la fraccion mas importante (Figura 2.5).

e —_— rapido
Urea (Acido urico) —.p volatlllzaCIon NH3 @)
N organico - Ie"f‘,’
amonificacion \tnﬁcacnon N,

NO
NH4 s NH4 aq

—
desnitrificacion NZO o

Figura 2.5. Ciclo del nitrégeno: reacciones a corto plazo (Calvet, 2007).

En el primer origen, la fermentacion de la MO y especificamente las proteinas y los aminoacidos
que la constituyen produciran N-amoniacal, en dos formas (NH4y NH3) que podemos encontrar en el

medio en el siguiente equilibrio dindmico (Figura 2.6).

‘?’J NH3 + HO =" NH4+ OH | J

Figura 2.6. Equilibrio dindmico del nitrégeno en la fase acuosa (Calvet, 2007).

La primera forma, el NH3 es un compuesto muy volatil y es emitido rapidamente a la atmdsfera.
En el segundo el ion amonio soluble, puede ser, en determinadas condiciones sometido a un proceso
de Nitrificacion que finalizaria con la liberacion de N2 gas. Este proceso esta constituido por una serie

de reacciones que se resumen en la siguiente figura:
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Figura 2.7. Esquema de la transformacién y compuestos intermediarios que se producen durante el

proceso de Nitrificacion de amonio (Monteny et al., 2001).

Cualquier alteracién en este proceso, i.e. ausencia 0 exceso de ciertas poblaciones nitrificantes
(i.e. Nitrosomonas ssp, Nitrobacter ssp), un exceso de sustrato (NH4*, MO), asi como una limitacion en
el Oz disponible implicaran un proceso deficiente en la Nitrificacion del amonio con el correspondiente
incremento en la liberacion de N2O, cuyas consecuencia y caracteristicas seran analizadas en

capitulos posteriores.

En el segundo origen, donde el origen de NH3 procede de la degradacion enzimética de la urea
(mamiferos) y &cido Urico (aves), las enzimas responsables de dicha fermentaciéon son ureasas de
origen microbiano; bacterianas en su mayor parte (90%), pero también fungicas y protozoarias
(Aarnink y Verstegen, 2007). Estos grupos enzimaticos son ubicuos y actuaran a pH neutros (pH
6ptimo 7,4), con una baja actividad debajo de los 5-10°C y sobre los 60°C, aunque son capaces de

mantener elevados niveles de actividad a temperatura ambiente (Sommer et al., 2006).

NHy,——C—NHy

Urease} \

COp+ NH3

Urease-urea

H2O
Urease—C— NH2

Figura 2.8. Estructura y actividad bioquimica de las ureasas bacterianas (Laprotox, 2014).

En estas condiciones, la degradacion de la urea y la emision de NHs a la atmosfera son procesos
inmediatos y por ello este componente va a ser relevante cuando se trata de analizar el intercambio, en
nuestro caso pérdidas irreversibles de compuestos nitrogenados desde la biomasa a la atmésfera.
Considerando, el segundo origen, la emisién de NH3 como pérdidas irreversibles dentro del ciclo del N,
es importante conocer el lastre que dichas pérdidas implican sobre el ciclo tréfico del N, considerando
ademas que dicha impacto puede estar modificado por diversos factores, entre los mas relevantes
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destacar la especie animal; haciendo especial referencia a las diferencias existentes a nivel nutritivo
entre las especies de abasto (i.e. rumiantes y monogastricos), sistema de explotacion (intensivo vs

extensivo), alimentacion y la funcion fisiologica que consideremos.

En una especie monogastrica como el cerdo, en fase de crecimiento los animales fueron capaces
de retener y transformar el 48% del N ingerido, el 50% apareci6 en las excretas mientras que la
emision de NHs se situé entorno al 7-9% del N ingerido en funcién del nivel de proteina de la racion
(Dourmad et al., 1999). El promedio de excrecion para cerdas en gestacion se situé entorno al 85%, la
fraccion en deyecciones fue del 40% vy las pérdidas irreversibles en forma de NH3 fueron del 20% del N

consumido (Philippe et al., 2011a).

Va a existir una relacion negativa entre la eficiencia de incorporacion de N y las pérdidas
irreversibles de N, en forma de NH3; en la especie porcina las mayores eficiencias se han obtenido en
cerdas en lactacion y en lechones cerca del destete (European Commission, 2003). Estos datos junto

con las tasas registradas en otras especies de abasto se presentan esquematizados en la Tabla 2.5.

Con independencia de la eficacia con que las diferentes especies puedan utilizar el N de la racién,
durante el proceso de almacenamiento y gestion de las deyecciones la emision de NH3 puede también
variar, en funcién de una serie de factores entre ellos el tipo de manejo a que las deyecciones sean
sometidas. En este sentido, Van der Peet-Schwering et al. (1999) sugieren que la emision total de NH3
se distribuye de la siguiente forma, un 50% corresponderia a la emision registrada en los alojamientos
y durante el almacenamiento del purin (en fosa o balsa), mientras que una fraccion similar (50%) se
emitiria, de forma mas lenta, durante la aplicacion del purin al campo, y dicha fraccién de NH3 derivaria
mayoritariamente del N proteico que paulatinamente seria sometida a procesos de degradacion y
mineralizacién (Aarnink y Verstegen, 2007). Sin duda el reparto en los niveles de emisién debe de
estar determinado por factores tales como la climatologia y el tipo de suelo, tal como se deduciria del
trabajo de Botermans et al. (2010), quienes en climas mas frios (Suecia) y compartimentalizar la
emision en tres fracciones, obtuvieron que la emisién procedente de los alojamientos representé el
47% de la emision total, durante el almacenaje del purin se emitié un 25% vy la emision registrada
durante su aplicacién a los cultivos representé sélo una fraccion del 28% de la emisién total de NHa.
Desafortunadamente, los autores de la presente memoria no han podido encontrar datos en nuestro

pais referentes a la discriminacion de las emisiones de NH3 entre compartimentos.

En cualquier caso, en lo que se refiere a ganado porcino, parece probable que los niveles de

emision mas importantes se produciran durante el alojamiento de los animales, en lo que
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corresponderia a las superficies de contacto mas aireadas (excretas — superficies del alojamiento) y en

el purin almacenado en la fosa de deyecciones. En la tabla 2.6 se presentan esquematizados algunos

resultados correspondientes a emisiones registradas en los alojamientos y que podrian ser

representativos de la emision en dicha localizacion.

Tabla 2.5. Eficacia en la utilizacion del N ingerido en las diferentes especies de abasto.

(%) N

Especie Estado fisioldgico . Fuente
retenido
Porcino  Lechones (0-8 kgPV) 26,4 Dourmad et al. (1999)
Lechones (7-12 kgPV) 59,5 ADAS (2007)
Lechones (12-30 kgPV) 441 ADAS (2007)
Lechones (8-28 kgPV) 40-50 Dourmad et al. (1999)
Crecimiento (30-65 kgPV) 34,7 ADAS (2007)
Acabado (65-100 kgPV) 29,2 ADAS (2007)
Engorde hasta 108 kgPV 33-34,5  ADAS (2007); Dourmad et al. (1999);
European Commission (2003)
Crecimiento (40-80 kgPV), Italia 384 European Commission (2003)
Engorde (81-120 kgPV), Italia 34 European Commission (2003)
Acabado (121-160 kgPV), Italia 33,6 European Commission (2003)
Cerdas (90-130 kgPV) 21,5 ADAS (2007)
Cerdas adultas (235-240 kgPV) 10-16 Le Goff et al. (2002)
Secas + gestantes 20,7 Dourmad et al. (1999)
Cerdas lactantes (23 lechones/afio) 22,9 ADAS (2007)
Cerdas lactantes 20-41 Dourmad et al. (1999); Kornegay y
Harper (1997)
Cerdas gestantes 35-45 Kornegay y Harper (1997)
Bovinos  Vacas (produccion leche) 23-40 ADAS (2007); Steinfeld et al. (2006)
Vaca (produccion de carne) 5 Steinfeld et al. (2006)
Novilla: remplazo lechero (49-310 kgPV) 12,7 ADAS (2007)
Novilla: remplazo lechero (310-580 kgPV) 5,3 ADAS (2007)
Toros Holstein: cereal (90-480 kgPV) 14,2 ADAS (2007)
Toros Holstein: silo maiz (90-490 kgPV) 8,6 ADAS (2007)
Toros Holstein: silo hierva (90-500 kgPV) 9,3 ADAS (2007)
Caprino  Cabras (produccion de 600 kg leche) 14,5 ADAS (2007)
Ovino Corderos engorde (35-50 kgPV) 45,6 ADAS (2007)
Corderos engorde (35-60 kgPV) 53 ADAS (2007)
Avicola  Gallinas en jaula (310 huevos/afio) 28,4 ADAS (2007)
Gallinas camperas (290 huevos/afio) 32 ADAS (2007)
Pollos de engorde 32-40 European  Commission  (2003);
Calvet (2007)
Patos de engorde 29,6 ADAS (2007)
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Tabla 2.6. Niveles de emision de NHj; registradas en diferentes especies y tipos de alojamientos

expresados en g NH3 por plaza y afio (Calvet, 2007).

Emision (g/plazal/afo)

Especie Fase fisiolégica Estiéreol Purin

Cebo 600 — 950 450 - 960

Porcino Cerdas 360 - 1900 310-2.140
Lechones - 170 - 340
Lechero 600 — 1500 200 - 3.600

Bovinos No lechero 200 -800 500-900
Ternero 200 - 400 500 -900
En jaula 10-30

Gallinas ponedoras En suelo 50-130
Secado cintas 270

Pollos Sobre suelo 20-60

Pavos Sobre suelo 550

Patos Sobre suelo 40

Conejos Cebo en jaulas 150
Madres en jaulas 600

Considerando las condiciones necesarias para que se produzca el NHs, bien por la degradacion
enzimética de la urea (0 &cido Urico) urinaria o por la degradaciéon microbiana mas lenta del N
organico, aquellos parametros que activen dichos procesos van a incrementar los niveles de amoniaco
libre en el purin y por tanto su emisién (Saha et al., 2010) y al contrario. Se ha demostrado que
incrementos en los niveles de aireacion, elevadas concentraciones de urea o tasas N/C en el medio y
la densidad microbiana van a incrementar los niveles de emision, mientras que aquellos que los
ralenticen como pueden ser la anaerobiosis, acidificacion del medio, bajas temperaturas o la
minimizacion de las superficie de contacto van a reducirlas (Botermans et al., 2010; MARM, 2010a;
Van der Peet-Schwering et al., 1999).

Finalmente sefialar que la continuidad de la emision de NH3 en purin tras su aplicacion al suelo,
estad determinada también por una serie de factores ambientales relacionados con la naturaleza del
suelo (pH, textura superficial, caracteristicas del perfil y aireacion) y de las condiciones climaticas
(niveles de precipitacion y temperatura) (Botermans et al., 2010). Algunas actividades humanas como
la fertilizacion y el tipo de fertilizante nitrogenado, cantidad, tiempo y forma de aplicacién afectaran a
los niveles de emision de NHs (Botermans et al., 2010; Hofman y Van Cleemput, 2004; Steinfeld et al.,
2006). Otros factores colaterales pero dependientes también de la actividad humana, como la gestién
de residuos de la cosecha, laboreo, compactacion, drenaje, irrigacion del suelo asi como sus cambios

de uso y la carga ganadera alteraran los niveles de emisién (Hofman y Van Cleemput, 2004).
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2.1.3. Emisioén de oxido nitroso (N20).

En contraste con la produccion de CH4 0 NH3 la emision (N20) entérica y procedente de la gestion
de las deyecciones tiene una menor relevancia. Su sintesis no es directa, el N2O puede ser generado a
partir de diversos compuestos o dicho de otra forma es un intermediario obligado en los procesos
Nitrificacion y Desnitrificacion. El origen del N que constituye en N2O procede, mayoritariamente, de la
urea y el &cido urico degradados previamente a amonio (NH4*) (Botermans et al., 2010; Monteny et al.,
2001), no obstante, otras fuentes de N rapidamente degradables pueden participar en su origen

(fertilizantes sintéticos, estiércoles [orina + heces]).

El N2O posee un elevado indice de radiatividad (Solomon et al., 2007), esto es 298 veces la del
CO2 y a su toxicidad contribuye al efecto destructivo de la capa de ozono (IPPC, 2006; Olivier et al.,
1998; Philippe et al., 2007a; Smith et al., 2010). Recientemente, su concentracion en la atmésfera ha
incrementado exponencialmente y actualmente supera en el aire las 320 ppb, con una tasa de
incremento lineal de 0,7 ppb/afio, lo que corresponde a una carga de N en la atmésfera de 1.534 Tg de

N (Tg =10'2g), y una larga vida (114 afios) media en la atmésfera (Smith et al., 2010).

En términos globales la produccion de N2O es de 17,7 TM, de ellas se emiten de forma natural
9,6; 8,1 TM se originan por la actividad antropogénica, contribuyendo en 6,2 TM la ganaderia (Kroeze
et al., 1999). Es cierto que la produccion de N2O es muy inferior a la de metano, sin embargo, su
superior actividad radiativa hace que en términos de equivalentes de CO; (Eq. CO,) el impacto del N2O

pueda acercarse al 50% del impacto tedrico descrito para el CH4 (IPPC, 2006).

La emision de N2O se ha diferenciado convencionalmente segun su origen, se considera emision
directa aquella originada a partir de sistemas de almacenamiento de estiércol/purin o la fertilizaciéon de
cultivos y prados. El origen indirecto de dicha emision derivaria de la desgasificacion del N2O disuelto
en acuiferos y aguas superficiales, y que es procedente del nitrato lixiviado hacia aguas subterraneas
(Bouwman et al., 2010). EI N2O se produce por deficiencias en el proceso combinado y simultdneo de
Nitrificacion-Desnitrificacion (N-y-D), por el cual el N-amoniacal se transforma a N2 y que figura
esquematizado en la Figura 2.9. Sefialar que el N2O es un intermediario obligado de dicho proceso y

cuyo exceso implica, l6gicamente, su emision.
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NO, —» NO —» N,0 = N,

A
x

Nitrification N,0 + NO NOy Denitrification

f

NHs —> NH,0H —» NO,

Figura 2.9. Proceso de Nitrificacidn y Desnitrificacion (Hofman y Van Cleemput, 2004).

La N-y-D es un proceso heterétrofo que precisa y funciona a partir de diversos sustratos
organicos y en cuya segunda fase — la Desnitrificacion — puede realizarse a partir de dos vias, la de-
nitrificacion biologica y la quimio-de-nitrificacion. El proceso de de-nitrificacion bioldgica se refiere a la
reduccion bioquimica de NO3—No2. En este proceso intervienen varios agentes biologicos de diferente
naturaleza (i.e. bacterias, hongos). El proceso de quimio-de-nitrificacion se refiere a un proceso similar,
pero sin la intervencién de agentes biologicos (Baggs y Philippot, 2010; Hofman y Van Cleemput,
2004).

En presencia de O, el amonio es transformado por ciertas bacterias nitrificantes (i.e. Nitrosomas
spp.; Nitrobacter spp.) a nitrato (NO3’) y posteriormente desnitrificado (en este caso en ausencia de
oxigeno), hasta la liberacion final de N2 (Figura 2,7: Monteny et al., 2001). Citar que en condiciones
Optimas para el proceso (N-y-D), la produccion de N2O es minima, pero la concentracién de dicho
intermediario incrementa y por tanto lo hace su emision cuando coinciden ciertos factores que lo

alteran o distorsionan.

En condiciones alcalinas, el NH3 generado (y en exceso) inhibe el crecimiento de las bacterias
nitrificantes (i.e. Nitrobacter: Hofman y Van Cleemput, 2004), el nitrito se acumula y se incrementa la
produccién de N2O. Tasas bajas de C/N contribuyen a entorpecer el proceso de Nitrificacion y
participan en el incremento de la emisién de N2O (Botermans et al., 2010). Otros factores colaterales
pueden incrementar también la emisién de N2O, como son la concentracion de oxigeno, la tasa
nitrito/nitrato y la presencia de elevadas concentraciones de MO facilmente oxidable (Botermans et al.,
2010; Firestone y Davidson, 1989, Monteny et al., 2001). Por todo ello la produccion de N20O, es muy

variable y ligada a una amplia diversidad de factores.

Citar la existencia de una via alternativa de sintesis del N2O mencionada, la transformacién
directa de NH3 gas a N2O, que se produciria a nivel de la estratosfera (NHz + O — NH2 + OH; NH3 +
OH — NH2 + H20; NH2+#NO; — N20 + H20; 2NH3 + 202 — N20 + 3H20; NH2 + HO2 — NH3 + Oz
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Dentener y Crutzen, 1994; Gang, 2002) (NH3 + O2 — NO + H20; NH3 + NO2 — N2O + H20: Sharma et
al., 2011) por las especiales condiciones de esta zona. Los datos publicados al respecto son variables
y en ningun caso podemos considerar que sea la contribucion mayoritaria a la emision de N20 (10%;
Dentener y Crutzen, 1994). No obstante y en el contexto de la presente memoria esta fraccién

adquiriria especial relevancia.

Las emision de N a partir de los purines en forma de N2O fue cuantificada por Kroeze (1998), y se
situaron en torno al 0,1% del N total en purines liquidos mientras que alcanzaron el 2% (con un rango
de variacion entre 0,5 - 3%) en el estiércol sélido. Las bajas tasas de produccion en los purines
liquidos estaria relacionados con la elevada anaerobiosis y un escaso potencial de Nitrificacion
(Monteny et al., 2001). En relacién a la emision de N2O, existen escasos trabajos donde se analice el
impacto de los parametros productivos (i.e. manipulacion de la racion, almacenaje de purin en la fosa)
utilizados en la ganaderia sobre la emision de N2O (Cardenas et al., 2007), y los que existen se
centran en lo que se considera el factor mas relevante, la aplicacion al suelo de estiércoles de ganado
bovino sometidos a diferentes estrategias nutritivas (Arriaga et al., 2010). Meta-analisis (European
Commission, 2003) en los que se ha pretendido determinar los niveles de emision, estos se han
mostrado muy amplios (0,055 a 9,4 g N2O/an/dia) y variables en relacion a las caracteristicas de
alojamiento (emparrillado total: 0,055 a 0,41; emparrillado parcial: 1,62 a 9,4 y sin emparrillar y/o con

cama o yacija: 0,14 a 6,57 g an/dia).

En el siguiente apartado se analizaran el impacto del manejo y factores ambientales (i.e.
alojamiento) sobre la emision de N20, pero también para la emision del resto de gases objeto del

presente estudio.

2.2. Emision de amoniaco y gases con efecto invernadero (GEI) en ganado porcino: factores

modificantes.

La capacidad de control sobre los procesos que dan originen a los GEl es limitada, son moléculas
que participan y se originan en el propio metabolismo del animal [European Commission (2003)] 6
durante la fermentacion de los purines o en procesos microbioldgicos mas complejos que ocurren tras
la aplicacion de las deyecciones al suelo (N20). Por tanto, las posibilidades de intervenir en su proceso
de produccién y en su emisién son limitadas. En el caso del NH3 y atendiendo a su génesis (Apartado
2.1.2) existe una mayor capacidad de control sobre sus niveles de emision, a nivel de manejo e

instalaciones, a lo largo de la cadena de produccion (MARM, 2010a).
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Los factores que pueden alterar los niveles de emision se resumen a continuacion (European
Commission, 2003):

Tipo y estrategias en alimentacion,

T o

Disefio de las instalaciones de estabulacion y sistema de recoleccion del purin,

o

Ventilacién de los alojamientos, frecuencia e intensidad,

Q

Temperatura ambiental, calefaccion,
Tipo y gestién de los purines,

f.  Aplicacion de los purines.

2.2.1. Tipo y estrategias en alimentacion.

La composicion del alimento y la gestion de la alimentacién son aspectos cruciales para mejorar
el rendimiento productivo, pero a su vez repercuten sobre la produccion cuantitativa y cualitativa de las
deyecciones y el purin, y por tanto, sobre las emisiones a la atmésfera, suelo y agua (European
Commission, 2003).

2.2.1.1. Proteina: Composicién cualitativa y cuantitativa.

Manejar alternativas que permitan optimizar necesidades y aportes de PB / AA de acuerdo al
estado fisiolégico y al potencial de crecimiento animal permite, no eliminar, pero si minimizar la
excrecion de metabolitos y la emision de gases toxicos y/o nocivos (Henry y Dourmad, 1993; Rotz,
2004). Ello puede ser asi combinando fuentes de proteina y AA sintéticos que permitan mejorar el perfil
de aminoacidos esenciales y el valor biolégico de la proteina (Dourmad y Séve, 1997), incrementando
la digestibilidad de los nutrientes mediante la implementacion de las raciones con aditivos adecuados
(i.e. acidos organicos, enzimas microbianas: fitasas, carbohidrasas y proteasas; Ferket et al., 2002) o
reduciendo ciertos compuestos que puedan incrementan las pérdidas endogenas de compuestos

nitrogenados (Aarnink y Verstegen, 2007).

Por otra parte, el estudio de la relacion entre los diferentes componentes dietéticos y la emision
de GEI y NH3; debe ser considerado de forma global, dado que a nivel metabdlico van a existir
importantes relaciones entre los metabolitos responsables de las emisiones de los diferentes gases
(European Commission, 2003), asi la reduccién de los niveles de PB de la racién mediante la
suplementacion con AA esenciales permite mantener el ritmo de crecimiento de los animales, pero se
reduce la concentracion de urea urinaria (Clark et al., 2005), la excrecion de N y emision de NH3 (Canh
et al., 1998a). Si esta estrategia se combina ademéas con la inclusién de carbohidratos fermentable
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para desplazar el N urinario a heces, la reduccion en la emision de NH3 podria alcanzar niveles del
70% (Aarnink y Verstegen, 2007) y también se reduciria de forma colateral la emision de N2O al reducir
la concentracion de NHz en las deyecciones (Botermans et al., 2010). Aunque es necesario sefialar
que en estas condiciones se ha registrado un incremento significativo en la emision de metano, tanto
en cerdos en cebo como cerdas adultas y en lactacion (Jarret et al., 2012; Le Goff et al., 2002, Medina
et al., 2013). Constancia del impacto positivo en la emision de NHz inducido por la reduccion en el nivel
de PB de la racién la podemos encontrar en el trabajo de Le et al. (2009), quien al reducir el contenido
de PB (del 15 al 12%) manteniendo el equilibrio de AA no modific la emision de GEI (CHs, COz y
N20), pero redujo los niveles de pH (0,51 unidades) de las deyecciones, la concentracion de N y N-
NH3 (23,6 y 27,4%, respectivamente) y consecuentemente la emision de NH3 (28,6%). Niveles
similares (61% de reduccion en la emisién de NH3) fueron registrados por Montalvo et al. (2013), al

aplicar reducciones en el contenido de PB en dietas de lechones, del 19,7 al 16,6%.
2.2.1.2. Hidratos de carbono estructurales o no amilaceos: Utilizacion de fibra.

Las dietas utilizadas en porcino van a estar formuladas en base a cereales, como fuente principal
de energia (i.e. maiz, trigo, cebada, etc.), pero también se utilizaran otros ingredientes, subproductos
de cereales (fracciones de molienda, residuos de la industria de biocombustibles y alcoholes),
sustitutos de cereales (i.e. yuca), legumbres (guisantes, habas, altramuz, etc.) y concentrados

proteicos (harinas o tortas de soja, colza, girasol y algodon) (Jargensen et al., 2011).

Con la creciente demanda de alimentos para el consumo humano (i.e. cereales, legumbres,
concentrados proteicos, etc.) se ha incrementado su precio y por tanto se ha limitado su uso para la
formulacion de alimentos para el ganado. Este hecho ha implicado ademas un incremento en la
disponibilidad de subproductos de un elevado valor nutritivo, mas ricos en fibra (Serena et al., 2007).
Por ello una de las estrategias que ha permitido mantener o reducir el precio de las raciones ha sido la
sustitucion del cereal por otras fuentes de alimentos como los subproductos de origen diverso, cuya
inclusion va a implicar cambios en la composicion bromatolégica del alimento, entre esos cambios uno

de los mas relevantes es el incremento en el contenido de hidratos de carbono estructurales o fibra.

El incremento en el aporte de fibra en general, y fibra fermentable en particular, va a implicar
muchas ventajas a nivel digestivo; incrementa la fermentacién colénica, mejora el desarrollo y la
maduracion de la mucosa y disminuye la patogéneidad digestiva de muchas especies (Martinez et al.,
2004; Jorgensen et al., 2011). No obstante, la inclusion de fibra posee algunos inconvenientes

importantes, al incrementar el contenido de fibra se diluye la concentracion energética de la racion y su

35



Il. Revision bibliogréfica

eficiencia de utilizacién (Jargensen et al., 2011) y con ello incrementa el indice de conversion (Lekule
et al., 1990). Por ofra parte, los carbohidratos estructurales no son digeridos enziméaticamente y son
fermentados en el colon, ello implica que son utilizados por las bacterias para producir AGV y CHy
(Bedford, 1995). Por tanto la ingestion de fibra fermentable (FND: Van Soest, 1994) va a implicar un
incremento en la produccién de CH4 con una pérdida irreversible de carbono, eficacia digestiva y un
incremento en la emision de CHs. La incorporacion de fibra poco fermentable no muestra un
incremento relevante en la emision entérica de GEI, pero si representa un sustrato potencialmente
fermentable para su ulterior fermentacion de componentes en el purin/estiércol, con el riesgo de
produccién de CHs4 durante el almacenamiento o su posterior aplicacion al campo (Aarnink y
Verstegen, 2007).

La presencia de fibra fermentable incrementa la actividad fermentativa a nivel de intestino grueso
(Bedford, 1995) y ello implica un incremento en la sintesis/produccion microbiana y una utilizacién del
N-NP por parte de la flora. Con ello se reduciré la concentracion de N-NH3 en el tracto ceco-colonico e
incrementara el gradiente de concentraciones con el plasma (Forsysrhe et al, 1985: citado por
Belenguer et al., 2005). Estas modificaciones implican una recanalizacién de urea plasmatica al colon y
con ello, parte del N que seria excretado en la orina, rapidamente transformado a NH3 y volatilizado es
transportado al tracto ciego-colénico donde es incorporado a la proteina microbiana y proteina fecal
(Hansen et al., 2007; Jarret et al., 2010). Excepto en el caso de los lagomorfos (i.e. donde existe un
reciclaje de N a través de la cecotrofia), los animales monogastricos no podran utilizar esta fuente de
proteina que sera excretada en las heces, no obstante, esta forma de N es mas estable que la urea

urinaria en relacion a la emision potencial de NHsz (Canh et al., 1997, 1998a; Clark et al., 2005).

En este sentido, Bakker (1996) al sustituir el almidén de la dieta por diferentes tipos de fibra
fermentable demostré una reduccion en la excrecién de N urinario y un incremento, del mismo orden,
en la excrecion de N fecal. Kreuzer y Machmiuiller (1993) cuantificaron dicha relacién, al incrementar los
niveles dietéticos de fibra (del 14 al 31%) la reduccién del N urinario fue del 20 y el 28% del N ingerido.

Estando dicha correlacion relacionada con el tipo o la naturaleza de fibra (FND: Canh et al., 1998b).

En trabajo realizados “in vitro” se demostrd que al incrementar el nivel de hidratos de carbono no
estructurales (fibra) se redujo el pH (0,12 unidades) e incrementé la produccion de AGV fecales (0,43 y
0,51 g/kg fibra), disminuyendo asi la emision de NH3 del purin (5,4 g/100 g fibra). Asi por cada unidad
porcentual de almidén de maiz sustituido por diferentes sustratos: torta de coco, cascarilla de soja y
pulpa de remolacha seca, la emision de NHs del purin se redujo un 0,35, 0,51 y 0,36%,
respectivamente (Canh et al. 1998d). Montalvo et al. (2013) al utilizar como fuente de fibra pulpa de
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remolacha, combinada con diferentes aportes de PB y la administracién de un acidificante (acido
benzoico) confirmo los resultados publicados por Canh et al. (1998bc) en relacion a las reducciones en
la emision de NHs, pero registrd un aumento significativo en las pérdidas irreversibles C en forma de

CHa. Dicho autor no pudo observar ningun efecto sobre la emision de N2O.

La emision de CH4 va a estar también correlacionada con la ingestion de fibra como se desprende
de los resultados publicados por Jensen y Jargensen (1994), quienes al alimentar cerdos al final del
cebo con dos niveles de fibra (i.e. guisante y pectinas para alta fibra) obtuvieron una relacion positiva
entre los niveles de fibra y la emision de CHs4, que fue de 0,9 - 1,8 y 8,1 a 16,2 L/dia en CHs,

respectivamente, para los niveles bajo y alto de fibra.
2.2.1.3. Utilizacién de acidificantes o aceites en alimento y/o purin.

La utilizacion de acidos organicos en el pienso incrementa la acidez de la digesta (quimo) y ello
mejora la actividad proteolitica a nivel gastrico y la digestibilidad de la PB y AA (Hartog y Sijtsma,
2007), ello permitiria una mejora en la utilizacién de la proteina y consiguientemente una menor
excrecion de N en las heces. No obstante, si el incremento en la absorcién de N se produjese por
encima de las necesidades del animal, ello se traduciria en un incremento en la excrecion urinaria del
excedente de proteina en forma de urea y con ello en un incremento en la emision de N. Es dificil
suponer que la acidificacion de la digesta pudiese tener un impacto directo sobre el pH urinario, dada
la elevada capacidad metabdlica del animal para tamponar estas variaciones. En cualquier caso en la
literatura existente podemos encontrar resultados en los que se sugiere una hipotética correlacion
entre la administracién de acidificantes, acidificacion del pH urinario y una menor emision de NH3
(Canh et al., 1998) al prevalecer en condiciones acidas la forma idnica (NH4*), menos soluble, del N-

amoniacal (Aarnink et al., 1998).

Una estrategia diferente consiste en la acidificacion del purin mediante la utilizaciéon de acidos
organicos (i.e. acido lactico), ello permite reducir los niveles de pH de la fosa (pH = 4,5) y con ello se
favorece la prevalencia de la forma iénica (NH4*) y se reduce la emisién de NHs. La acidificacion puede
también reducir la emisiéon de CHs en la medida que el pH del purin pueda afectar, reduciendo la

actividad del consorcio microbiano metanogénico (Berg y Hornig, 1997).

Entre otras técnicas, el utilizar aceite de colza en la superficie del purin (de lechones alojados en
piso emparrillado) ha mostrado excelentes resultados, reduciendo en 50% las emisiones de NH3 y
olores, sin embargo, la capa de aceite se desintegra y después de 25 dias las emisiones de NH3
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incrementan. Por otra parte, las emisiones de metano aumentan en un 60% al aumentar la situacién de

anaerobiosis y degradarse el aceite (Pahl et al., 2002).

2.2.1.4. Alimentacion en fases.

Durante el cebo las necesidades cambian de forma continua con el crecimiento del animal; y
mediante la alimentacion en fases se pretende un mejor ajuste entre las necesidades y el aporte
cualitativo y cuantitativo de nutrientes. Ajustando el aporte y balance de AA de la dieta (combinacion
de fuentes de proteina o sustituyendo la proteina por la inclusion de AA libres) permite cubrir las
necesidades con una mayor precision y con ello reducir el desperdicio de N en las deyecciones y la
consiguiente emision directa de NH3 y -tedricamente- la emision potencial de N.O derivados de un

exceso de amonio en el purin (Dourmad y Jondreville, 2007).

Ensayos experimentales en los que se compararon los niveles de excrecion de N en las
deyecciones (orina + heces) cuando cerdos en cebo (de los 25 a los 115 kg) eran alimentados en una
fase Unica frente a una alimentacién en dos y tres fases (Van Kempen y Van Heugten, 2001)
describieron un reduccién en la excrecién de N que vario en 9y 16%, respectivamente. Reequilibrando
semanalmente los aportes, la reduccidn en el desperdicio de N alcanzé valores del 50% (Dourmad y
Jondreville, 2007). Desafortunadamente los autores de la presente memoria no hemos podido

encontrar datos que relacionen la alimentacion en fases con la emisién gaseosa de CH4 0 N2O.

2.2.1.5. Alimentacién separada: Sexo.

Con la misma filosofia del apartado anterior es necesario desarrollar técnicas en alimentacion que
permitan minimizar la excrecion de N, ajustando aportes y disponibilidad de AA en el pienso a las
necesidades de los animales, ademas de ajustarlos a la etapa/potencial de crecimiento; se ha
propuesto dicha técnica también para otros factores, entre ellos el sexo y el estado fisiologico (Hartog y
Sitsma, 2007). La alimentaciéon por sexos pretende considerar las diferencias entre el sexo (i.e.
machos, hembras y castrados) y sus interacciones con las diferentes funciones fisioldgicas (i.e.
crecimiento y mantenimiento). En general, los animales castrados muestran una mayor capacidad de
ingestion y menor ganancia de tejido magro, mientras que las hembras muestran menores
necesidades de proteina y AA que los machos (Ferket et al., 2002; Hartog y Sijtsma, 2007). Considerar

estas diferencias permitiria optimizar la utilizacion de proteina y minimizar el desperdicié/emision de N.
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2.2.2. Reduccion en la emision de GEl y NH:: Alojamientos.

Ciertos factores relacionados con el tipo de alojamiento (i.e. temperatura interior y exterior,
aireacion, tipo de cama y material), asi como otros relacionados con la gestion de las deyecciones
(almacenamiento, tratamiento, aireacion, pH, temperatura y area de superficie) van a tener una clara
influencia sobre la formacién, concentracion y volatilizacion-emision de gases en los alojamientos. Los

factores mas importantes se detallan y describen a continuacion:
2.2.2.1. Tipo de suelo del alojamiento.

En los alojamientos mas comunes la fosa de deyecciones esta aislada del alojamiento mediante
un suelo emparrillado que sustenta al animal y que permite el paso a las deyecciones, la zona de
emparrillado varia desde un emparrillado total a diferentes fracciones del suelo del alojamiento. En
suelo compacto o en yacija, animal y deyecciones comparten el mismo espacio fisico y es comun
utilizar diferentes tipos de materiales como cama. En el sistema de engorde convencional se emplean
generalmente suelos total o parcialmente emparrillados, mientras que en el caso de de cerdas
gestantes o en lactaciéon son mas comunes los suelos compactos o yacija con diferentes tipos de

cama.

El analisis del efecto del tipo de suelo sobre la emision gaseosa nos muestra que cuando los
animales estan sobre suelos emparrillados los niveles de emision de NH3; son menores y dicha
reduccién en la emision incrementa al hacerlo la superficie del emparrillado. Aarnink et al. (1996)
demostré que los niveles de emision de NH3 se reducian hasta un 10% cuando, en las mismas
condiciones experimentales, se comparaban las emisiones registradas con suelos emparrillados [25%
de la superficie del alojamiento] frente a suelos compactos o en yacija. Y que dicha reduccion

alcanzaba niveles del 50% cuando el suelo del alojamiento era totalmente emparrillado.

En el mismo sentido Philippe et al. (2007a) comparé los niveles de emision en cubiculos con dos
tipos de suelo; totalmente emparrillados y suelos compactos o en yacija a los que se afadia
diariamente paja. Las raciones fueron idénticas y el estudio se realizd durante la totalidad del cebo
(entre 20 y los 115 kg PV). Efectivamente, los niveles de emision de NHs registrados en los suelos
compactos (Yacija + paja) fueron superiores a los registrados con los suelos emparrillados (4,98 s.e.
0,85 vs 13,31 s.e. 3,45 g an/dia), no se detectd ningun efecto sobre las emisiones de N20O, pero las
emisiones de CHs mostraron el signo contrario y el emparrillado incremento sus niveles de emision

(15,2 s.e. 2,58 vs 8,88 s.e. 1,23 g an/dia). Citar que los valores de emision (de NHs y CHa), fueron en
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el caso de los suelos compactos mas elevados que los estandares de referencia citados por European

Commission (European Commission, 2003).

El emparrillado permite la separacion fisica del animal y que las deyecciones se acumulen en la
fosa. Este sistema permite mantener mas limpio al animal y al mismo tiempo reducir la superficie de
contacto y con ello la aireacion del purin (MARM, 2010a). Esta podria ser la causa de la reduccién de
NHs en la emisidn del purin. No obstante, las ventajas relativas del emparrillado en relacién a la
emision de NHz no son tan claras en relacion a la emisién de CHs o N2O. En el primer caso todos
aquellos factores que incrementen la situaciones de anaerobiosis van a propiciar la emisién de CH4 y
ello ocurre cuando, se reduce la superficie de emparrillado y/o superficie de almacenamiento del purin,
la hidratacion del mismo o la utilizacién de peliculas (i.e. aceites) que favorezcan esta situacion
(Ahldrimm y Breford, 1998; MARM, 2010a; Pahl et al., 2002). Dada la heterogeneidad de los factores
modificantes de la emision de N2O es dificil predecir la direccién en que los factores citados alteran los

niveles de emision de N2O.

2.2.2.2. Tipo y material de la cama.

El material utilizado como cama en los suelos compactos pero también aquellos parcialmente
emparrillados pueden alterar los niveles de emision gaseosas debido a diversas razones, (i) el animal
ingiere parte de este material, (ii) modifica las condiciones fisicas (i.e. superficie, volumen, humedad,
etc.) y (iii) altera las caracteristicas quimicas purin (Blanes-Vidal et al., 2008). El efecto del tipo de
cama sobre los niveles de emision fue analizado por Blanes-Vidal et al. (2008) quienes utilizaron dos
tipos de materiales: paja de trigo y ensilado de maiz, ambos materiales incrementaron la emision de
NH3 (32%) y redujeron de forma paralela la de CH4 (44,26%), y ello fue asi porque en ambos casos se
incrementé la superficie de contacto e hipotéticamente la aireacién de las deyecciones y con ello se
incrementaron los ritmos de formacion de NH3 a partir de la urea y su volatilizacion. En el caso del CHs
se incrementé la relacion superficie-volumen, hubo una pérdida neta de anaerobiosis y por ello se
redujo sus niveles de emision (Blanes-Vidal et al., 2008). El tratamiento experimental no alter6 la
concentracion de N2O. Por otra parte, las variaciones registradas entre sustratos no fueron
homogéneas y en aquellos animales que se utilizé ensilado de maiz como material de cama emitieron
mas GEI (Eq. CO>) que los que utilizaron paja (entre un 33 a 44%), sin embargo, a nivel de laboratorio

la emision de N2O de la paja (68 mg/h/m2) fue superior al emitido por el ensilado (0,01 mg/h/m2).

Al utilizar dos sustratos altamente lignificados (i.e. serrin y paja) el tipo de sustrato también alterd

los niveles de emision. Los animales que dispusieron de serrin como material de cama emitieron la
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misma cantidad de NH3 (12,16 vs 13,61 g an/dia), pero redujeron la emision de CH4 (4,96 vs 7,39 g
an/dia). Los niveles de emision de N2O incrementaron con la utilizacién de paja (2,09 vs 0,03 g an/dia).
Citar que los niveles de emision siguieron un ritmo circadiano y fueron inferiores en las fase nocturna

que en la diurna durante los periodos de coleccion (Nicks et al., 2003).
2.2.2.3. Disefio del alojamiento y del sistema de recogida del purin.

La gestion que se realice de las deyecciones asociadas al almacenamiento, tratamiento y
recogida afectaran su estructura y composicion, y por tanto influiran en los niveles de emisién, actuales
(durante el almacenamiento) y posteriormente durante su aplicacion al suelo (European Commission,
2003). En principio, las emisiones de NH3 seran menores cuanto menor sea la superficie de la fosa
interior y ello es asi al reducir la superficie de intercambio y de aireacion (MARM, 2010a). Este efecto
es también notable sobre la emisién de CH4, pero en este caso al reducir la zona de emparrillado, la
coleccion y acumulacién de excretas y la anaerobiosis incrementaria, y con ello la emisién de dicho
gas; pero en las deyecciones depositadas y almacenadas en la zona compacta - mas aireada - se
deberia dar el proceso contrario, con el cual el balance final seria incierto (Ahlgrimm y Breford, 1998).

El impacto que pueda tener el disefio sobre la emision de N2O es también incierto.

Ademas del disefio de los suelos (compacto vs emparrillado) otros parametros o caracteristicas
del disefio podran modificar los niveles de emisién en la medida que alteren factores [como las
temperatura de la nave, la densidad animal o la disposicién del mobiliario (i.e. bebederos)] que
estimulen a utilizar las zonas compactas como zona sucias, estimulado asi la emision de gas
(European Commission, 2003). Por oftra parte la utilizacion de materiales no porosos en los
emparrillados (plasticos, materiales metalicos y hormigones tratados) favorecer el drenaje de las

deyecciones a la fosa y ellos se relacionaria con una menor emision (MARM, 2010a).

La frecuencia de retirada de purin reducira los niveles de emision, basicamente de aquellos gases
con una relacion positiva con los niveles de anaerobiosis (i.e. CHs) y es por ello que se tiende
actualmente a realizar- en cebo- vaciados semanales (MARM, 2010a). En la siguiente tabla se
aparecen resumidas diferentes caracteristicas del disefio de los alojamientos porcinos sobre el balance

de emisién de GEI 'y NHa.
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Tabla 2.7. Eficiencia medio ambiental de alojamiento propuestos por el MARM (2010a) respecto al

sistema de referencia convencional.

Variacion de las emisiones en %

Sistemas NH; NO  CHe __ CO;
Gestacion. SR: Emparrillado total y frecuencia minima de vaciado
Emparrillado parcial y fosa reducida 1202-50 168 128
Cama de paja bien manejada, sustitucion semanal |14 1178 1 66 127
Vaciado frecuente (semanal) 1252 1 83 119
Lactacioén. SR: Fosa profunda con seccion rectangular
Fosos independiente (agua y deyeccion) 19522
Rampa en la fosa de purines 132-652 143 165 143
Transicion. SR: Emparrillado total, fosa profunda rectangular y vaciado a final del ciclo
Fosa en pendiente para separar orina y heces 1302-60 127 16 150
Suelo parcialmente emparrillado y fosa reducida * 25-35°
Vaciado frecuente (semanal) 125 141 110 127
Cebo. SR: Emparrillado total fosa profunda seccion rectangular y frecuencia minima de vaciado
Suelo parcialmente enrejillado 130-35 130-38 137-41
Fosas en forma de uve (V) 110-30 151-52 16-8
Cama de paja bien manejada, sustituir semanal 120-30?
Vaciado frecuente (semanal) 130-60 130-65 130-60
SR: sistema de referencia; 2 European Commission (2003)
1: Disminuye;
1: Aumenta;

2.2.2.4. Sistema y caudal de ventilacién: Regulacion de la temperatura.

Mediante la ventilacion se pretende regular la temperatura, humedad y reducir/limitar la
concentraciéon de gases en el alojamiento. Obviamente los gases son el producto de la actividad
digestiva de animales y de sus deyecciones (Saha et al., 2010) y es por ello que los niveles de
ventilacién son ajustados al confort y eficacia productiva del animal (MARM, 2010a). No obstante, la
ventilacion puede afectar a la emisién como se deduce de los trabajos de Granier et al. (1996), quienes
durante el periodo del cebo demostraron que un incremento en los niveles de ventilacion la
concentracion de NHs en alojamiento disminuia, pero se incrementa la emision total de NH3. Estudios
recientes de Duberiova et al., (2014) muestran mayor emision de N2O para cerdos en cebo (25,4 kg
PV) cuando el caudal de ventilacién es menor, respecto a un caudal medio y alto (0,006, 0,013 y 0,022
m3/segundo/m2, respectivamente). En sentido contrario, la reduccion de la temperatura en los
alojamientos y la reduccién de flujo de aire sobre las deyecciones permiten reducir la emisién de NHs.
No obstante una aireacién insuficiente y un incremento no deseado de temperatura (i.e., verano)
reducen el confort y altera el comportamiento de los animales. Dichas alteraciones pueden traducirse
en cambios en los niveles de emisién al cambiar los habitos alimenticios y de excrecion (MARM,
2010a). El incremento de temperatura ambiente va a calentar el purin y con ello se activara la actividad
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microbiana con toda la bateria de cambios que ello representa en relacion a los niveles de emision

(Haeussermann et al., 2006).

Estudios mas recientes que combinan la ventilacion de fosa y la ventilacion del resto de la sala de
engorde, han permitido disminuir la concentracion de NH3 en el aire evacuado de las salas en 46%,

pero la emision total de NH3 se ha incrementado ligeramente (Saha et al., 2010).
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lll. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL.

El impacto ambiental de gases tdxicos como es el amoniaco (NH3) o los gases con efecto
invernadero (GEI: CH4 y N2O) cobra cada dia mayor relevancia (UNFCCC, 2007), y aunque es cierto
que la emision entérica de GEI es muy superior en los animales rumiantes (Cambra-Lopez et al.,
2008), la produccion en las especies monogastricas no es despreciable (Belenguer et al., 2004; Zervas
y Tsiplakou, 2012), especialmente cuando, i) se consideran conjuntamente emisiéon entérica y
procedente de las deyecciones, ii) si los datos se consideran atendiendo a la dimensién de nuestra
cabana (i.e. 5,7 Millones de bovidos frente a 25,5 Millones de cerdos; MARM, 2013ab).

Por otra parte, en porcino, las estrategias propuestas para mitigar el impacto de la emisién de
NHs, no consideran las interacciones con otras emisiones. El incremento en el aporte de fibra
digestible recanaliza la excrecién urinaria de urea hacia el intestino grueso y con ello se reduce las
emisiones de NH3 (Canh et al., 1998cd), pero incrementa el aporte de NH3 y C-soluble, y con ello la
actividad de las bacterias metanogénicas con el consiguiente incremento en la emisién de CHy
(Jargensen, 2007) y N2O (Cardenas et al., 2007).

A partir de estas premisas, en el presente proyecto se pretende cuantificar de forma conjunta los
niveles de emisién de amoniaco (NH3), metano (CHa) y dxido nitroso (N20) en explotaciones porcinas
sujetas a sistemas intensivos y en condiciones comerciales de explotacién, analizando el efecto de
ciertos factores nutritivos (fibra y proteina), tanto sobre la emisién entérica como “a posteriori” durante

el almacenamiento del purin en la fosa.
Este objetivo general se desdoblo en los siguientes objetivos parciales:

1). Disefo y puesta a punto de los procedimientos que permitan cuantificar la emision de NH3 y
GEI “in situ” y en condiciones comerciales de explotacion. Ciertos gases se generan durante los
procesos metabolicos (i.e. CHs) y otros a partir del almacenamiento de las deyecciones (CHs, NHa,
N20O, etc.) a través de diferentes procesos: la fermentacion, degradacién enzimatica (ureasa) o por
alteraciones de diversa indole en algunos ciclos (i.e. presencia de ciertas especies microbiologicas,
aireacion, temperatura durante la formacion de N2 a partir de NH4*). Optimizar el protocolo de
cuantificacion y diferenciar emision entérica y del purin, fue el punto de partida de los ensayos
propuestos. Para la consecucion del primer objetivo se plante6 un ensayo inicial en el que se utilizaron
64 animales alimentados con raciones comerciales. Los niveles de emisién se cuantificaron en dos

fases (60 y 97 kg PV) con niveles de llenado de la fosa de 7 a 10 dias. El aire de los ME se renové a
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partir de una chimenea de extraccidn cuyo flujo fue controlado y el aire muestreado de forma continua.
Muestras de la superficie del purin fueron aisladas mediante camaras de flujo constante (CFC), cuyo
gas era renovado y muestreado de forma también continuada. EI muestreo diario de ambos elementos

ME y CFC nos permitié establecer las variaciones circadianas de los niveles de emision.

2). Optimizar el procedimiento de estimacion de la emisién potencial del purin: emisién de CH,.
Para determinar la produccion potencial de gas en el purin se procedio a su “metanizacién” completa
(a 56 dias). Para ello, se propuso como objetivo establecer una metodologia rapida y eficaz que nos
permitiese establecer los niveles potenciales de emision de metano del purin. Como factores
promotores de este proceso de “metanizacion” se analizaron los siguientes factores: i) Dilucion del
purin, ii) Utilizaciéon de diferentes fuentes de carbohidratos estructurales y iii) Enriquecimiento del
medio con poblaciones exégenas de arqueas metanogénicas procedentes de heces frescas de vacuno
lechero. Para la puesta a punto de una metodologia se partié del protocolo “in vitro” propuesto por
Theodorou et al. (1994) y se basa en un ensayo discontinuo, utilizando pequefias cantidades de
sustrato en un medio donde podemos encontrar una biodegradacién via anaerobia de sustrato
organico con una produccién maxima de metano. El sistema propuesto nos permitid determinar y

construir modelos de respuesta entre produccion de gas y los diferentes periodos de incubacion.

3). Estudio de los niveles de emisién de NH3 y GEI en cerdos: Fase de Transicion. Para alcanzar
el objetivo propuesto se utilizaron cerdos en fase de transicidn (80 animales desde el destete hasta los
25 kg PV) alojados en dos ME con la metodologia descrita y validada previamente; con dos
excepciones: los suelos de los ME fueron totalmente emparrillados y las fosas no fueron vaciadas
durante la totalidad del periodo de transicion; por tanto la emision del purin correspondié a periodos de
almacenaje de 36-38 dias. Los cambios en el protocolo experimental se realizaron para adaptar las

condiciones experimentales a los sistemas de transicion de lechones utilizados de forma convencional.

4). Evaluacién del efecto del nivel de fibra y proteina de la racion sobre los parametros
productivos y la emision gaseosa en cerdos en cebo. Para la consecucion de este objetivo se
disefid un cuarto experimento en el que se pretendié analizar y cuantificar el efecto del nivel de fibra
digestible (FND) y proteina (PB) de la racién sobre: parametros productivos, digestibilidad, emision
gaseosa y cambios en la flora del quilo. Para ello se utilizaron 64 machos enteros (cruce, Landrace x
Large-White) a partir de las 6 semanas de vida (13,5 kg PV). Los animales fueron alojados en cuatro
ME, 16 animales por ME y dentro de cada ME/ 4 animales por corral. El periodo de cebo se dividi6é en
tres fases de alimentacion de 35 dias por fase [Fase | (13 a 40 kg), Fase Il (41a70kg) y Fase lll (71 a
100 kg)], de forma sucesiva en cada fase el contenido en PB de la racién control (CTR) se redujo (18,
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15,5y 13,2% para las Fases |, Il y Ill, respectivamente). Adicionalmente la racion control suministrada
en cada fase (CTR) se increment6 respectivamente en un 2, 3,5y 5% de PB o FND. De forma que-
cada fase- un grupo de animales (16 animales, 4 corrales por ME) recibieron la racion CTR (BPNF),
que fue incrementada con el correspondiente nivel de proteina bruta (APNF), de fibra neutro
detergente (BPAF) o de ambas (APAF).

Las raciones fueron formuladas en base a cebada, utilizando la torta de soja como fuente de PB y
la pulpa de remolacha como fuente de fibra (FND). En cada fase, semanalmente se registrd el peso
(individuo), los consumos (por corral) y al final se determin6 el contenido de grasa corporal. Las
determinaciones de digestibilidad aparente (MS, MO, EE, PB, FND y almiddn) se realizaron también al
final de cada fase y para ello, 8 animales/racion, recibieron CroO3 como marcador indigestible y tras
cinco 5 dias de adaptacion se procedié al muestreo de contenido rectal (intervalos entre muestreos de
8 horas durante 48 horas). Finalizada la fase de cebo (F Ill), 48 cerdos se sacrificaron y se procedio a

determinar las caracteristicas de la canal.

La emision entérica y la proveniente de las deyecciones se determinaron segun el protocolo
puesto a punto en el presente trabajo. La emisiéon potencial de gas de las heces y el purin fueron
también evaluados a partir de muestras rectales y muestreo directo del purin en la fosa segun las

técnicas descritas y desarrolladas en la presente memoria.

Finalmente, se procedié a determinar las condiciones de fermentacién ceco-colénicas y se analizo
la concentracion y evolucion de las poblaciones metanogénicas a lo largo del tracto intestinal. El
estudio se desarrollé inmediatamente tras el sacrificio (16 animales/4 por racion experimental), tras el
cual el tracto intestinal fue diseccionado, aislado, ligado y muestreado. Tipos y concentraciones
bacterianas se determinaron por gPCR haciendo especial hincapié en las poblaciones relacionadas
con la produccion de metano (arqueas hidrogenotréficas y acetoclasticas). El analisis quimico y

microbioldgico se realizo también en el purin.
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IV. MATERIAL Y METODOS
4.1. Desarrollo metodolégico.

41.1. Procedimiento de estimacion directa de la emision de gases en instalaciones

convencionales: Emision entérica vs emision procedente de las deyecciones.
4.1.1.1. Instalaciones.

Los experimentos se desarrollaron en las instalaciones del Centre d” Estudis Porcins de Catalufia
(CEP). En dichas instalaciones la zona de cebo consta de cuatro modulos independientes que
disponen de fosa y ventilacion controlada, independiente para cada mddulo (Ambitrol 100, modelo 103,
Sistemes Electronics PROGRES S.A., Bellpuig, Lleida, Espafia). Cada médulo esta dividido, a su vez,
en cuatro corrales (1,45 x 2,8 m) con una capacidad de 4 animales/corral (1,05 m2/cerdo). Los corrales
estan separados, dos a dos, por un pasillo central (1,23 m) y cada corral esta dotado de una zona del
emparrillado o “slat” de hormigdn que ocupa una superficie de 2,11 m? (52% de la superficie total).
[Figura 4.1, alzado de cada mddulo y disposicion del slat]. Cada corral a su vez esta provisto de un
comedero de tolva automatico para alimentos secos (Durofarm, Aco Funki A/S, Herning, Dinamarca) y
un bebedero (tipo Ebro, Genebre, Barcelona, Espafia) dispuestos en la zona del médulo con suelo de

cemento y emparrillado, respectivamente.

Figura 4.1. Vista lateral y alzados de un modulo de cebo o engorde.
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Los modulos estancos, disponen de una entrada de aire o punto de ventilacién unico a través de
una ventana con marco de PVC y persiana dindmica (1 x 0,34 m) ubicada a 2,1 m del suelo. La
chimenea de salida, construida con polietileno de alta densidad (40 cm @ interior) esta dotada con un
extractor (SODECA, modelo HEP-40-4M/L, Sodeca, Barcelona, Espafia) y se sitia a una distancia de
5,5 m de la entrada de aire y su boca se situa a 1,85 m del suelo (Figura 4.1). Cada mddulo, ademas,
estd dotado de un controlador de temperatura y de la humedad relativa del aire (Testo 174T y Testo

174H, Testo AG, Lenzkirch, Alemania), que registra dichos parametros a intervalos de 10 min.

Bajo el emparrillado se situan 2 fosas de deyecciones (1 fosa c/2 corrales) construida en cemento
y cuyas dimensiones (1,37 x 2,75 x 0,44 m) se corresponden, en general, con las utilizadas en las
explotaciones comerciales. El drenaje, por gravedad (11% pendiente; 0,2 m @ salida) conduce el purin
a través de un canal (1,5 x 0,30 x 0,3 para L x A x A) a una arqueta central que comparte con la fosa
adyacente del mismo maédulo. La arqueta, cuyo registro se sitla en el pasillo, drena directamente a la

balsa.
4.1.1.2. Sistema de determinacién de la emisidn gaseosa en los modulos.

Dentro del sistema de cuantificacion podemos distinguir dos componentes: a) Medida del flujo de

renovacion y b) Muestreo continto de la entrada y salida de aire.

a) La renovacion del aire de cada mddulo se realizé a partir de los extractores situados en las
chimeneas, el médulo de engorde fue tratado como un compartimento estanco asumiendo que el flujo
de salida a través de la chimenea debe ser igual a la entrada y se asumié que la estructura del
compartimento permitiria una mezcla homogénea de los gases presentes en el medio. El caudal de
salida fue estimado mediante procedimiento sugerido por la AMCA (AMCA, 1990) y las mediciones
puntuales (relativas) de la velocidad del aire se realizaron utilizando un anemémetro de hilo caliente
(Testo 425, modelo 0560 4251, sonda telescopica de hilo caliente, electrodo N° 5412983, Lenzkirch,
Alemania). Las velocidades de flujo se midieron en los puntos indicados por AMCA (1990) y cuyo
esquema se presenta en la Figura 4.2. Los niveles de aireaciéon se incrementaron con la fase de
crecimiento y el calculo de la emision gaseosa absoluta fue corregido en funcion de la temperatura

exterior e interior del modulo experimental.
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X:. Distancias diametrales (Ocfemia et al., 2005),

Figura 4.2. Distribucion de puntos en la diagonal para la medicién de la velocidad.

b) Muestreo del aire. Tras 28 dias de adaptacion a la dieta y 7 dias de llenado de la fosa se
procedio al muestreo continuo del aire de salida (chimenea de extraccion) y entrada (punto de entrada)
se realizd mediante sendas sondas de muestreo (Teflon 4 mm @ interior: PTFE, Campo Fluid,
Barcelona, Espafia) situadas en el punto medio de la diagonal [punto de entrada] y diametro
[chimeneas de extraccion] conectadas ambas a una bomba peristéltica de 8 canales (Gilson, Minipuls
3 Peristaltic Pump, Gilson SAS, Villiers Le Bel, Francia) que permitia mantener un flujo [16,5 ml/min.;
Digital FlowCheck-HRTM Part No. 5700, Alltech Associates, Inc. Deerfield, Estados Unidos] constante
de muestreo de ambas fracciones gaseosas. Se situaron filtros de fibra de celulosa en el extremo de
muestreo, a fin de evitar que las particulas de polvo contaminantes dafiasen los equipos analiticos. El
aire muestreado se almacend en bolsas de plastico de 100 um de grosor (capa externa de Poliamida y
capa interna de malla polietileno, Garhe, Amorebieta, Espafia) en las que el gas fue muestreado
mediante tubos vacutainer de 10 ml (Vacutainer™ REF 367615, Plymouth, Reino Unido) con los que

era transportado al laboratorio para su analisis inmediato (Lopez y Newbold, 2007).
4.1.1.3. Sistema de medicion de la emision procedente de la fosa de deyecciones.

Para determinar la emision de gases procedentes de la fosa de deyecciones se procedié a aislar
una fraccion de superficie del purin (283 cm? @) mediante campanas de flujo constante (CFC)
disefiadas a tal fin. Las campanas se construyeron con tubos de Polietileno (283 cm2 @ y 43 cm de
alto) para ser instaladas en la fosa bajo el emparrillado. La parte superior se cerr6 con tapones del
mismo material mientras que la parte inferior, abierta, se apoyd en el suelo de la fosa. La zona en
contacto (parte de la CFC sumergida) en el purin fue disefiada semi-abierta para permitir el
intercambio del purin y por tanto al obtener un nivel aceptable de homogeneidad entre la composicion
de las deyecciones dentro y fuera de la campana (Figura 4.3). La parte superior, ciega se perford y se
alojé un conducto doble (input/output) de ventilacién (4 mm @ interior, Poliamida Rilsan Mebra Plastik,
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Arsizio, Italia) para someterla a un flujo de aireacion controlado (Bomba peristaltica, 1 L/h o 3,5
ml/cm?h) que pretendié simular la ventilacion natural de la superficie del purin. El aire entrante
procedid del exterior de la nave mientras que la salida era muestreada de forma continua con la
sistematica descrita en el apartado anterior. Las campanas se ubicaron por duplicado en cada una de
las fosas de deyecciones y la determinacion de las emisiones se efectud tras siete dias de llenado y 28

dias de adaptacion a la dieta.

GAS

PURIN ZRPURIN PURIN

Figura 4.3. Ubicacién de las campanas de flujo de aire constante (CFC) en fosa de deyecciones.

4.1.1.4. Ensayo previo: puesta a punto del procedimiento de medida.
4.1.1.4.1. Animales.

Los animales se manejaron de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccion Animal
RD53/2013, atendiendo a los procedimientos de bienestar establecidos en la Directiva 2010/63/EU
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(European Union Directive, 2010). Sesenta y cuatro machos enteros (Peso vivo inicial 33,6 s.e. 0,86 kg
y 11 semanas de edad) fueron utilizados en este estudio (Abril, 2011). La genética utilizada fue, linea

paterna Pietrain y linea materna, Landrace x Duroc.
4.1.1.4.2. Raciones.

El periodo de cebo se dividio en dos fases de 35 dias [Fase | (35a 70 kg) y Il (71 a 110 kg)]. La
racion (Tabla 4.1) para cada fase de cebo se formulé a partir de las necesidades (NRC, 1998),
estableciendo los aportes para los diferentes ingredientes utilizados a partir de las tablas FEDNA

(2010). El pienso se administré granulado (3 mm @).

Tabla 4.1. Ingredientes y sus proporciones (%) utilizadas en la racidn experimental.

. 0 Fase

Ingredientes (% MF) 35-70 kg 71-100 kg
Cereales 63,2 77,7
Soja 47, Argentina (AG) 11,4 10,0
Harina de Galleta AG 11,0
Colza AG 4.6
Cilindro de Arroz AG 2,5 45
Grasas y aceites 1,8 3,3
Melaza de cafia 1,0 1,0
Carbonato calcico 1,04 1,20
Fosfato monocalcico 0,60 0,30
Sepiolita 1,00 0,60
Sal 0,40 0,44
Lisina 50 liquida 0,73 0,58
L-treonina 0,14 0,10
Metionina OH liquida 0,14 0,07
Triptéfano 0,01
Setnamix™ cerdos CC02/500FTU E15 0,20 0,20
Myco-Sorb 0,20
Belfeed 5500 0,05 0,05

Vitamina y mineral SETNAMIX™ cerdos C/C 0,2% FIT-500 VIT E15 (kg): 6500 IU de vitamina A; 2000 IU de vitamina D3;
15 mg de a-tocoferol; 1,8 x 102 mg de vitamina B12; 1,5 mg de vitamina B6; 4 mg de vitamina B2; 18 mg de &cido
nicotinico; 9 mg de pentotenato calcico; 37,5 mg de cloruro de colina; 17,3 mg de betaina anhidra; 100 mg de hierro
(carbonato ferroso); 1 mg de iodo (yoduro potasico); 0,198 mg de cobalto (carbonato basico cobaltoso monohidratado); 15
mg de cobre (sulfato clprico pentahidratado); 50 mg de manganeso (6xido de manganeso); 110 mg de zinc (6xido de zinc);
1,02% carbonato célcico; 0,22 mg de selenio (selenito sodico); 2 mg de butilhidroxitolueno; 6,9 mg de &cido citrico; 0,2 mg
de citrato sodico; 200 mg de sepiolita; 500 FTU de 6-fitasa.
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Tabla 4.2. Composicion quimica estimada a partir de la composicion de ingredientes (Tablas
electrénicas FEDNA, 2010).

Composicion Fase

(% sobre MF) 35-70 kg 71-100 kg
MS 88,95 88,92
Energia digestible (Mcal/kg) 3,227 3,193
Proteina bruta (PB) 15,500 14,469
Grasa bruta (GB) 4,693 3,916
Acido Linoleico 0,957 0,871
Fibra bruta (FB) 3,955 4,028
Fibra acido detergente (FAD) 5,609 5,233
Fibra neutro detergente (FND) 13,600 14,109
Almidén 41,364 44,321
Cenizas 6,054 5,235
Lisina 1,024 0,896
Triptofano 0,191 0,172
Metionina 0,342 0,274

4.1.1.4.3. Desarrollo experimental.

a) Pardmetros productivos: Los animales fueron alimentados “ad libitum” con libre acceso al agua de

bebida. Alimentos y agua consumida se registraron diariamente por corral. En el primer caso, el
alimento consumido se determiné a partir del procedimiento de calibracion de la tolva, que se basa en
el descenso del alimento en la tolva a partir de la funcién:

y = 604,64x + 627,56; R? = 0,99,

[y

Siendo: “x” representa la altura del alimento desaparecido en la tolva (cm) e “y” el alimento
desaparecido o consumido (g). En el segundo caso, el agua se determiné mediante contadores de
caudal (Tipo Ebro, Genebre 07, Barcelona, Espafia). Los pesos y ritmos de crecimiento se
determinaron por el pesaje individual de los animales [(Meier-Brakenberg, modelo 29, Brakenberg,
Alemania), con monitor (F-star 125, Meier, Brakenberg, Alemania)] a los 0, 35 y 70 dias del ensayo.

Combinando consumos y pesos se determinaron los correspondientes indices de transformacion.

b) Emision gases: Los gases analizados en este ensayo previo de puesta a punto de la metodologia
fueron el amoniaco (NHs) y metano (CHa), y para determinar su emisiéon se disefié un protocolo
experimental que permitiese obtener medidas consistentes de los niveles de emision gaseosa. A nivel
de mddulo se abordaron dos puntos fundamentales, obtener ventilaciones cuyos niveles de dilucién del
aire permitiese trabajar con concentraciones de los gases dentro de los limites analiticos de deteccion.
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Un segundo punto a considerar fue obtener la técnica analitica mas adecuada. Para ello en el
caso del NHs se pusieron a punto dos metodologias: trampas de acidas (H2SOs, Ndegwa et al., 2009) y
sensores electroquimicos (MX6 iBrid™, Industrial Scientific Corporation, Oakdale, Estados Unidos) con
sensor de deteccion para rangos de 0 a 500 ppm. El CH4 se determind por cromatografia de gases
ajustando el procedimiento propuesto por Lopez y Newbold (2007), descrito en el apartado de
determinaciones quimicas (apartado: 4.1.2.6.3). De forma similar, en la emision procedente de las
deyecciones almacenadas en la fosa se fijé experimentalmente un nivel de aireacion que permitiese, a
su vez, registrar las diferentes concentraciones gaseosas de forma consistente y simular un nivel de
aireacion del purin similar al que su superficie recibe en la fosa. En relacién al tiempo de llenado de las
fosas de deyecciones y considerando la variabilidad existente en bibliografia consultada se llego al
compromiso de trabajar con niveles de llenado constantes de 7 dias. El tratamiento analitico de las
muestras de los gases procedentes de las deyecciones fue idéntico al utilizado con los gases

provenientes del mddulo.

c¢) Volumen del purin. La cantidad de purin, de forma previa a su evacuacion, se determind por

volumetria. Conocida la superficie de la fosa se realizaron mediciones de la profundidad del purin (8
mediciones en distintos puntos de la fosa) con una regla graduada. La profundidad media fue utilizada

para estimar el volumen de purin generado.

d) Muestreo del purin. Diariamente se midi6 la temperatura de la fosa, sumergiendo el electrodo

(Crison CM 35 uS, mS °C Meter, Barcelona, Espafia) a una profundidad aproximada de 2 cm. Previo
inicio y final del periodo de muestreo de gases, el purin fue muestreado mediante un tubo colector de
vacio manual que permite muestrear el perfil vertical completo de la fosa, por cada modulo/fosa se
tomaron 20 sub-muestras (= 50 mi/muestra) que fueron mezcladas, se midi6 el pH (pHmetro Crisol pH-

meter 2000, Crisol Instruments, Barcelona, Espafia) y posteriormente fueron sub-muestreadas.
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4.1.2. Emision potencial de biogas del purin: Procedimiento de optimizacion.

Establecidas las medidas de la emision gaseosa de ambas fases, la entérica y deyecciones, se
procedid a determinar el potencial de emision residual de gas del purin. Es decir, la cantidad de gas
potencialmente emisible por las deyecciones durante su almacenamiento. Se utilizdé como modelo el
CHs y en este apartado se presenta una descripcion completa del protocolo y las condiciones de

experimentacion utilizadas en este procedimiento.

Para estimar el potencial de emisién de biogas del purin se utilizo la técnica “in vitro” propuesta
por Theodorou et al. (1994) mediante la cual se procede a la fermentacion anaerobia de pequefias
cantidades de MS a 39°C, controlando la acidez del medio (pH) mediante la utilizacién de tampones
carbonato y evacuando la emision de gas a tiempos discretos. Para optimizar temporalmente el
proceso se modificd la concentracion del purin [inéculo], para ello se afiadieron diferentes cantidades
y tipos de carbohidratos estructurales [sustratos] procedentes de subproductos agricolas (pulpas de
remolacha y manzana, junto con paja de cereales), considerando que la presencia de carbohidratos
no-estructurales [almidones] en el purin deberia ser minima dada la elevada tasa de digestibilidad en
porcino. Su presencia en todo caso se relaciona con la contaminacion del purin, con restos rehusados
de pienso. Finalmente en un intento de acelerar los procesos de sintesis de CH4 (metanizacién) del
sustrato, los medios de cultivo conteniendo el purin y los tampones se enriquecieron con arqueas

exogenas [co-indculo] procedentes de heces frescas bovinas liofilizadas.
4.1.2.1. Indculo.

Como indculo, se utilizé purin artificial elaborado a partir de una mezcla de heces frescas y orina
para conseguir un indculo con una concentracién de materia seca del 10% [Pur10]. Las deyecciones
se obtuvieron en el Centre d* Estudis Porcins; Torrelameu a partir cuatro hembras gestantes,
alimentadas con un pienso comercial (ED: 3,124 Mcal/kg; PB: 14%). Heces y orina se recogieron
mediante extraccion rectal (masaje en esfinter anal) y masaje continuo de la vulva (miccion por
estimulo), respectivamente. Las heces y orina, tras su coleccion se homogenizaron, muestrearon
(10%) y conservaron (durante 24 horas a 4°C) hasta su utilizacién. A partir del purin original (Pur10) se
realizaron tres diluciones, para conseguir concentraciones del 2, 4 y 6%, utilizando diferentes
proporciones (20:80, 40:60 y 60:40 en 60 ml) del tampdn (Fondevila y Pérez Espés, 2008) (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Composicién de los medios de incubacion disefiada para las tres concentraciones de purin

original (Pur10).

Relacion (Purin/Tampdén)  20:80 40:60 60:40

Tampén, mi 170 128 85
Solucion Macro mineral, ml 170 128 85
Aguaf, ml 425 319 213
Purintt ml 200 400 600
Reductor, mi 35 27 18

t Aporte adicional de agua destilada;
tt Mezcla artificial de heces frescas y orina (al 10% MS)

4.1.2.2. Co-inoculo.

Como co-indculo, se utilizaron como aporte externo de arqueas heces frescas de vacuno lechero
(Granja San Jose Sa, Vencillon Huesca). Las heces se recogieron en fresco en granja y fueron
inmediatamente liofilizadas. Tras este proceso, se procedid a su molienda y almacenaje en botes

estancos hasta su utilizacion.
4.1.2.3. Sustratos.

Como sustrato, se utilizaron muestras de subproductos agricolas de naturaleza fibrosa, pulpa de
manzana (PM), pulpa de remolacha (PR) y paja de cereales (PCe). Las muestras se secaron (60°C, 48
h), se molieron en un molino de martillos (1 mm @) y se almacenaron en botes estancos hasta su

utilizacion.
4.1.2.4. Desarrollo experimental.

Para la incubacion de los diferentes medios se utilizaron botellas (108 unidades) de cristal (pirex),
con una capacidad total de 160 ml y apertura interna (19 mm @), que una vez preparadas se cerraron
con septos de butilo (13x19xH12, Rubber, Hilversum, Holanda) provistos con capsulas de aluminio (20
mm @). Las tres combinaciones de purin:tampén fueron incubadas con heces de vacuno liofilizadas
como co-indculo, a tres niveles de inclusion de (0, 5y 10%, respectivamente, en funcién de la MS del
purin). Cada combinacién, purin: co-inéculo, se incubd con 600 mg de los tres tipos de sustrato (PR,

PMy PCe), cuya composicién bromatoldgica se presenta en la Tabla 4.4.

Se utilizaron como blancos, las siguientes combinaciones: i) Tampdn + purin; i) Tampén + purin +

co-inéculo al 5 de la MS; iii) Tampdn + purin + co-indculo al 10% de la MS.
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Las botellas que contenian las diferentes combinaciones (indculo/sustrato/co-inoculo) se
incubaron a 39+1 °C, por cuadruplicado durante 56 dias. Los tratamientos se repitieron en 2 tandas,
procediendo a los muestreos que se detallaran a continuacion. El disefio fue factorial (3 x 3 x 3;

dilucién del purin, tipo de sustrato y concentracidn de co-inoculo).

Tabla 4.4. Composicion bromatolégica (% sobre MS) de los indculos (Heces de vacuno y cerdo) y de los

sustratos (paja de cereal, pulpas de manzana y remolacha).

item Inéculos Sustratos
Vacuno  Porcino Paja (PCe) P.Manzana (PM) P.Remolacha (PR)
MS (% MF) 92,2 93,7 934 92,6 91,9
MO 90,1 77,7 96,15 97,3 95,4
EE 2,27 2,22 0,99 3,71 0,69
PB 17,8 15,4 3,04 9,59 10,4
FB 29,2 20,2 43,6 354 20,1
FND 46,4 451 82,5 58,6 40,2
FAD 26,2 21,3 53,6 40,7 23,8

Composicion en MS de la MF (g/100 g MF); composicién bromatologica de la MS (g/100 g MS), de materia organica (MO),
extracto etéreo (EE), proteina bruta (PB), grasa bruta (GB), fibra bruta (FB), fibra neutro detergente (FND) y fibra acido
detergente (FAD).

4.1.2.5. Preparacion de los medios de incubacion.

El dia previo al inicio de la incubacion o co-digestion de los sustratos se procedio al llenado de las
botellas con las cantidades correspondientes de sustratos y co-indculos. La solucion de incubacion se
prepar6 segun el protocolo inicial (Theodorou et al., 1994), para ello las soluciones de incubacion (con
las tres concentraciones del purin, la solucion tampén y la solucién macro-mineral) fueron agitadas y
calentadas hasta 39°C, bajo burbujeo constante de CO- (aprox. 15-30 minutos), se afiadié el agente
reductor y se procedio tras (circa) 15 minutos al llenado de las botellas correspondientes (60 mi/botella)
(Tabla 4.5y 4.6). Tras el llenado de las botellas se procedié a su sellado mediante los septos de butilo
y capsulas de aluminio en presencia de flujo constante de CO», se liberd la presion mediante puncion
con aguja hipodérmica a través del septo, y tras su agitado se procedio a iniciar la incubacion en estufa
a 39+1,0 °C.
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Tabla 4.5. Composicion del tampon mineral (Fondevila y Pérez Espés 2008).

IV. Material y métodos

Solucion

g/L

Macrominerales

5,7 NaoHPO4
6,2 KH2PO4
0,6 MgS04.7 H.0

Agua destilada (hasta completar 1 L)

Tampdn (pH neutro)

35 Na HCO;
2 (NHa) HCO3

Agua destilada (hasta completar 1 L)

Solucion reductorat

45,71 ml de NaOH 1N,

8,86 g de L-Cisteina.

Agua destilada (hasta completar 1 L)

T La mezcla se realizo segun el orden descrito

Tabla 4.6. Concentracion de indculo (heces de cerdo, HC), sustrato y co-indculo (Heces de vaca, HV)

(mg/botella) utilizado en cada uno de los tratamientos experimentales y sus correspondientes blancos.

. , . . Co-inéculo Indculo
Relacién purin: tampén Tipo sustratot Sustrato H.Vacuno _ H. Porcino
Paja 600 60 1200
Pulpa de manzana 600 60 1200
Pulpa de remolacha 600 60 1200
Paja 600 120 1200
20:80 (2% MS) Pulpa de manzana 600 120 1200
Pulpa de remolacha 600 120 1200
Blanco 60 1200
Blanco 120 1200
Blanco 1200
Paja 600 120 2400
Pulpa de manzana 600 120 2400
Pulpa de remolacha 600 120 2400
Paja 600 240 2400
40:60 (4% MS) Pulpa de manzana 600 240 2400
Pulpa de remolacha 600 240 2400
Blanco 120 2400
Blanco 240 2400
Blanco 2400
Paja 600 180 3600
Pulpa de manzana 600 180 3600
Pulpa de remolacha 600 180 3600
Paja 600 360 3600
60:40 (6% MS) Pulpa de manzana 600 360 3600
Pulpa de remolacha 600 360 3600
Blanco 180 3600
Blanco 360 3600
Blanco 3600

1 4 botellas/tratamiento
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4.1.2.6. Toma de muestras y conservacion.
4.1.2.6.1. Muestreo de la fase gaseosa.

Durante el ciclo de incubacion [56 dias] se determin6 la produccidn de gas de forma indirecta a
partir de la presion (mBAR) registrada en el espacio de cabeza de las botellas mediante un manémetro
portatil (DELTA OHM, HD2124.2, Caselle di Selvazzano, Italia) provisto de una sonda (TP704-2Bai
DELTA OHM, Caselle di Selvazzano, ltalia). Las determinaciones se realizaron diariamente los
primeros 7 dias, 2 veces por semana los siguientes 21 dias, para posteriormente (28-56 dias) realizar

mediciones semanales.

Determinada la presién y restaurada la presion en el espacio de cabeza de las botellas se
procedid a obtener [semanalmente] una muestra de dicho gas [2 botellas/réplicas/tratamiento y sus
correspondientes blancos] para la determinacién de la concentracion de CH4 en la muestra gaseosa.
La muestra (= 0,6 ml) fue obtenida manualmente [1,0 ml, volumen: jeringuilla Hamilton Gustight® SYR
22/2"12 1001SL, Hamilton Company, Reno, Nevada, Estados Unidos), la primera fraccién (= 0,5 ml) fue
despreciada y 0,1 ml de gas inyectado directamente y de forma inmediata en el cromatdgrafo de

gases.
4.1.2.6.2. Muestreo de la fase liquida.

Los dias 0, 25 y 56 (2), se procedié a la apertura secuencial de las cuatro réplicas o botellas
correspondientes a cada tratamiento. Para ello, se agit6 suavemente el medio de cultivo y se
determind el pH (pHmetro Crisol Ph-meter 2000, Crisol Instruments, Barcelona, Espafia). Una vez
determinado el pH se procedi6 al fraccionamiento de la muestra, para ello, una primera alicuota (12 )
fue pesada, congelada (en N liquido) y almacenada a -80°C hasta su liofilizacién. Esta muestra se
destiné al analisis microbiolégico. El resto del contenido se filtrd a través de un tamiz metélico (1 mm
@) y del filtrado se tomaron dos muestras. La primera de ellas, 2 ml de purin fueron acidificados (0,8

ml. HCI; 0,5 N) y congelados (-20°C) para la determinacion de la concentracion de N-amoniacal.

La segunda muestra de purin (4 ml) fue mezclada con solucién conservante [1 ml; 2 g/L de cloruro
de mercurio, 20 ml/L acido orto fosférico y 2 g/L acido 4-metilvalérico en agua destilada] y congelados
(-20 °C) para posterior determinacién de acidos grasos volatiles (AGV). Ambas muestras se tomaron
por duplicado. El acido 4-metilvalérico fue utilizado como patrén interno.

4.1.2.6.3. Determinaciones quimicas.
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a) Principios inmediatos.

El contenido en MS (sustratos e inoculos) se determind por desecacion en estufa a 105°C hasta
obtener un peso de muestra constante. El contenido de cenizas se determiné tras la incineracién en
horno mufla (550°C durante 4 h). La Proteina bruta (PB), Fibra bruta (FB) y Extracto etéreo (EE) se
analizaron segun el procedimiento propuesto por la AOAC (AOAC, 1990). FND y FAD se analizaron

segun el método propuesto por Van Soest (Van Soest et al., 1991).

b) Acidos grasos volétiles (AGV) y nitrégeno amoniacal.

La concentracion de AGV en las muestras se determind por cromatografia de gases a partir del
procedimiento propuesto por Jouany (1982). Brevemente, las muestras fueron descongeladas y
centrifugadas (1800 g, 10 min.) para trasvasar el sobrenadante a un tubo eppendorf 1,5 ml, donde se
re-centrifugd (12,000 g, 4 min.) de forma previa a su inyeccion al cromatografo. Se utilizd un
cromatografo (Agilent Technologies 7890A, Net Work GC System, Pekin Elmer, Boston, Estados
Unidos), provisto de un detector de ionizacion en llama (FID), equipado con columna capilar (BP21 de
30 m x 0,25 mm D.I. x 0,25 ym). La inyeccion se realizé a un flujo de 35 mi/min. de hidrégeno, 350
ml/min. de aire, 25 mi/min de Helio en Make up y 1 ml/min. de Helio en columna, 250 °C en FID, y
temperaturas variables en horno (ver Tabla 4.7). El tiempo total de inyeccion fue de 18 minutos. El
contenido de AGV de la muestra se determin6 a partir de la relacién concentracion AGV/area del pico,
utilizando como referencia muestras conocidas de patrén (acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico y valérico). Los viales con el patron se obtuvieron tras realizar las diluciones
correspondientes de los patrones. Dichos viales fueron sometidos al mismo tratamiento que las

muestras.

Tabla 4.7. Temperaturas empleadas en la rampa del horno del cromatografo utilizado para la

determinacion de los AGV.

°C/min. Temperatura °C Tiempo (min.) Tiempo final (min.)
150 0,2 0,2

3 165 0,2 54

25 230 10,0 18,0

El nitrégeno amoniacal se determind por destilacién a partir del procedimiento Kjeldahl (AOAC,
1990). El procedimiento se inicia con la destilacién directa de la muestra con NaOH (30% V/V) en un
equipo automatico Kjeldahl PRO-NITRO 4000851, recogiendo la solucién efluente en bérico (50 ml al
2%). Finalmente mediante un indicador [10 gotas de indicador: verde de bromocresol / rojo de metilo
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hasta completar 150 ml de solucién] se procede a la neutralizacidn/titulacion de las muestras mediante
HCI (0,1 N). La concentracion de N-NH4*g/L se calculo a partir de la ecuacion:

NH4* (g/L) = (14,007 x TX F) / V;
Siendo: N-NH4* (concentracion N-amoniacal g/L); 14,007 (Peso molecular del N), T: concentracion

HCI; 0,1 N; F: volumen de HCI utilizado; V: ml, muestra.
c) Metano.

El metano se analizd6 mediante cromatografia de gases utilizando el equipo descrito en el
apartado anterior, utilizando una columna capilar 30 m x 0,32 mm D.I. (113-4332, GS-GASPRO, Agilen
Tecnologies, Santa clara, United States), operando a 70°C para la columna, 150°C en el inyector y
200°C en el detector. El gas portador fue el helio (99,999% pureza) y el tiempo total de inyeccion fue
de 1,8 minutos. El contenido de la muestra se determiné a partir de la relacion concentracién-CHai/area
del pico comparando con las areas de los picos derivados de concentraciones conocidas de patron. La
obtencién de los patrones se realizd utilizando una botella (120 ml a 39,5°C) con CO; cerrada, a la que
se inyecto un volumen conocido (1-5 ml) de CH4 puro (99,95% de pureza). De la mezcla obtenida de
estos gases (CO2 + CHs) en la botella, se extrajo manualmente del espacio de cabeza diferentes
volumenes, despreciando parte del volumen y ajustando hasta 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 ml. que fueron
inyectados inmediatamente al cromatografo. La curva de estdndares se realizd para cada periodo

muestreo de metano.

d) Aislamiento _de ADN y cuantificacidn microbiana de bacterias, arqueas totales y arqueas

metanogénicas hidrogenotréficas (AMH) por gPCR.

El ADN se extrajo utilizando un kit QlAamp DNA Stool Mini (Qiagen Ltd., West Sussex, Reino
Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido se emple6 para cuantificar bacterias
totales, arqueas metanogénicas hidrogenotroficas (AMH) y acetoclasticas (Methanosarcina spp. y
Methanosaeta) y evaluar la estructura de la comunidad de arqueas metanogénicas, para ello, el ADN
se amplificd por qPCR utilizando cebadores especificos (Tabla 4.8; Denman et al., 2007; @vreas y
Torsvik, 1998). El procedimiento de la gPCR varié en funcién de los grupos evaluados, las condiciones
de la PCR para bacterias totales fueron [1 ciclo (95°C x 10 min.), 40 ciclos (95°C x 0,15 min.; 60°C x
0,0 min.; 72°C x 0,55 min.)], y para arqueas totales, metanogénicas hidrogenotréficas,
Methanosarcina spp. y Methanosaeta [1 ciclo (95°C x 10,00 min.); 40 ciclos (95°C x 0,15 min.; 57°C x
0,10 min.; 72°C x 0,55 min.)]. La cuantificacion de estos grupos metandgenos se llevé a cabo utilizando
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el método 2-4¢t (Livak y Schmittgen, 2001). Los analisis se realizaron en un sistema tactil CGX96 PCR

tiempo real (BioRad Laboratorios Inc., Hercules, CA, Estados Unidos).

Tabla 4.8. Autores y secuencia de cebadores utilizados.

Fuente Objetivo Cebador

Maeda et al. (2003) Bacterias totales A5’-GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA-3
R5-ACGTCRTCCMCACCTTCCCC-3

Denman et al. (2007) Metandgenas hidrogenotréficas A5-TTCGGTGGATCDCARAGRGC-3
R5-GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC-3

@vreas y Torsvik (1998) Arqueas totales A5 -AGGAATTGGCGGGGGAGC A-3
R5-BGGGTCTCGCTCGTTRCC-3"

Rowe et al. (2008) Methanosaeta A5'-GGGGTAGGGGTGAAATCTTGTAATCCT-3"
R5-CG-GCGTTGAATCCAATTAAACC GCA-3

Franke-Whittle ef al. (2009)  Methanosarcina A5"-CCTATCAGGTAGTAGTGGGTGTAAT-3"

R5-CCCGGAGGACTGACCAAA-3’

e) Andlisis de Biodiversidad de AMH.

El aislamiento del ADN se realiz6 segun el procedimiento descrito en el apartado anterior. Para el
andlisis de DGGE, la region especifica del gen ARNr 16S de arqueas se amplificé mediante PCR
utilizando los cebadores descritos por Cheng et al. (2009). Las condiciones de amplificacién usadas en
la PCR fueron las siguientes: 1 ciclo (94°C durante 4 min.); 30 ciclos (94°C durante 1 min., 55°C

durante 1 min., 72°C durante 1 min.); 1 ciclo (72°C durante 7 min.).

Para los estudios de biodiversidad, la DGGE de los productos de PCR (10 pl) se revelaron en
geles con un 8% (w/v) de poliacrilamida TAE (40 mM de Tris base; 20 mM de acido acético glacial y 1
mM de EDTA, pH 8,3), que contiene un 30-65% de gradiente desnaturalizante (100% desnaturalizante;
7 M de urea y 40% de formamida desionizada (v/v)). La electroforesis se realizé 80 V 'y temperatura
constante (60 °C) durante 16 horas. Posteriormente el ADN se visualizé usando un kit Bio-Rad de
tincion de plata siguiendo las instrucciones del fabricante. El gel se escaned y la imagen se analiz6 con
software de andlisis de huella molecular (QuantityOne - BIO-RAD Lab, Inc.). Los perfiles de bandas
DGGE se compararon mediante (UPGMA) y se mostraron graficamente como un dendograma. La
riqueza se estim6 contando del nimero de bandas detectadas en cada perfil de DGGE, el indice
Shannon se utilizé como un indice de diversidad, se estimo a partir del procedimiento descrito por Cox
(Cox, 1979).

H = -Z(pi)(In pi),
Siendo: pi la proporcion de un grupo especifico de las bacterias en el total de microorganismos en las
muestras, y i es el numero total de especies. El indice de uniformidad fue calculado como: H / In
numero total de bandas en el gel.
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4.2. Emisiones de GEl en cerdos.
4.2.1. Fase de Transicion.
4.2.1.1. Instalaciones.

Los modulos de transicion [2 Mddulos] disponen de fosas y ventilacion controlada individualmente
(Ambitrol 100, modelo 103, Sistemes Electronics PROGRES S.A., Bellpuig, Lleida, Espafia). Cada
maddulo esta dividido, a su vez, en 8 corrales (1,07 x 1,27 m) con una capacidad de 5 animales/corral
(0,22 m?/cerdo). Los corrales se ubican en 2 filas dentro de la sala, separados por un pasillo central
(0,5 m), cada corral esta dotado de un comedero de tolva (0,8 m x 0,3 m x 0,7 m: Tolva TR5, Rotecna,
Lleida, Espafia) para alimento seco y un bebedero con cazoleta (Easy Drinker MIDI, Rotecna, Lleida

Espafia) dispuestos, ambos, sobre el emparrillado de plastico.
4.2.1.2. Animales.

Los animales se manejaron de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccion Animal
RD53/2013, atendiendo a los procedimientos de bienestar establecidos en la Directiva 2010/63/EU
(European Union Directive, 2010). Se utilizaron 80 lechones enteros con un peso inicial de 8,6 s.e. 0,41
kg y cuatro semanas de edad (lInicio el 18 de febrero 2013). La genética utilizada fue, Landrace x
Large-White.

4.2 .1.3. Alimentacion.

Simulando el protocolo utilizado en granjas comerciales, la transicidn se establecié en dos fases
[Fase pre-estarter (14 dias) y Fase estarter (14-42 dias)]. Las raciones (Tabla 4.9) para cada fase se
formularon a partir de las recomendaciones NRC (2012), estableciendo los aportes para los diferentes
ingredientes a partir de las tablas FEDNA (FEDNA, 2010). El alimento se granul6 (3 mm ).
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Tabla 4.9. Composicion de ingredientes de las raciones utilizadas.

C il o Fase
Composicion (% MS) Pre-estarter Estarter
Arroz extrusionado 5,0
Cebada 8,0 15,0
Maiz 10,0 31,0
Trigo 36,5 27,0
Tota de soja extrusionada 9,5 19,0
Proteina animal (harina de pescado, plasma) 75 1,0
Suero de leche (dulce y re-engrasada) 15,0
Levadura de cerveza 3,0
Premix aminoacidos (Lys, Met, Thr, Trp y Val) 1,5 11
Premix vit. y aditivos 2,6 0,5
Fosfato 1,0 0,7
Carbonato 0,2
Sal 0,4
Sebo 3,5
Tabla 4.10. Composicion quimica (% MS) de las raciones.
it Fase
em Pre-estarter Estarter

MS 89,0 86,72

Cenizas 573 3,64

PB 18,48 16,67

FND 10,33 9,90

EE 5,63 5,07

4.2.1.4. Procedimiento experimental.
a) Parametros productivos.

Los animales fueron alimentados “ad libitum” con libre acceso al agua de bebida. Alimentos y
agua consumidos se registraron semanal y diariamente, por corral, respectivamente. En el primer caso,
el alimento consumido se determiné a partir de la oferta y el rehusado. En el segundo caso, el agua se
determind mediante contadores de caudal (Tipo Ebro, Genebre 07, Barcelona, Espafa). Los pesos y
ritmos de crecimiento se determinaron por el pesaje individual de los animales a los 0, 14, 28 y 42 dias
del ensayo, mediante bascula electrénica portatil (Iconix FX, Loadbars 600mm, Palmerston Norte,
Nueva Zelanda), dotada de monitor digital (modelo FX41; ICONIX Palmerston Norte, Nueva Zelanda).

Combinando consumos y pesos se determinaron los correspondientes indices de transformacion.
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b) Emision en sala.

El sistema de renovacion de aire dispuso de chimenea y extractor similar al descrito para salas de
cebo (Apartado 4.1.1.1.), sin embargo, se aplicé una adaptacion de la seccion (Figura 4.4) para reducir
el caudal de renovacion y que este fuese constante y capaz de mantener las condiciones de
temperatura y humedad requeridas por los animales a esta edad. La modificacion consistid en reducir
la luz de la chimenea de extraccion y paralizar el extractor de la chimenea. Para dicha reduccion se
utilizé un cilindro de acero (2 mm grosor) de 8 ¢cm de alto, dotado con una base sélida (40 cm @)
abierta en su punto central para ensamblar un cilindro de acero de 10 cm de alto (10 cm @ interior), y
acoplar un extractor (TD-250/100, S & P; Sistemas de Ventilacion S.L.U., Barcelona, Espafia), la nueva
salida de extraccion fue 10 cm @ (Figura 4.4). Las mediciones puntuales (relativas para 10 cm @) de la
velocidad del aire se realizaron al inicio y final del periodo de muestreo de gas mediante anemémetro
de hilo caliente (Apartado 4.1.1.2). Los niveles de aireacion se mantuvieron constantes y el célculo de
la emision gaseosa absoluta fue corregida en funcion de la temperatura exterior e interior del médulo
experimental (las mediciones de temperatura y humedad relativa se realizaron a intervalos de 10 min.;
ver Apartado 4.1.1.1).

b.1) Muestreo del aire. EI muestreo se realiz6 tras 22 dias de adaptacion a la dieta estarter y 36 de

llenado de la fosa, y segun el protocolo descrito en el Apartado 4.1.1.2., variando Unicamente el
numero de sub-muestras finales y su forma de coleccién (2 muestras en jeringas de 100 ml provistas
de valvula de paso), tras su obtencion fueron trasladadas al laboratorio para analizar: amoniaco (NH3),
metano (CH4) y O6xido nitroso (N20) mediante un analizador foto acustico (Osada et al., 1998),
estandarizado a 20 °C (INNOVA 1412, Photoacoustic Gas-Monitor Thermo, LumaSense Technologies,
Santa Clara, Estados Unidos), con un limite de deteccion de 0,1, 0,2 y 0,03 ppm, respectivamente, y
ajustados a temperatura ambiente. Previa su utilizacion los aparatos fueron calibrados con mezclas de

gases a concentraciones conocidas.
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Figura 4.4. Sistema de renovacion de aire utilizado en salas de transicién.

c) Emision en Fosa.

Para determinar la emision de gases procedentes de la fosa de deyecciones se procedié a utilizar
campanas de flujo constante “CFC” (Apartado 4.1.1.3). Las campanas se ubicaron por duplicado en
cada una de las fosas de deyecciones y, en este caso, la determinacion de las emisiones se registrd
tras 36 dias de llenado y 22 de adaptacion a la dieta estarter. El sistema de muestreo y el tratamiento

analitico de los gases analizados fue similar al descrito para el gas muestreado en sala.
4.2.1.5. Tratamiento purin.

El procedimiento de registro del volumen de purin producido fue similar al descrito en Apartado
4.1.1.4.3c. El periodo de coleccién se prolongé durante toda la fase de transicién (36 dias; Apartado
4.1.1.4.3d) y ello fue asi para simular las condiciones de vaciado que se realizan en las explotaciones
convencionales. Se tomaron dos muestras de purin (circa 1 L), una de ellas se destind a la
determinacion del pH y temperatura, la segunda se almacené a -20°C hasta su posterior utilizacion.
Previo inicio y final del muestreo de gases, temperatura y pH del purin también fueron registrados.
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4.2.1.6. Determinaciones quimicas.

Las muestras de alimento se analizaron para determinar su contenido en MS, MO, EE, PB
(AOAC, 2005) y la FND acorde a Van Soest et al. (1991) utilizando el sistema Fibertec 1020 (Foss

Tecator, Hoganas, Suiza).

Las muestras de purin también fueron analizadas mediante los procedimientos habituales en
aguas residuales (APHA, 1995); para ello se determind la densidad aparente (estimacién del peso,
volumen y humedad gravimétrica de la muestra de purin), conductividad eléctrica (conductometria), pH
(electrometria), MS (gravimetria a 105°C), N-amoniacal (titulacion volumétrica), N-orgénico (método
Kjeldahl), fésforo y potasio (espectrometria de absorcion atémica con plasma). El valor fertilizante del
purin fue calculado al multiplicar el contenido de nutrientes (N-P-K g/kg MS) en base MS por la

densidad aparente del purin (Alvarez-Rodriguez et al., 2013).
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4.2.2. Fase de cebo: estudio del nivel de fibra y proteina de la racién sobre los parametros

productivos y niveles de GEI.
4.2.2.1. Animales.

Los animales se manejaron de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccion Animal
RD53/2013, atendiendo a los procedimientos de bienestar establecidos en la Directiva 2010/63/EU
(European Union Directive, 2010). Se utilizaron 64 machos enteros con un peso inicial de 13,81 s.e.
0,77 kg y seis semanas de edad (Inicio el 27 de febrero 2012). La genética utilizada fue, Landrace x
Large-White.

4.2.2.2. Instalaciones.
Las instalaciones en las que se efectud el estudio se describen en Apartado 4.1.1.1.
4.2.2.3. Raciones.

Simulando el protocolo utilizado en granjas comerciales, el cebo se establecié en tres fases de 35
dias/ cada fase [Fase | (13 a 40 kg); Fase Il (41 a 70 kg) y Fase Ill (71 a 100 kg)]. Los cerdos de cada
maédulo recibieron raciones experimentales formuladas siguiendo las recomendaciones NRC (NRC,
2012) en base a cereal y torta de soja como fuente de proteina bruta (PB). La pulpa de remolacha se
utilizé6 como fuente de fibra (FND). Para cada fase experimental se formulé una racién control cuyos
niveles de PB se redujeron progresivamente con la fase de crecimiento (18, 15,5 y 13,2% para las
Fases I, Il y lll, respectivamente), y se utilizaron aminoacidos sintéticos (L-lisina, DL-metionina, L-
treonina y L-triptéfano) para cubrir los requerimientos nutricionales y el equilibrio de proteina ideal.
Adicionalmente, en cada fase, la racién control (CTR) se incrementd en un 2, 35 y 5%,
respectivamente (Fase I, Il y Ill) de proteina bruta (AP), de fibra neutro detergente (AF) o de ambas
(APAF). La composicién (en base a las tablas FEDNA, 2010) y valor de los nutrientes analizados se
muestran en Tabla 4.11 'y 4.12, respectivamente. La presentacién del alimento fue en harina con un

tamafio de particula medio de 2 mm (9).
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Tabla 4.11. Ingredientes y aditivos (g/kg de MF) de las dietas en las 3 fases experimentales, difiriendo en el contenido de PB (alta, AP vs bajo, BP) y/o en
contenido de FND (normal, NF vs alta, AF) provistas de 15 a 100 kg de PV.

Fase de alimentacion

item 1(15-40 kg) Il (41-70 kg) Il (71-100 kg)
AP BP AP BP BP
NF AF NF AF NF AF NF AF NF AF NF AF

Cebada 267 193 203 253 276 297 268 301 214 217 253 398
Harina de Soja 47% 265 266 217 199 246 186 156 102 226 114 90 16
Sorgo 260 52 151 59 205 227 - 200 - 101 -
Trigo 152 379 375 382 205 296 288 298 199 201 396 201
Harina de colza 00 35% - - - - - 70 - 78 - 100 - 81
Maiz - - - - - 16 - 95 60 173 101 152
Harina de girasol - - - - - - - - - 80 - 36
Pulpa de remolacha - 53 - 50 - 53 - 50 - 20 - 90
Aceite de soja - 3,1 - 3,2 - 8,6 - 6,9 - 9,9 - 8,7
Grasa mezcla 3/5 31,0 300 31,0 31,0 31,0 40,0 30,0 40,0 230 400 31 40,0
Carbonato calcico 8,9 2,8 - 2,0 59 25 0,8 0,8 7,0 4,3 13,5 4,2
Fosfato monocalcico 55 9,0 9,1 8,1 6,3 6,1 7,5 7,1 4,2 34 6,3 55
Sepiolita - - - - 8,4 41 4,2 3,3 - - - -
Vitamina-mineral premix’ 41 4,1 4,1 4,1 44 44 44 44 4,5 4,5 4,5 4,5
Rehydra Pro® (acidos organicos y

surfactantes) - - - - 10,0 10,0 10,0 10,0 - - - -
Cloruro de sodio 2,1 1,8 2,1 2,1 1,9 2,0 21 1,9 2,2 1,9 2,2 1,9
L-Lys, (PB 50%) 3,57 2,51 366 1,63 - - 1,40 0,90 - - 1,63 1,40
DL-Met, 88% 050 1,60 - 173 - - - - - - - -
L-Thr 0,30 1,10 39%6 1,22 - 529 - - - - - -
L-Trp - 1,08 - 1.2 - - - 082 - 0,50 - -

TVitamina y mineral premix para cerdos entre 15y 40 kg PV (CN-A. Lechones Enz + Phy 0,5%) contenido (por kg completo de dieta): 8.000 IU de vitamina A; 800 IU de vitamina Ds; 40
mg de a-tocoferol; 2,4 x 102 mg de vitamina B1; 0,8 mg de vitamina B+; 1,6 mg de vitamina Bs; 4 mg de vitamina Bz; 1,2 mg de vitamina Ks; 16 mg de acido nicotinico; 8 mg de &cido
pantoténico; 280 mg de colina; 0,08 mg de biotina; 0,4 mg de acido folico; 72 mg de Fe (FeCOs); 0,32 mg de | (Kl); 0,16 mg de Co (CoSO4.7H20); 128 mg de Cu (CuS04.5H20); 23,8 mg de
Mn (MnO); 80 mg de Zn (ZnO); 0,24 mg de Se (Na203Se); 0,264 mg de acido citrico; 600 FYT 6-Fitasa; 2.000 BGU de endo-(1,4)- B-glucanasa; 4.800 FXU de endo-(1,4)- B-xilanasa; 0,264 mg

de etoxiquina.



Gl

IV. Material y métodos

Vitamina y mineral premix para cerdos entre 41 a 70 kg de PV (SETNAMIX TM engorde C/C 0,2% FIT-500 VIT E15) contenido (por kg completo de dieta): 6.250 IU de vitamina A; 1.920
IU de vitamina Ds; 14,4 mg de a-tocoferol; 1,7 x 102 mg de vitamina B1z; 1,44 mg de vitamina Bs; 3,84 mg de vitamina Bz; 17,28 mg de &cido nicotinico; 8,64 mg de pentotenato célcico; 36 mg
de cloruro de colina; 16,6 mg de betaina anhidra; 96 mg de Fe (FeCOs); 0,96 mg de | (Kl); 0,19 mg de Co (2CoCO33Co(OH)2.H20); 14,4 mg de Cu (CuS0O4.5H20); 48 mg de Mn (MnO); 105,6
mg de Zn (Zn0); 0,97% CaCOs; 0,21 mg de Se (Na20sSe); 1,92 mg de butil-hidroxitolueno; 6,62 mg de &cido citrico; 0,19 mg de citrato de sodio; 192 mg de sepiolita; 480 FTU de 6-fitasa; 1,9
g de vitamina mineral premix; 0,5 g de Belfeed B 220 ® (xilanasa) y 2 g de Toxidex ® (inhibidor de micotoxinas).

Vitamina y mineral premix para cerdos entre 71 a 100 kg PV (NE-Engorde 0,2%) contenido (por kg completo de dieta): 6.500 IU de vitamina A; 2.000 IU de vitamina Ds; 15 mg de o-
tocoferol; 1,8 x 102 mg de vitamina B12; 1,5 mg de vitamina Bs; 4 mg de vitamina Bz; 18 mg de &cido nicotinico; 9 mg de pentotenato calcico; 37,5 mg de cloruro de colina; 17,28 mg de betaina
anhidra; 100 mg de Fe (FeCOs); 1 mg de | (KI); 0,198 mg de Co (2CoCO33Co(OH)2.H20); 15 mg de Cu (CuSQ4.5H20); 50 mg de Mn (MnOQ); 110 mg de Zn (Zn0); 0,97% CaCOs; 0,22 mg de
Se (Na203Se); 2 mg de butil-hidroxitolueno; 6,9 mg de acido citrico; 0,2 mg de citrato de sodio; 200 mg de sepiolita; 500 FTU de 6-Fitasa; 2 g de vitamina mineral premix; 0,5 g of Belfeed B
220 ® (xilanasa) y 2 g de Toxidex ® (inhibidor de micotoxinas).
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Tabla 4.12. Energia y composicion de las dietas experimentales, difiriendo en contenido de PB (alta, AP vs bajo, BP) y/o FND (normal, NF vs alta, AF) de 6 a

21 semanas de edad (programa de 3 fases de alimentacidn) (valores analizados expresados en g/kg de MF a menos que se indique lo contrario).

(15 a 40 kg PV) Il (412 70 kg PV) Ill (71 a 100 kg PV)
item AP BP AP BP AP BP
NF AF NF  AF NF AF NF AF NF AF NF  AF

EM, T kcalkg 3.300 3.300 3.300
EN,' keallkg 2425 2425 2425
MS 891,0 887,0 883,0 883,0 890,0 887,0
PB 197,5 172,0 173,0 151,5 175,0 1255
Lys total 13,8 11,6 10,3 9,1 10,0 6,7
Lys'DIS 10,1 8,6 7.9 6,5 73 5,0
Dig N:DIS Lys' 23,6 23,0 26,1 27,1 30,5 30,2
Met! DIS 3,6 3,1 25 2,2 26 19
Met + Cys' DIS 5,5 5,0 53 46 54 4.1
Thr! DIS 6,8 78 8,3 45 55 36
Trp! DIS 2,7 2,5 2,0 2,0 2,2 13
FND 1200 1406 1232 1537 1300 1735 1257 162,3 1226 1747 1346 166,
FAD 362 406 354 431 43 507 320 515 350 664 306 563
FB 271 256 207 293 270 386 233 388 283 552 259 47,1
Almidon 380,1 3829 3796 3988 3840 3740 4443 380,2 4168  360,9 4719 4258
AEE?2 490 497 478 478 492 604 48 642 419 668 46,1 60,0
Ash 661 555 481 507 669 442 460 477 465 482 626 46,3
P 6,4 6,6 58 64 6,1 6,0 5,7 6,1 5,2 5,5 48 55
K 7.1 74 55 66 62 60 53 53 6,0 59 43 45

'EM, EN vy Digestibilidad ileal estandarizada (DIS) de AA calculado segun FEDNA (2010);
Dig N = N fecal digestible, calculado a partir del contenido de N analizado, la digestibilidad fecal del N y la digestibilidad ileal de Lys de los ingredientes del alimento (FEDNA, 2010).
ZAEE = hidrolisis acida del extracto de éter.
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4.2.2.4. Desarrollo experimental.
a. Ingestion voluntaria y niveles de crecimiento.

Los animales tuvieron libre acceso al agua de bebida y el alimento fue suministrado ad libitum. La
ingestion de agua (pH = 8,0; conductividad eléctrica = 485 uS/cm; concentracion de sodio = 22,2 mg/L
y cloro = 33,7 mg/L) y alimento se registré por corral, registrando diariamente el contaje de agua y
pesando semanalmente el rehusado del alimento y comparandolo con la oferta. Cada semana se
procedié al pesaje individual de los animales y a partir de dicho peso se establecid la ganancia media
diaria (GMD) y el indice de transformacion. Tras finalizar cada fase experimental se determind el
espesor de grasa dorsal (EGD) a nivel de la ultima costilla [Posiciéon P2; a 6,5 cm de la linea dorsal]
mediante equipo ultrasonido digital Renco (Renco Sonagrader 4,2; Renco Corporation, Minneapolis,
Estados Unidos) (Cesaro et al., 2013). La eficiencia energética fue calculada a partir de la relacién
entre la energia metabolizable ingerida (EM) y la suma de EM necesaria para mantenimiento y
crecimiento segun normas FEDNA (FEDNA, 2013).

b. Balance de digestibilidad.

Un total de 32 cerdos (8/cada racion experimental, 2 corrales de 4/cerdos por médulo) fueron
seleccionados para evaluar la digestibilidad de las raciones ofertadas (en Fase I, Il y Il
respectivamente). Cada periodo de evaluacion (ultima semana de cada fase) tuvo una duracién de 1
semana, 5 dias de adaptacién a la dieta marcada (2 g/kg MS, Cr203), seguidos por 2 dias de
extracciones rectales (6 extracciones a intervalos de 8 horas), las heces fueron mezcladas y

almacenadas (-20°C) hasta su analisis.

La digestibilidad en los diferentes tramos del intestino grueso se analizé en la Gltima fase (Fase
1) del experimento y para ello se seleccionaron 16 animales (4/ racion experimental). Los animales se
seleccionaron al azar y se procedié a su sacrificio previa la administracion de Pentobarbital sodico (10
ml / via venosa) que fue utilizado como anestésico. Tras el sacrificio de los animales, el tracto digestivo
fue diseccionado, pesado y muestreado, obteniendo muestras del contenido cecal, colon medio y
heces. El contenido digestivo fue extraido, se determin6 su pH y se fracciond en cuatro sub-muestras
para realizar los siguientes analisis: microbiologia (10 g ultraconjelados a -80°C), AGV [4 g/muestra en
1 ml de solucion conservante (apartado 4.1.2.6.2.) y almacenada a -20°C)], NH3 (2 g/muestra en 0,8 ml
de HCl y almacenada a -20°C) y destinando el resto de las muestras al analisis de los principios

inmediatos. En el contenido estomacal se determind Unicamente pH.

"7



|V. Material y métodos

c. Volumen y composicion del purin generado.

El procedimiento de medida y coleccion de purin fue descrito previamente (Apartado 4.1.1.4.3),
aunque se modificaron el numero y la destinacion de muestras colectadas (5 L aprox.), una alicuota (1
L) para determinacién inmediata de pH, temperatura y conductividad eléctrica. El resto se almacen6 en

alicuotas (1 L / alicuota) a -20°C, hasta su posterior analisis.
d. Emision de gases efecto invernadero (GEI).

Se realizaron segun el protocolo descrito en el Apartado 4.1.1.2 y 4.1.1.3, adaptando el muestreo
y sistema analitico al descrito en apartado 4.2.1.3 (b.1), siempre tras 7 dias de llenado de la fosa y 22

dias de adaptacion a dietas experimentales.

d.1. Emisién potencial de metano de las deyecciones (purin) y heces de cerdo.

liofilizaron y la MS obtenida se diluyo al 4% (% sobre MS) a partir de la solucidén tampon descrita en
Apartado 4.1.2.5. La preparacion de las diluciones, condiciones de fermentacién “in vitro” y
determinaciones (produccion de gas, concentraciones de CHs, AGV, N-amoniacal y microbiologia
(titulacidn de arqueas) se llevaron a cabo segun los procedimientos descritos en los apartado 4.1.2.4 -
4.1.2.6. En ningUn caso se utilizaron co-indculos o co-sustratos. Se tomaron tres muestras de cada
fosa y las muestras se incubaron a su vez por triplicado. Los blancos estuvieron compuestos
unicamente por tampén. Para el analisis de la evolucion en la produccion de gas (CH4) se utilizd un

modelo Gompertz propuesto por Lay et al. (1997).

obtuvieron muestras rectales de ocho animales que recibian cada una de las raciones experimentales
(n = 32). Las muestras fueron liofilizadas y mezcladas para elaborar los purines artificiales que fueron

digeridos-incubados anaerébicamente tal como fue descrito en apartados anteriores (Apartado 4.1.2.).

Para el analisis de la evolucion en la produccién de gas (CHas) se utilizd un modelo Gompertz

propuesto por Lay et al. (1997).
e. Sacrifico y composicion de la canal.

Finalizado el periodo experimental 48 animales fueron trasladados a un matadero comercial.

Previo al sacrificio los animales permanecieron un periodo de 20 h en ayuno, aunque con acceso a
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agua de bebida. Los animales fueron sacrificados bajo aturdimiento con CO» (Butina ApS, Holbaek,
Dinamarca) segun normativa europea (Reglamento [CE] N° 1099/2009 Del Consejo de 24 de
septiembre de 2009). Tras pesar la canal en caliente se procedid a su clasificacion automatica
AUTOFOM (SFK-Technology, Herlev, Dinamarca) y se determiné el espesor de grasa dorsal (EGD) a

6 cm de la linea media entre la 3% y 42 Gltimas costillas.
4.2.2.5. Determinaciones quimicas.

Las muestras de alimento y heces fueron analizadas para materia seca (MS), materia orgénica
(MO), proteina bruta (PB), fibra bruta (FB) y extracto etéreo (EE) de acuerdo con los procedimientos
establecidos por la AOAC (AOAC, 1990). Fibra neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD)
se analizaron seguin método propuesto por Van Soest (Van Soest et al., 1991). La concentracién de
carbohidratos (CHO) en las dietas y heces se calcularon a partir de la ecuacién propuesta por Urriola y
Stein (2012) [CHO = MS- (PB+EE+Ash)]. El contenido en lisina del alimento se determin6 por HPLC
utilizando un detector de Fluorescencia (método: PNT-M-109), el almidon por polarimetria (método:

PNT-M-031). Las muestras de contenido cecal y colon fueron analizadas solo para MS, PB 'y FND.

Las muestras de purin fueron evaluadas siguiendo los métodos convencionales para la
evaluacién de agua y aguas residuales (APHA, 1995). Los componentes fisico-quimicos evaluados y

procedimiento para la evaluacién del valor fertilizante se describen en apartado 4.2.1.6.

La concentracién del marcador indigestible, el cromo (Cr) en alimentos y el quilo obtenido en
diferentes tramos del tracto digestivo (ciego, colon medio y recto) se analiz6 por espectrofotometria de
absorcion en plasma (AS-500 autosampler, Horiba Scientific, Madrid, Espafia) a partir de la técnica
propuesta por de Vega y Poppi (1997). La concentracién de Ky P en el purin se determinaron por

espectrofotometria de masas (método PT-FQ-PU-06 y PT-FQ-PU-09, respectivamente).

La concentracion de N-NHz en contenido cecal, colon y purin fue determinada por el método
propuesto por Chaney y Marbach (1962) y la concentracion de AGV se determiné de acuerdo con la

técnica propuesta por Jouany (1982) [descrita en apartado 4.1.2.6.3 b].

4.2.2.6. Extraccion de ADN y determinacion de la concentracidn bacteriana de arqueas metanogénicas

hidrogenotréficas y acetoclasticas (Methanosarcina spp. y Methanosaeta).

La extraccion y determinacion se realizd segun fue descrita en los apartados 4.1.2.6.3d -
41.2.6.3e.
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4.3. Calculos y analisis estadistico.
4.3.1. Puesta a punto.

El tratamiento estadistico de los datos correspondientes a los siguientes pardmetros, Peso vivo,
Ganancia media diaria (GMD), Ingestion media (IMD) y el indice de conversién (IC) se analizé
mediante SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC) en procedimiento PROC GLM, utilizando el modelo:

Yig=p + Si+ M+ (Sx M);+ Eik
Siendo: Yj«, variable dependiente; v, valor medio; S;, fase de crecimiento (1y 2); M;, bloque (modulo

estanco: 1 a 4); la interaccion (S x M); y el Ejx , error experimental.

Los valores de emision (en los mddulos estancos [ME] y Fosas) diaria absoluta (g/animal), relativa
al PV (mg/kgPV) o corregidas por el PV metabdlico (mg/kgPV0975) se estimaron mediante la siguiente

ecuacion:
E-= ((CS—Ce)*V)

n

Siendo: E , la emision (mg/n); Cs , la concentracion ponderada a la salida del ME (mg/m3); Ce , la
concentracién ponderada a la entrada del ME (mg/m?3); V', volumen de renovacién de aire (m®/dia) y n,
la unidad de expresion (numero de animales en ME, o unidades de masa en ME: kgPV o kgPV0.75,

volumen de purin (m3 en fosa) o area de fosa (m?2).

El andlisis de varianza de las diferencias entre tratamientos registradas en la emisién diaria de
gases (CHs y NH3) se realizd mediante el paquete estadistico SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC),
usando el procedimiento PROC MIXED, el dia fue considerado como medida repetida, los datos se
analizaron siguiendo el modelo:

Yik=M + Fi+ Dj+ Mk + Ejn
Siendo: Yiju , variable dependiente; u , valor medio; F;, fase de crecimiento (i =1, 2); D; , dias (1y 2);

My, bloque (modulos estanco: 1a 4)y Eji, el error experimental.
4.3.2. Produccién potencial de CH4 “in vitro”.

Para transformar los valores de presion (y, mbar) a volumen de gas (x, ml), se establecié una
funcion lineal (R? = 0,9984) a partir de la presién generada con volumenes de aires conocidos, de esta
forma la ecuacion que se obtuvo fue la siguiente:

y=11,46"x - 0,289;

Siendo: x , la presién (mbar) e y, volumen (ml).
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El analisis de las diferencias entre tratamientos registradas en la produccion de gas, CHs y la
concentracion de este ultimo asi como el pH fueron analizados estadisticamente mediante el paquete
estadistico SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC), procedimiento PROC MIXED, considerando dia de
muestreo (D) como medida repetida y las botellas dentro de cada bloque (B, tanda) como efecto
aleatorio. El disefio se ajusto al siguiente modelo:

Yikims = M + Bi + P; + Sk + Li + Dm + (BxP);; + (BxS)i + (BXD)is + (PxS)jk + (PXD);s + (PXL)j + (SXD)ks

+ (LxD)ss + Eijkims
Siendo: Yijums , variable dependiente; u , valor medio; B;, efecto tanda (2 repeticiones o tandas); P; ,
concentracion de purin (20:80, 40:60 y 60:40); Sk, tipo de sustrato (blanco, paja de cereal y pulpas de
manzana y remolacha); L;, dosis de co-inéculo (0, 5y 10%); Dm , periodos de muestreo (produccion de
gas y metano, las determinaciones se realizaron los dias 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56) para las
determinaciones de pH (dias 0, 25 y 56); figuran también las interacciones dobles de los efectos
principales y Ejkms, €l error experimental. En los pardmetros quimicos de fermentacion (AGV, N-NHg4*)
y la cuantificacion bacteriana (qPCR) las determinaciones sélo se realizaron en una sola tanda de

repeticion.

Para el tratamiento de los resultados y andlisis estadistico de las concentraciones de bacterias
totales y arqueas metanogénicas se procedio a transformar el nimero de copias a su logaritmo [log10].
Se determiné también la cuantificacion relativa de arqueas asi como la relacién entre el nimero de
copias del gen mcrA con respecto al nimero de copias del gen 16S rADN (ACt = Ct AM- Ct bacterias

totales).

Las diferencias estadisticas entre tratamientos se compararon mediante el test de Tukey, y las
diferencias se declararon como significativas a partir de P<0,05. El nivel de correlacion entre el nimero
de copias del gen mcrA y la produccion de CH4 se determin6 a partir del test no paramétrico de

Spearman.

Para el anélisis de la evolucion de las producciones de CH4 en los medios de incubacién se utilizé
un modelo Gompertz (Lay et al., 1997). EI modelo considera la duracion del desfase inicial (1) en la
produccién de metano (dias); R , el ritmo fraccional de produccion (en ml CH4/gMO/dia) y B , el

potencial maximo de produccién (ml de CH4/gMO).
R xe
B = By * Exp {—Exp[B—(l —t) + 1]}
0
Siendo: B, es la produccion acumulada de metano; A , el desfase inicial; Bo, la produccion potencial de

metano y R, la velocidad de produccién.
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Para comparar las estimaciones obtenidas a partir del modelo Gompertz y la produccion real
acumulada (dia 56) se aplico el Test de Tukey. Los datos fueron analizados mediante procedimiento
PROC MIXED en SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC), considerando la botella de cada bloque (B,
tanda) como efecto aleatorio, el disefio se ajusto al modelo:

Yhik=M + Bn + Si+ M; + Enix
Siendo: Yhix , la variable dependiente; u , valor medio; B , efecto tanda (2 repeticiones o tandas); Si,
tipo de sustrato (blanco, paja de cereal y pulpas de manzana y remolacha); M;, dosis de co-inéculo (0,

5y 10%) y Enix , error.
4.3.3. Andlisis correspondiente a la Fase de transicion

El tratamiento estadistico de los datos correspondientes a la GMD, IMD e IC se realizd mediante
el SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC), procedimiento PROC GLM, utilizando el modelo:
Yig=p + Si+ M;+ (S x M);+ Eik
Siendo: Yik , variable dependiente; 1, valor medio; S;, efecto semana (4, 6, 8 y 10); M;, bloque (1 2);

la interaccion (S x M); y el Ejk , error.

Para analizar las diferencias en la evolucidn circadiana de la concentracion de gases se utilizé el
paquete estadistico en SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC), procedimiento PROC MIXED, incluyendo
el tiempo (h) como medida repetida segun el modelo:

Yik =M + Hi+ Dt Sk+ (H x D)+ Ejw
Siendo: Yjum , variable dependiente; u, valor medio; H; , horas de muestreo (i = 3:00; 10:30; 13:30;
16:30 y 19:30); D;, dias de muestreo (1 2); Sk, sala: 1y 2 (considerado como blogue); la interaccion

(H x D)y el Eju , error.
4.3.4. Efecto PB y FND sobre parametros productivos y emision gaseosa.

La digestibilidad aparente (%) de diferentes componentes de la racion (MS, MO, CHO, FND, EE y
N-total) a nivel de ciego, colon medio y recto se determind a partir de la concentracion de marcador
indigestible (Cr203) en la racién (CMa) en relacién a la concentracion del marcador en las diferentes
secciones del tracto digestivo (CMx), segun la siguiente ecuacion:

Digestibilidad aparente N, % =100 [100 (CMa / CMx) (Nx / Na)]
Siendo: N, nutriente; CM, , concentracion del marcador en el alimento (%); CMx , concentracion del
marcador [en contenido de ciego, colon medio o recto] (%); Nx , concentracion del nutriente [en

contenido de ciego, colon medio o recto] (%); Na, concentracién del nutriente en el alimento (%).
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Para el célculo de la emisién de los gases (CH4, NH3 y N2O) ajustados a la temperatura se

utilizaron las siguientes ecuaciones:

i Transformacion ppm a mg/ms;
Concentracién (mg/m?3) = [Concentracion (ppm) x Peso molecular (g/mol)] / 24,04 L/mol
Siendo: 24,04 L/mol, (20°C y 1 atmdsfera)

ii: Relacién entre volumen de gas y temperatura ambiente:
Volumen molar = [(R x T)/ P]
Siendo: R, 8,2054 x 10 (L/atm/ K-' mol"); T , temperatura en grados Kelvin; P, presion del gas

(Atmdsferas).

iii: Emisiones totales de GEI:

Er=[(Qx (Cs - Ce))]
Siendo: Er = Emision total [mg /d] para cada GEI; Q , caudal de la ventilacion (sala) o en la bomba
peristaltica (fosa) [m®%/dia y L/m2, respectivamente]; Cs , concentracién ponderada de cada gas a la
salida de los modulos [mg/m?] para cada dia de muestreo; Ce , concentracién basal ponderada,

exterior o de entrada de cada gas [mg/m?].

Las emisiones (GEI) de la fosa de deyecciones se calcularon con la ecuacion siguiente:
Er =[((QxA) x (Cs - Ce))]
Siendo: Er = Emision en [mg / dia] de cada gas; Q, caudal de la ventilacién (sala-= modulo estanco) o
de la bomba peristéltica (fosa) [m3/d]; A , Area m? de la fosa de deyecciones; Cs , concentracion
ponderada de cada gas a la salida de las CFC [mg/m3]; Ce , concentracion basal ponderada exterior o

de entrada de cada gas [mg/m3].

La emision entérica de gases se calculd con la ecuacion siguiente:
Ee=Er-Er
Siendo: E , emisidn entérica [mg/h/ kg PVO75); Et, emision total [mg/h/ kg PVO75]; Er , emision en fosa
[mg/h/ kg PV0.75],

El valor fertilizante del purin fue calculado al multiplicar el contenido de nutrientes (N-P-K) en MS,

por la densidad aparente en suspension (Alvarez-Rodriguez et al., 2013).

Los parametros productivos (IMD, PV, GMD, IC, eficiencia energética y EGD), coeficiente de
digestibilidad aparente y cantidad de nutrientes digeridos (MS, MO, PB, FND, EE y CHO) fueron
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analizados segun un analisis de varianza de medidas repetidas en procedimiento PROC MIXED. El
disefio se ajustd al siguiente modelo:

Yigm= M + Pi+ A+ PB¢+ FND; + (P x PB)j + (P x FND)i + (PB x FND)« * Ejjxim
Siendo: Yjum , variable dependiente; u , valor medio; P;, efecto edad o periodo (i = semanas: 6 a 11,
12 a 16, 17 a 21); A;, animal/grupo efecto aleatorio dentro del grupo j; PBx , efecto nivel de PB (k = AP,
BP); FND;, efecto del nivel de FND (I = AF, NF), y Ejim , error experimental.

Los coeficientes de digestibilidad aparente y cantidad de nutrientes digeridos (MS, PB y FND) en
cada segmento del intestino grueso (ciego, colon medio y recto) a 21 semanas de edad, pardmetros de
fermentacidn (NHs, pH, concentracién de AGV y sus proporciones molares) y poblacién microbiana
(absoluta: BT y AMH; relativa: AMH, Methanosaeta spp. y Methanosarcina) fueron analizados con el
mismo procedimiento estadistico, aunque el efecto edad (periodo) fue eliminado y se incluy6 el

segmento intestinal como factor fijo.

Las caracteristicas de la canal se analizaron mediante el paquete estadistico SAS V.9.3 (SAS
Inst. Inc., Cary NC), mediante un modelo lineal (PROC GLM), considerando efectos fijos el nivel de PB,
FND y su interaccion, asi como el PV a sacrificio como covariable. Las diferencias entre grupos de
clasificacion de canales se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado (Procedimiento FREQ) del
paquete estadistico SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC).

El analisis estadistico de los valores relativos a las concentraciones de gases (NH3, N2O y CHa)
se realizé utilizando el paquete estadistico SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC) y el procedimiento
PROC MIXED, considerando la hora de muestreo como medida repetida. El disefio se ajusté al
siguiente modelo:

Yigm=p+Pi+Aj+PBi+FND;+(PxA)i+(PxPB)ic+(PxFND)i+ (AXPB)j+(AxFND);i+(PBXFND)k+(PxAXPB)ij+(Px
AXFND);j+ Eijim

Siendo Yijum , variable dependiente; u, valor medio; P;, efecto edad o periodo (i = semanas: 11, 16,

21), A;, horalgrupo efecto aleatorio dentro del grupo j; PBk , efecto nivel de PB (k = AP, BP); FND,,

efecto del nivel de FND (/= AF, NF), se consideraron también las interacciones dobles y triples y Ejim ,

error experimental.

El analisis estadistico relativo a la emision de gases se realizé a partir de la media ponderada
para cada dia de muestreo, los anélisis se realizaron con el mismo modelo descrito previamente, pero

considerando el dia como medida repetida, y el periodo como efecto aleatorio.
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La evolucion de la produccion de metano (in vitro) de las deyecciones y heces de cerdos (purin
artificial) se analizé utilizando el modelo que mejor se ajusté a las curvas de produccion (Gompertz),
cuyos parametros se describen en inciso b del apartado de anélisis estadistico. Los pardmetros
calculados en el ajuste del modelo Gompertz y en la produccion acumulada de CHs al dia 56 fueron
analizados mediante procedimiento PROC MIXED en SAS V.9.3 (SAS Inst. Inc., Cary NC),
considerando como random la tanda (o repeticidn) dentro de la fase, el disefio se ajustd al siguiente
modelo:

Yghik =M + Bg + Fr + PBi+ FND; + (FXPB)p + (FXFND)y; + (PBXFND); + (FXPBXFND)nj + Eghijk
Siendo: Yghik , la variable dependiente; u/, valor medio; By, efecto tanda (3 repeticiones o tandas); Fr,
efecto fase (1 a 3); PB;, nivel de proteina (AP y BP); FND; , nivel de FND (AF y NF); figuran también

las interacciones dobles, triples y el Egni , error experimental.

A causa de desigualdad de las diferencias el célculo de los errores estandar y los grados de
libertad se realizaron por el método Kenward-Roger. Las diferencias entre las medias minimo
cuadraticas fueron evaluadas por prueba de Tukey. Los datos se presentan como medias de minimos
cuadrados y sus errores estandar asociados. El nivel de significacion se fijo en 0,05. Interacciones
entre efectos fijos (segundo grado) no fueron retiradas de los modelos y ellas son comentadas

especificamente al alcanzar relevancia estadistica.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estimacion directa de la emisiéon de gases en instalaciones convencionales: Emision

entérica vs emision de las deyecciones.
5.1.1. Condiciones de muestreo.

En la Figura 5.1.1 se presentan las variaciones diarias en la temperatura y humedad relativa
registradas en los meses de Mayo a Julio, en los que se puso a punto el procedimiento experimental,
se presenta también los dias en los que se registraron precipitaciones y que, en general, coincidieron
con los cambios méas acusados en lo que respecta a temperatura y humedad relativa. Se presentan

también los valores correspondientes a la temperatura registrada en el purin de la fosa.
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Figura 5.1.1. Temperatura (°C) y humedad relativa (%) registrada en los modulos estancos (ME),
precipitaciones (mm o L/m?) registradas en el exterior de los ME y evolucion de la temperatura en la

fosa durante el ensayo [22 de mayo a 30 de julio 2011].

La emisién de gases (NHz y CHy) se analizé y cuantificd durante 72 h consecutivas, las primeras
24 h se destinaron a equilibrar el sistema mientras que en las 48 h restantes se procedi6 a la
cuantificacion de la emision gaseosa. Tal como se describe en el apartado 4.1.1.2 (Material y
métodos), el muestreo y la cuantificacién de la emisién de gases en los mddulos estancos (ME) y en
las fosas se realizo en periodos consecutivos, pero diferentes (i.e. la emision gaseosa se realiz6 los
dias 21, 22 y 23 de Junio para el ambiente e inmediatamente después, los dias 24, 25 y 26 las

emisiones en fosa). La limitacién en los canales de muestreo (ver cap. 4.1.1.2) nos imposibilitd realizar
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de forma simultanea ambas determinaciones. Esta falta de simultaneidad podria resultar una fuente de
error en la medida que los factores ambientales (principalmente temperatura) puedan afectar a la
emision de los diferentes gases objeto del presente estudio (Blanes-Vidal et al., 2008; Saha et al.,
2010). No obstante en la Figura 5.1.1 se aprecia como la temperatura y probablemente el resto de las
condiciones ambientales registradas en la fosa fueron bastante estables y por ello el error relativo a la

falta de simultaneidad entre muestreos (Fosa vs ME) deberia de tener escasa relevancia.

Los cambios medioambientales registrados dentro del periodo analizado (principalmente durante
el mes de Junio) pudieron alterar la emisién gaseosa y sin duda, un muestreo y analisis continuo de
dicha emisiéon nos permitiria analizar con mayor precision los niveles de emision. Sin embargo, el
modelo de medida propuesto y las condiciones de estanqueidad que requiere es incompatible con el
normal funcionamiento de la explotacién (alimentacion, limpieza, etc.), por tanto entre ambas opciones
optamos por el muestreo discontinuo en el periodo final de cada fase de cebo manteniendo las

condiciones “normalizadas” o comerciales de explotacion.

Este Ultimo punto es crucial en el planteamiento del presente trabajo y por ello otra de las
incertidumbres que se nos plante6 en el disefio del protocolo experimental fue el periodo de llenado de
la fosa. En este sentido, la variabilidad temporal existente es notable (Babot et al., 2011) y atendiendo
al planteamiento experimental y las condiciones fisicas de la nave se decidi6 considerar un periodo fijo

de llenado (de 7-10 dias) para establecer los niveles de emision gaseosa.
5.1.2. Animales: Parametros productivos.

El tipo de animales, raciones y condiciones experimentales fueron descritos anteriormente
(Apartado 4.1.1.4). En este apartado se presentan los indices productivos obtenidos con los hibridos

comerciales y a los rangos de pesos en los que fueron obtenidos (Tabla 5.1.1).

Tabla 5.1.1. Resultados productivos [Pesos vivo (PV), Ganancia media diaria (GMD), Ingestiéon media
diaria (IMD) y indice de conversion (IC= relacién pienso/ganancia] para cerdos en cebo, alimentados
en dos fases con una racién convencional hasta 100 kg PV final.

ltems FI(33-62 kg) FIl (62100 kg) s.e. Significacion
PV (kg) inicial en fase de alimentacion 33,570 61,952 0,966 b
GMD (g/d) 810,0b 1.058,62 18,845 b
IMD (kg/d) 1,82b 2,572 0,042 b
IC (kg/kg) 2,30 2,48 0,068 ns

1. Efecto fase de crecimiento. b Superindices diferentes indican diferencias estadisticas entre fases (P<0,05).
ns = P>0,05, ** = P<0,001
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Considerando la concentracion energética de las raciones utilizadas (3.3 Mcal: Fl'y 3.2 Mcal: Fll)
los consumos medios registrados (1.820 g/d y 2.570 g/d) se corresponden con la ganancia media
diaria (810 g/d Fl y 1.060 g/d Fll) y los indices de transformacion (2,3 kg/kg Fl'y 2,48 kglkg FlI).
Consumos, crecimiento e indices de transformacion coinciden con los rangos descritos en la
bibliografia referente a este sistema de produccién (ADAS, 2007; Alvarez-Rodriguez et al., 2013;
Madrid et al., 2013; Philippe et al., 2011). Los animales fueron vacunados previo inicio del experimento,
para Circovirus y Mycoplasma (Vacunas: Enterisol® lleitis, Ingelvac CircoFlex® y Ingelvac MycoFlex®,
respectivamente). En cualquier caso el tipo de animal, condiciones de alimentacion y el patron de
crecimiento coincide, en general, con las condiciones convencionales descritas para este tipo de
explotaciones con lo cual, consideraremos que los niveles de emision registrados deberian de ser
representativos de los que se registrarian en los cebaderos comerciales en los que reproducen este

tipo de instalaciones.
5.1.3. Ventilacion: Flujos de salida.
5.1.3.1. Mddulos Estancos (ME).

La renovacion de aire de las naves se realiza con un doble propoésito, reducir la concentracién de
gases molestos o toxicos (NHz > 15 ppm) que puedan afectar tanto a animales como a los operarios y,
con temperaturas elevadas, refrigerar la nave. En nuestro caso el proceso de renovacion de aire debia
ser compatible con una deteccidn consistente de los gases analizados. De esta forma, la intensidad de
extraccion se reguldé mediante el incremento gradual (8, 10, 15, 20 y 30%) del extractor de cada uno de
los ME. De esta forma para cada ME se determind la correlacion entre la potencia del extractor (x, %) y

el flujo o velocidad del aire (y, ms). Las ecuaciones obtenidas para cada ME fueron las siguientes:

ME1: y=7,1702x + 4,419 R2:99,28
ME 2: y=7,2207x + 3,4976 R2:99,97
ME 3: y=16,3194x + 3,2295 R2:98,49
ME 4: y=6,0461x +5,7913 R2:99,60

En la Tabla 5.1.2 se presenta para cada ME, el potencial de utilizacién de los extractores y el flujo
de aire resultante para cada fase de muestreo. Como se aprecia en la tabla el flujo medio de aire fue
inferior en la FI (29,8 d.e. 2,1 m%min) respecto al de la Fll (32,9 d.e. 2,82 m¥min) y ello fue asi por los
incrementos en la temperatura media ambiental registrada que exigié una mayor ventilacién de la nave

y en segundo lugar por un incremento en el peso, ingestion y excrecion de deyecciones en los
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animales experimentales. En cualquier caso la concentracion de los gases analizados, tanto cuando lo
fueron por cromatografia de gases (CH4) o por deteccion electro-quimico (NH3) se situaron dentro de

los limites de deteccion establecidos tal como se describié en el Apartado 4.1.1.4.3.

Tabla 5.1.2. Potencia de extraccion (potencia 0,26 Kw; caudal maximo 4000 m3/h) y flujo de aire

registrado en los cuatro mddulos estancos (ME) en ambas fases experimentales.

items _ Fase I_ _ _ Fase II. .

% de la potencia  Flujo de aire (m3/h) % de la potencia  Flujo de aire (m3/h)
ME 1 33 1.803,3 35 1.929,5
ME 2 32 1.785,7 34 1.911,3
ME 3 28 1.773,3 30 1.916,4
ME 4 30 1.811,4 32 1.961,0
Media estimadat 1.793,4 1.929,5
Media realt 1.785,91 (d.e. 126) 1.975,8 (d.e. 169)

t Corresponde al valor medio calculado al aplicar ecuaciones de prediccion obtenidas para cada ME,
1 Es el valor medio de las mediciones in situ de los ME.

En la Tabla 5.1.3 se presentan las condiciones ambientales, referidas a temperatura interior y
exterior de los ME registradas durante los controles de ventilacién. Citar que dichas condiciones se
enmarcan, en lo que respecta a temperatura y humedad relativa del aire, dentro del rango normal en

estas épocas de afio: primavera principios de verano.

Tabla 5.1.3. Temperatura ambiente (T2 Exterior), interior (T@ Interior) y humedad relativa (H. Relativa)

en cada uno de los mddulos estancos (ME = 4).

item Fasel Fase ll
T2 Exterior T2Interior H.Relativa T2 Exterior T2Interior  H.Relativa
Modulo Estanco 1 23,28 55,3 27,13 55,0
ME 2 23,60 (1) 27,56 54,9
ME 3 23,11 57,7 27,15 571
ME 4 22,86 571 26,86 55,3
Media 209 23,21 56,7 26,6 27,18 55,6

(T); No registrd la HR para él ME en la Fase |.
5.1.3.2. Campanas de flujo continuo (CFC).

La emision de gases en las fosas de deyecciones de cada uno de los ME se realizo “in situ”. Para
ello se disefiaron las campanas de flujo continuo “CFC” (Apartado 4.1.1.3) que permitieron aislar una
parte de la superficie del purin (283 c¢cm?). Diferenciar las emisiones entéricas o digestivas de las
procedentes de las deyecciones es una tarea que entrafia ciertas dificultades, citar que en la mayoria
de los trabajos existentes (Tabla 5.1.7) al respecto se basan en aislar una fraccion discreta de purin y
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mantenerla en condiciones aisladas de aerobiosis similares a la de la fosa y de esta manera se
pretende simular los procesos de fermentacion que acaecen en el purin. No obstante, en condiciones
normales de almacenamiento el purin esta sometido a un proceso de renovacion constante en el cual
las deyecciones recientes se adicionan de forma natural a las almacenadas en un proceso continuo
que finaliza con el vaciado de la fosa. Mantener este intercambio de nutrientes constante fue el
objetivo que se pretendi6 mediante el disefio de las campanas. Las CFC permitieron mantener la

dindmica del purin dentro y fuera de la campana.

El segundo problema que se planteé fue como simular las condiciones de aerobiosis que se dan
en la fosa de deyecciones, entendiendo la relacion estrecha que existe entre los niveles de
aerobiosis/anaerobiosis y la produccion de CH4. Y también en sentido contrario como la excesiva
aireacion del purin pueda activar a las bacterias ureoliticas e incrementar la produccion de amoniaco
(Aarnink et al., 1996; Dourmad y Séve, 1997). Como balance entre ambos procesos se decidid
mantener un flujo minimo (1 L/h 0 3,5 ml/cm2/h) que permitiese niveles de aireacion que simulasen las
condiciones de la fosa a la vez que permitiese una determinacion analitica consistente de los gases

analizados.

En Tabla 5.1.4 se presentan las condiciones fisico-quimicas registradas en el purin (i.e. pH,
profundidad, temperatura y flujo de renovacién), siempre tras un periodo de siete dias de
llenado/almacenamiento de deyecciones en la fosa. Sefialar que las condiciones que se mantuvieron
en las fosas fueron mas constantes que las que se registraron en el ambiente. El nivel de pH tendié a
la neutralidad y los niveles de aireacién de la superficie del purin se situaron alrededor de los 35
L/m2/h.

Tabla 5.1.4. Valor medio de la temperatura, pH y profundidad del purin junto con el ritmo de aireacion

de las CFC, expresado L/m?/h (n = 4 Fosas).

item Fasel Fase ll
Valor d.e. Valor d.e.
Temperatura en Fosa (°C) 24,79 0,84 25,55 0,81
Flujo de aire (L/m2/h) 36,32 1,45 33,90 0,80
pH 7,24 0,07 7,35 0,07
Profundidad media (cm) 20,04 567 2243 9,12

5.1.4. Protocolo de muestreo.

Tal como fue descrito en apartado 4.1.1.2, el aire exterior (sin contaminacién o con minimos que

consideraremos como basales) y el expulsado (exhausto) fueron muestreados continuamente

93



5.1. Resultados y discusion

mediante una bomba peristaltica. Las muestras se almacenaron a tiempos discretos (c/3 h) y en esta
fase previa no se realizaron muestreos nocturnos. En la Figura 5.1.2 se aprecia la evolucion circadiana
que se registro en la concentracion de metano (a) y amoniaco (b), respectivamente, en los ME y en las

dos fases de cebo analizadas.

16 ——F| 5
14 - F||
RV - 4
E 10 53
s 8 =
Z ° g
4 1
2
0 . 1 . 1 . 1 . 1 . | 0 . 1 . 1 . 1 . 1 . |
730  10:30  13:30 16:30  19:30 7:30  10:30  13:30 16:30  19:30
a) Horas b) Horas

Figura 5.1.2. Evolucién (n = 4 mddulos) de la concentracién diaria de CH4 (a) y NH3 (b) registrada a

diferentes tiempos de muestreo, corresponde a dos fases de engorde de cerdos.

La concentracion diaria de CH4 y entre fases de cebo mostré un comportamiento variable, los
valores medios en el caso del CH4 para cada fase fueron de 5,77 y 3,76 s.e. 0,665 mg/m3 para la Fl y
Fll, respectivamente. Respecto a las concentraciones de NHs, también se apreciaron variaciones
relevantes e irregulares a lo largo del dia y entre fases. La concentracion media de amoniaco en el
ambiente increment6 con el peso-fase, las concentraciones medias fueron de 2,63 y 3,21 s.e. 0,367
mg/m3, para las Fl y Fll, respectivamente. En ambos casos los valores registrados se encontrarian
dentro de las concentraciones consideradas como inocuas y muy por debajo del limite considerado
toxico del NH3 (< 50 ppm, Babot y Rebuelta, 2009; Banhazi et al., 2008).

Es necesario en este punto sefialar que la concentracion de gas en los ME va a estar
determinada i) por los niveles de emision y ii) por el nivel de ventilacion del compartimento, el cual se
incrementd con la fase de cebo. Considerando que el nivel de ventilacion fue constante, es dificil
especular sobre el origen de las variaciones registradas y podrian ser atribuidas a diversas razones
relacionadas con el animal (ingestion, actividad, bebida, etc.) o el ambiente (temperatura, humedad

relativa, viento, etc.) que incluiria factores de manejo (entrada de operarios, manipulaciones, etc.).

En cualquier caso las fluctuaciones en la concentracion de gases son habituales y han sido
descritas previamente (Jeppsson, 2002; Osada et al., 1998). En los mismos términos se pueden

expresar las variaciones registradas en la emision de gases a partir de las deyecciones (CFC),
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considerado dos salvedades, si se pretende comparar ambas concentraciones: la primera es el flujo de
aire constante a través del sistema y en el segundo los menores niveles de ventilacidn utilizados.

Dichas variaciones se presentan esquematizadas en la Figura 5.1.3.
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Figura 5.1.3. Evolucion circadiana de la emision de CHa4 (a) y NH3 (b) de las deyecciones almacenadas

en la fosa.

En la Figura 5.1.3 se muestra la evolucion diaria en las concentraciones de amoniaco y metano
procedente de la renovacion del aire del espacio de cabeza de las CFC, la concentracion media fue de
11,92 y 9,94 s.e. 2,835 mg/m3en el caso del NHs y de 7,2 y 8,5 s.e. 1,41 g/m3 para el caso del CHy
registradas en las fases de crecimiento | y Il, respectivamente. Como cabia esperar las variaciones en
las concentraciones registradas fueron menores dado que sélo deberian estar modificadas por
aquellos factores capaces de alterar las condiciones de fermentacion del purin (i.e. temperatura, pH,
osmolaridad) aunque el ritmo de incorporacion de material a la fosa (excretas, pienso o agua) pueda

tener también su importancia al comparar las concentraciones registradas en ambas fases.

Las variaciones registradas en las concentraciones gaseosas en los ME y CFC muestran
claramente el escaso valor de un muestreo puntual o parcial (= 3 h) si se pretende determinar los
niveles de emision total en un sistema abierto, convencional, como es nuestro caso. Es dificil suponer
que la variabilidad registrada en los ME pueda ser debida al muestreo directo en chimenea, ni que un
muestreo puntual pueda incrementar la precision sobre colecciones continuas con intervalos de
muestreo de 3 h. Considerando los resultados anteriormente expuestos se descartd la idea de
muestreos puntuales o parciales para determinar la emision gaseosa total y se optd en el resto de

ensayos por colecciones continuas de gas, aunque ello suponga un mayor esfuerzo experimental.
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Tabla 5.1.5. Emision diaria de gases (NHs y CHa), expresados en valores absolutos (g) o referidos al peso metabdlico (mg/kgPV075) registrada en los modulos
estancos (ME) en los que se alojaron los animales, cerdos linea paterna Pietrain y linea materna, Landrace x Duroc alimentados con raciones convencionales
alos 59,5 s.e. 1,08 kg (FI) y 96,8 s.e. 1,09 kg (FlI).

Gas Fase | Fase ll s.e. Significacion de fase
gan/d mg/kgPV0%75 gan/d mg/kgPV0%75 gan/d mg/kgPV075 gan/d mg/kgPV075

NH; 7,02 318,2 10,10 3211 1,34 45,12 ns ns

CH4 15,70 712,62 11,56 366,5b 1,96 87,49 0,05 b

Medias con superindice diferentes (2 ) indican diferencia significativas entre fases de crecimiento (P<0,05). ns=P>0,05, ***=P<0,001

Tabla 5.1.6. Emisiéon de NH3 (g an/d o mg/kg PV) obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

proteina, tipo de suelo y temperatura.

Referencia Tipo de suelo Procedimiento  Pesovivo PB(g/100g  Temperatura Emision
[Emparrillado] Analitico (kg) MF) °C g an/d mg/kg PV
Blanes-Vidal et al. (2008) Parcial Fotoacustico 86-122,5 17,4 5.€.0,5 1219 s.e. 28,8
European Commission Total > 30 3,7a82
(2003) Parcial 25a6,6
Sélido o yacija 56a11
Fernandez et al. (1999) 51,1-107 19,2-194 124y 20,7 12,9-15,9
Madrid et al. (2013) Parcial Infrarrojos 59,3-92,2 17,2-15,3 16,3-20,7 17,7
60,6-94,7 15,5-15,1 94,2
57,4-91,0 14,3-13,9 85,5
Osada et al. (1998) Parcial Fotoacustico 31,9-87,1 16,4y 16,6 3,0y3,23
Philippe et al. (2007a) Total Fotoacustico 23,4-110,2  18,1-15,6 20,5s.e.1,0 498 s.e.0,85
Philippe et al. (2007b) Total Fotoacustico 23,8-111,7  18,1-153 20,5s.e.0,7 4,01a7,67
Sun et al. (2010) Parcial Infrarrojos 20,0-120 18,2 s.6.4 71-292t
Total 18,8 s.e. 3,7 95,6-304 41

tmglkg PVO75
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5.1.5. Emisiones de metano y amoniaco a partir de los médulos estancos (ME).

En las condiciones descritas previamente referidas a animales, condiciones y protocolo
experimental, se presentan en la Tabla 5.1.5 las emisiones medias de CH4 y NHj3 totales, obtenidas en
los ME, en ella se aprecia como los niveles de emision de NH3 incrementaron con la edad de los
animales, aunque al expresar los niveles de emisién por unidad de peso (Peso metabélico, PV0.75),

dichos valores se mantuvieron practicamente constantes.

En este apartado se presentan los resultados relativos a las emisiones obtenidas con el protocolo
experimental disefiado y descrito anteriormente (Apartado 4.1.1), y su magnitud se compara y valida
con los valores previos propuestos en diferentes trabajos bibliograficos en los que también se han
analizado las emisiones de gases contaminantes o con efecto invernadero, en condiciones
experimentales similares a las propuestas en el presente trabajo. Inicialmente se comparan los
resultados registrados con la emision de NH3 y en la Tabla 5.1.6 se presentan dichos valores.
Analizando aquellos factores que puedan tener una incidencia directa sobre los resultados obtenidos
(i.e. peso, nivel de PB de la racién, tipo de suelo, temperatura y procedimiento analitico). Dichos

parametros se detallan en la tabla.

Mayoritariamente los valores presentados se refieren a emisiones registradas en la fase de cebo
con pesos iniciales entre los 30-50 y finales de 100 kg. Dentro de estas caracteristicas productivas, el
tipo de suelo del alojamiento o corral (emparrillado total, parcial y sin emparrillado o yacija) va tener
una relevancia fundamental (European Commission, 2003). En nuestro caso las determinaciones se
realizaron con un emparrillado parcial (52% de emparrillado) de los alojamientos; bajo estas
consideraciones nuestros niveles de mision variaron en funcién de la fase de cebo, entre los 7,2 y
10,10 g/d 0 117,9 y 104,4 mg/kg PV para pesos medios de 60 y 97 kg PV, se situaron en los rangos
propuestos en bibliografia (2,5 - 18,2 g/d: European Commission, 2003; Fernandez et al., 1999; Madrid
et al., 2013; Osada et al.,1998; Sun et al., 2010), al expresar los niveles de emisién por unidad de peso
vivo (PV) nuestros valores encajaron también entre los registros bibliograficos (71-151 mg/kg PV:
Blanes-Vidal et al., 2008; Madrid et al., 2013) y también entre los registrados por kg PV0.75 (Sun et al.,
2010). De la tabla se desprende como la utilizacién de suelos totalmente emparrillados daran lugar a
niveles de emisién mas bajos (European Commission, 2003; Philippe et al., 2007a) y la utilizacién de

suelos solidos o yacijas implica mayores valores de emision (European Commission, 2003).

En relacién al CHs, los niveles emitidos por cerdos en cebo a los 60 y 97 kg PV se redujeron
numéricamente (de 15,70 a 11,56 s.e. 1,96 g an/d) y dicha reduccién alcanz6 significacion estadistica
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cuando los valores de emision se corrigieron por el peso metabolico (de 713 a 367 s.e. 87,9; P<0,05). Del mismo modo que en el caso del NH3, en la Tabla
5.1.7 se presentan los valores mas relevantes publicados, considerando también aquellos factores que puedan ser mas determinantes en dicha emision. Se ha
considerado, siguiendo un esquema similar al que se ha seguido para la emisién de amoniaco, las caracteristicas del suelo de los modulos segun la ocupacion
del suelo emparrillado, peso, temperatura y el procedimiento analitico. Por otra parte es importante sefalar que la mayor parte de los trabajos publicados
corresponden a ensayos en camaras de respiracion, y solo una pequefia parte de los resultados a los que hemos podido tener acceso se han obtenido en
condiciones convencionales de produccion. A pesar de ello los datos existentes se caracterizan por una elevada variabilidad, incluso cuando los valores de
emision se corrigen por el peso de los animales (mg/kg PV%7). Los niveles de emision variaron entre los 16 (Jargensen, 2007) y los 1.171 descritos por
Philippe et al. (2007).

Tabla 5.1.7. Emision de CH4 (mg/kg PVO75 0 mg/kg PV), obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

fibra, tipo de piso y temperatura.

Referencia Tipo de suelo Procedimiento Peso vivo % END Temperatura Emision
Emparrillado Analitico (kg) °C mglkg PV075 mg/kg PV
Atakora et al. (2011) Camaras Infrarrojos 81,2,66,3y74,9 16,4,22,6 y 24,1 630, 758 y 910
Blanes-Vidal et al. (2008) Parcial Fotoacustico 86-122 174 s.e.05 133 s.e. 45
Cao et al. (2013) Camaras Cromatografia 58,7 201y 23 21,5s.e.0,26 120y 76 s.e.14
Christensen y Thorbek (1987) Camaras Fotoacustico 25-120 48y38FB 18-22 101-241
Costa y Guarino (2009) Total Fotoacustico 18,7 (15-21) 410
27 (25,9-27,7) 386
27,5 (23-33,5) 336
Dong et al. (2007)f Parcial Cromatografia 42-90 14-25 64,2 s.e. 23,4
European Commission (2003) Total (Peso x 65 kg) 334 a 523
Parcial 500 a1.321
Yacija 108 a 130
Jietal (2011) Camaras Cromatografia 58,9y 89,4 182 16,2 23,7s.e.3,74 53y 69
Jorgensen (2007) Cémaras 28-94 2,8-40 FB 16-276
Osada et al. (1998) Parcial Fotoacustico 31,9-87,1 16,4y 16,6 368-192
Philippe et al. (2007b) Total Fotoacustico 23,8-111,7 20,5s..0,7 1.171a 532

T Removiendo el estiércol sélido 2 veces/d
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Citar también y en el mismo sentido que en las recomendaciones de European Commission (2003) los
niveles de emision podrian variar -tedricamente- para un animal con un peso vivo medio de 65 kg entre
los 108 y 1.321 mg/kg PVO75. Factores tales como la madurez del digestivo, el tipo de suelo (como fase
intermedia entre animal y sus deyecciones) y la composicion de la racion pueden justificar gran parte
de las diferencias registradas. No obstante, la variabilidad registrada justifica la necesidad de analizar
dichas emisiones en las condiciones especificas que implican los sistemas de produccion

convencionales o comerciales, objetivo fundamental del ensayo.

En nuestro caso los niveles (mg/kg PV075) registrados (de 712 a 336 para cerdos de 60 y 97 kg)
se sitan en el rango propuesto por European Commission (2003) utilizando suelos parcialmente
emparrillados y estaria dentro del rango propuesto por diferentes autores (368 - 1.321: Atakora et al.,
2011; Costa y Guarino, 2009; Osada et al., 1998; Philippe et al., 2007b), aunque menores valores
también han sido descritos (Blanes-Vidal et al., 2008; Cao et al., 2013; Jargensen, 2007).

Coinciden los niveles medios, pero también una reduccion significativa en los niveles de emision
cuando los resultados son expresados por kg de peso metabélico (Osada et al., 1998; Philippe et al.,
2007b). Considerando que la produccién de metano obedece al desarrollo de poblaciones microbianas,
fundamentalmente arqueas metanogénicas que se desarrollan dentro del consorcio metanogénico y
que actian sinérgicamente con otro tipo de poblaciones celuliticas o hemi-celuloliticas, es dificil
entender como la emision de este gas relacionada siempre con la fermentacién de fibra
“‘potencialmente fermentable: FND” pueda disminuir con la edad del animal. Este punto, crucial para

nuestro planteamiento experimental sera estudiado y discutido en posteriores capitulos.
5.1.6. Emisiones de metano y amoniaco a partir de las campanas de flujo continuo (CFC).

En Tabla 5.1.8 se presentan los valores de emision registrados en las CFC a partir de los cuales
se estimo la emision total de las fosas de almacenamiento de purin, las concentraciones registradas en
el aire renovado de la CFC fueron superiores a los registrados en los ME, lo que confirmaria el
aislamiento de los dos sistemas de recoleccion propuestos. Las emisiones de CH4 registrado en el aire
procedente de las CFC representan un 22 y 36% (Fases | y Il, respectivamente) del total de metano

registrado en los modulos estancos.

Sefialar que los valores emitidos de NHs; en deyecciones fueron bajos, muy inferiores a los
registrados en los modulos estancos (< 1%), de hecho a partir del pH registrado en las deyecciones
(7,24 - 7,35) la relacion NHa/NH4* sugeriria un desplazamiento del compuesto hacia su forma
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Tabla 5.1.8. Emision diaria de gases (NH3 y CHa), expresados en valores absolutos (g/d) o referidos al peso metabélico (mg/kgPV975/d) procedente de las
deyecciones almacenadas en la fosa. Las deyecciones procedieron de cerdos en cebo de linea paterna Pietrain y linea materna, Landrace x Duroc

alimentados con raciones convencionales a los 59,5 s.e. 1,08 kg (FI) y 96,8 s.e. 1,09 kg (FlI).

Gas Fase | Fase ll s.e. Significacion
g/d mg/kgPV0.75 g/d mg/kgPVo.75 g/d mg/kgPV075 Fase
NH; 0,006 0,26 0,005 0,16 0,001 0,058 ns
CHq4 3,39 153,2 4,13 129,9 0,628 22,95 ns

t Significacion de la fase al expresar en valores absolutos (g an/d) o corregidos por el peso (mg/kgPV0.75)

Tabla 5.1.9. Emisién de NH3 (g/m?2) de las deyecciones obtenidas a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

PB, tipo de alojamiento y temperatura.

Procedimiento

Referencia Alojamiento Analitico PV (kg) % PB Temperatura °C Flujo m/s Emisién g/m2
Amon et al. (2004) Tanque Espectroscopia 19a18 0a12 0,05-0,51 O0a2t
Amon et al. (2007) Tanque Espectroscopia 16,4y 17,9 1,32y 2,36
Espagnol et al. (2008) Tanque 19,3 0,01-0,1 0,21a0,31
Le et al. (2008) Fosa Trampas &cidas 56-117 12 19s.e.0,6 ME 504 Lim?h 1,12
12 0,69
12 0,95
18 3,11
18 2,68
18 2,07
Le et al. (2008a) Fosa Trampas &cidas 41 14,8 21s.e.0,8 ME 504 L/m?/h 1,21 s.6.0,26
15,4 0,95s.e.0,26
16,1 1,12 s.6.0,6
Le et al. (2009) Fosa Trampas é&cidas 58 12 19s.6.0,6 ME 504 L/m?/h 1,30 s.e. 0,26
15 1,81s.6.0,34
Welford et al. (2003) Camaras 58-94 18y 15 20 0,23 m¥h 0,20a 0,41

t: valores de emision expresados en g/m3; ME, médulo estanco.
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protonizada (Palatsi, 2010a), muy soluble y con ello se justificaria la escasa volatilizacion del NH3

registrada.

Ello indicaria también que la mayor parte del amoniaco emitido del modulo de cebo (ME) no
tendria origen fecal y se generaria en aquellas zonas donde las condiciones ambientales permitierén
mantener una elevada actividad uredsica: tales como aerobiosis, alcalinidad (pH = 7,4) y elevados
niveles de presion hidrica. Sin duda estas condiciones no responden a las del purin y los mayores
niveles de emision se situarian en un entorno que podriamos determinar como “entre fases”, es decir
todas las superficies de interaccion entre aire y purin. En este sentido, es dificil contrastar nuestros
resultados con la bibliografia existente dado que el protocolo utilizado difiere substancialmente de los
que hemos podido encontrar en la literatura. En cualquier caso en la Tabla 5.1.9 se presentan las
referencias mas relevantes de los niveles de emision de amoniaco en sistemas de fermentacion

cerrados “in vitro” 0 en condiciones abiertas como las que se discuten en el presente apartado.

De los resultados analizados se constata que existe una relacion directa entre el nivel de
aireacion de una fosa y el nivel de produccion de amoniaco, dadas las condiciones de aereobiosis que
el proceso de amoniacién requiere (Espagnol et al., 2008), sin embargo, el efecto contrario limitaria la
produccion de metano. Por tanto, al decidir el caudal de renovacion experimental del aire de cabeza de
las CFC se buscé una solucion de compromiso y se utilizé un nivel de renovacién de aire de 35 L/m?/h.
Ritmo de renovacién que pudo modificar la emision de amoniaco (por sus bajos niveles de aireacion),
los niveles de emision registrados (g/m?: 0,06 y 0,042, para Fl y Il, respectivamente) se situaron en el
rango descrito por Amon et al. (2004) cuyas emisiones variaron entre 0 y 2 g/m3. Cuando los valores
fueron expresados en g/m2 (0,012 y 0,01, para Fl y Fll, respectivamente) los valores fueron inferiores a
los trabajos previos de Le et al. (2008, 2008a y 2009) en los que se utilizan camaras flotantes sobre la
fosa con niveles de aireaciéon de 0,5 L/min (0,69 a 3,11 g/m2), incluso comparando con camaras
dindmicas para purin (0,2 a 0,41 g: Welford et al., 2003), aunque en todos los casos los niveles de

aireacion fueron siempre superiores a los 0,7 L3 /m?/s,

Los niveles de emision de CHy si fueron relevantes y explicaron entre el 22 y el 36% de la emision
total, siempre en las condiciones metodoldgicas descritas. Esto es, en los purines almacenados en las
fosas de deyecciones, en un periodo comprendido entre los 7 a 10 dias se dieron las condiciones de
fermentacion que permitieron sintetizar los niveles de CH4 emitidos. Siguiendo la misma estructura que
en el apartado anterior se presenta en la Tabla 5.1.10 las referencias mas relevantes en la emision de
CHa en almacén, emisiones que deben ser interpretadas con las precauciones citadas previamente y

que se refieren al procedimiento de coleccion.
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Tabla 5.1.10. Emision de CH4 (g/m3 0 g/m?) de las deyecciones obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: procedimiento de

muestreo, nivel de PB, temperatura.

Referencia Almacen ~ "rocedimiento oy ) o pp ToC Caudal Emision
analitico m/s g/m? g/m?
Amon et al. (2004) Balsa Espectroscopia 19a18 0a12 0,05-0,51 1,48
Amon et al. (2005) Balsa Espectroscopia 41
Amon et al. (2007) Balsa 16,4y 17,9 0,37 34y5
Blanes-Vidal et al. (2008) Cémara (7 d) Fotoacustico 86-122 18,2 1,85 L/min 6,23s.e 14
Clark et al. (2005) Camaras Cromatografia 50-85 13,9-18,6 2 L/min 42
Loyon et al. (2006) Camaras Cromatografia 0,88 a 2,68
Moset (2010ab) Camaras Fotoacustico 21-fin 15,1 239s.e.185 03103m¥h  419se.08 48a12
Massé et al. (2003) Cémara Cromatografia 15 19,6 s.e. 11 17,s.e. 3,3
10 866se49 35se.18

Zhang et al. (2007) Fosa Cromatografia 500 8a32 0,3 30s.e. 25 0,3s.e.05

Siguiendo un esquema similar al que se ha seguido en apartados anteriores, se han distinguido tres sistemas de almacenamiento del purin (fosa de
deyecciones, camaras dinamicas y balsas exteriores). Al expresar los niveles de emision en relacion al volumen de purin almacenado (g/m3) nuestros valores
de emisién fueron de 31,2y 33,8 s.e. 5,5 g/m3. Estos valores son similares a los determinados in situ (Zhang et al., 2007) y serian claramente superiores a los
registrados en camaras de fermentacion (Blanes-Vidal et al., 2008; Loyon et al., 2006; Massé et al., 2003) o balsas (Amon et al., 2004, 2005 y 2007), aunque

algunos casos la optimizacion de los sistemas in vitro permiten registrar valores de emisién mas elevados (Moset et al., 2010ab).
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5.2. Estimacion de la capacidad potencial de emision del purin: emisiéon de metano.

El purin de cerdo es una mezcla de deyecciones, que incluyen heces y orina junto con agua y
residuos de alimento (Babot et al., 2011) almacenados temporalmente en la fosa y de forma mas
permanente en las balsas. La hidratacion del purin proviene principalmente de las orina, pero también
en diferentes proporciones del agua de rehusado, de la limpieza de instalaciones y también pérdidas
de bebederos. Ademas, los periodos de almacenamiento estan condicionados por la estructura de la
propia granja, gestion de la misma y las condiciones legales impuestas para su uso agricola. Hecho
que se traduce en una composicion del purin muy heterogénea, en general, pero podemos considerar
que en las granjas comerciales en Espafia las concentraciones de MS del purin oscilan entre el 1y
12% de MS y por tanto en el presente estudio acotaremos las concentraciones analizadas a un rango

entre el 2 - 10% (g MS / 100g MF) en purines que no hayan sido excesivamente envejecidos.

Por ello, heces frescas fueron diluidas con orina hasta obtener una concentracion al 10% MS,
posteriormente, una segunda dilucion con agua y soluciones tampén nos permitio obtener
concentraciones de MS en el purin que variaron entre el 2 y el 6%. Para compensar la baja relacion
CIN del purin y mejorar el crecimiento bacteriano, el medio fue suplementado con subproductos
ganaderos y agricolas caracterizados por su contenido microbiolégico y alta proporcién de
carbohidratos estructurales, respectivamente, asumiendo en el caso de los carbohidratos, que el

almidon y fuentes no estructurales fueron previamente digeridos en el intestino del cerdo.

En relacién a la metodologia utilizada nos referiremos también a protocolos experimentales que
sean de alguna forma comparables al protocolo establecido por Theodorou et al. (1994) y que se
caracteriza basicamente por pretender la biodegradacion via anaerobia de un sustrato organico, con la
producciéon maxima de metano (metanizacion) en un tipo de ensayo discontinuo que trabaja a 39 °C,

utilizando pH tamponado y pequefias cantidades de sustrato.
5.2.1. Efecto de la concentracion del purin sobre la produccion de gas y metano.

En la Figura 5.2.1 (a) se presenta la produccién acumulada de gas y en la (b) la de metano a lo
largo del periodo de incubacion. En ambos casos, la emision se vio afectada por la concentracion
inicial (g MS/100g MF) del purin (P<0,001). Asi la produccion de gas fue superior en los purines mas
diluidos (2 'y 4 vs 6%) y ello fue asi a partir del dia 28 de incubacién. La adicién al medio de diferentes
tipos de carbohidratos estructurales interaccion6 significativamente (P<0,0001) con la generacion de

gas. Las pulpas (manzana y remolacha) mostraron una mayor produccion en los purines mas diluidos
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[P=0,005 y P<0,0001 (2%); P=0,0087 y P<0,0014 (4% MS), respectivamente], mientras que las
producciones registradas con la paja no se diferenciaron entre los niveles de diluciéon del purin
(P<0,0001). En relaciéon al metano, su produccion acumulada solo difirid6 numéricamente entre
tratamientos (119,92, 136,84 y 105,86, ml/lg MO para las concentraciones de 2, 4 y 6%,

respectivamente).

La produccién acumulada (T56) de CH4 para las diferentes concentraciones de purin mostraron
rendimientos equivalentes (Figura 5.2.1) a los registrados por autores que utilizaron una metodologia
similar, purin de cerdo con concentraciones que variaron entre el 6,3 y el 13,6% MS, aunque con
periodos de incubacién algo mas prolongados (de 75-82 dias: Campos et al., 1999, 2000 y 2002). En
la literatura existente podemos encontrar valores de produccion de CH4 superiores (290 - 490 ml/g MO;
Jarret et al., 2012), diferencias que deben ser explicadas por las condiciones metodolégicas utilizadas,
i.e. temperatura de incubacién y concentracion del indculo. En este sentido Vedrenne et al. (2008)
sefialan que la produccién de CH4 pueden estar modificadas por la presencia de arqueas exogenas,

concentracion de MS, tipo de sustrato y el periodo de incubacion.

La relacion entre produccién de metano y concentracién de purin no fue lineal, incluso
numéricamente, y en ciertas fases del ciclo de produccion los niveles mas bajos de produccién se

correspondieron con las menores concentraciones.

Tedricamente, la mayor concentracion de purin deberia estar relacionada con una mayor cantidad
de MO disponible (Mgller et al., 2004) o carga microbiana, siempre que un exceso en la concentracion
de MO o en sus productos de fermentacion no limite la actividad de las arqueas metanogénicas (AM)
(Jarret et al., 2011; Santianes et al., 2009). En este sentido el efecto positivo de la dilucién del purin
sobre la producciéon de CH4 fue confirmado por Vedrenne et al. (2008) quienes demostraron un
incremento en la produccion de CH4 y una reduccion del tiempo de incubacién al diluir con agua
deyecciones de cerdas gestantes (del 3,23% al 1% MS) y de cerdos de engorde (del 10,1% al 3,95%
MS inicial).

La presencia o concentracién de lignina podria ser uno de los factores que explique la relacion
negativa entre concentracion de MO y produccién de CH4, la biodegradabilidad de los purines de cerdo
dependera del contenido de lignina, porque es resistente a su fermentacion y porque reduce la
disponibilidad de otros nutrientes (i.e. celulosa, Kaparaju y Rintala, 2005) y sus derivados (grupos
aldehido) ejercen una potente toxicidad sobre las arqueas metanogénicas (Chen et al., 2008). Otro
factor determinante podria ser el pH, asi Jarret et al. (2011) fermentando purines frescos a dos
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diluciones acuosas (g MO/L; 38,8 y 8,9 g MOI/L), obtuvieron un claro incremento en la produccién de
CH4 acumulada, lo que relacionaron con las variaciones en los niveles de pH. El nivel de pH en el
medio de incubacion estara modulado por dos factores fundamentales, la acumulacién de AGV que
acidifican el medio y la accién alcalinizadora por el amoniaco derivado de la degradacién de la urea y
la proteina degradable (Campos, 2001; Flotats, 2010; Moset, 2009).

Por lo tanto, la menor produccién de metano en las botellas conteniendo el purin mas
concentrado podria estar relacionada con el incremento en la concentracion de N-NH4* y ello seria asi
por un aumento en la disponibilidad de proteina degradable (i.e. urea) en la MO. Se ha demostrado
que concentraciones superiores a 3,3 g N-NH4* (1,1 g NH3 libre/L) pueden inhibir la hidrélisis del
sustrato (Vedrenne et al., 2008), reduciendo el ritmo de crecimiento y actividad de la AM (Hansen et
al., 1998).
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Figura 5.2.1. Evolucién de la produccién de gas (a) y metano (b) [ml/g MO] a lo largo del periodo de
incubacion. Los niveles de produccion corresponden a los valores medios de cada concentracion de
purin (2, 4 y 6 g MS/100g MF, respectivamente) (Interaccién concentracion de purin x periodo de

incubacion).

5.2.2. Efecto del tipo de sustrato sobre la produccion de gas y metano.

En la Figura 5.2.2 (a) se presenta la produccion acumulada de gas y en la (b) la de metano para
cada sustrato a lo largo del periodo de incubacion. Aunque, entre los dias 7 y 14 las botellas
suplementadas con las pulpas mostraron una mayor produccién de gas, a partir del 21 dia la
produccién acumulada de gas no difirié entre sustratos (P>0,05). La adicion de sustrato mejord la
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produccion de metano (mi/botella) y los incrementos registrados fueron de 295,71 y 361,11 para la paja
y la pulpa de manzana, respecto al blanco (251,79). No obstante, al expresar los valores obtenidos por
unidad de MO fermentada las diferencias se redujeron. Los niveles de produccion acumulada fueron
aparentemente superiores en la pulpa de manzana y la paja (138,59 y 132,25, respectivamente) que
los valores registrados con los blancos (124,18 ml/g MO) y en todos los casos superiores a los valores

registrados con la pulpa de remolacha (88,48 ml/g MO).
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Figura 5.2.2. Produccién (ml/g MO) de gas (a) y metano (b) a lo largo del periodo de incubacién. Se
presentan las concentraciones registradas para las botellas suplementadas con los diferentes sustratos

(Interaccién tipo de sustrato x periodo de incubacion).

La produccion media de CH4 resulté modificada por la concentracion de purin, de forma diferente
segun el tipo de sustrato (Tabla 5.2.1) (Interaccién concentracion de purin x tipo de sustrato; P=0,014),
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sin embargo, cuando los valores medios se comparan entre las diferentes diluciones del purin dentro
de cada sustrato y entre sustratos para cada concentracion de purin las diferencias no alcanzaron

relevancia estadistica.

Tabla 5.2.1. Produccién media de metano (ml/g MO) a lo largo del periodo de incubacion. Los niveles
de produccion corresponden a los valores obtenidos para cada purin y sustrato suplementado
(Interaccion concentracién de purin x tipo de sustrato). (Blanco; paja de cereal (PCe); pulpa de

remolacha (PR) y manzana (PM).

MS en purin Sustrato (Sus) P-valor

P Blanco  PCe PM PR MS Sus  MSxSus
2% 5342 5784 6083 3964
4% 7202 7635 7937 56,08
6% 5272 5633 5759 3328 00090050 0,014
s.e. 6,53 8,27

Los residuos agricolas por composicion y precio son productos que pueden ser utilizados
potencialmente para coayudar en la digestion anaerobia del purin, contienen una elevada
concentracién de sustancias degradables (carbohidratos de diferente naturaleza, lipidos y proteinas;
Alkaya y Demirer, 2011), aunque en algunos casos (i.e. paja de cereales) estan asociados a elevados
contenidos de lignocelulosa y poseen elevadas tasas C/N, en este caso los rendimientos en metano,
per se podrian ser bajos (Chen et al., 2008). En el caso de las pulpas, aunque coinciden con la paja
con una elevada tasa C/N, la naturaleza de los carbohidratos estructurales que las componen es
diferente, poseen una elevada proporcion de hemicelulosas y pectinas que son mas degradables. Por
tanto, la utilizacién de ciertos residuos agricolas como una fuente externa de carbono en purines de
cerdos, podrian mejorar el ritmo de produccion y la produccion de CH4, en la medida que pudiesen
aportar fracciones de MO faciimente degradables y ello permitiria un crecimiento mas sincronizado de
la poblacién microbiana. En este punto cabe sefialar que la fraccién mas faciimente digestible del purin
lo ha sido previamente en el tracto digestivo del cerdo (Lehtomaki et al., 2007). Aunque es cierto
también que la introduccion de un sustrato en el proceso de co-digestion anaerobia puede también
acarrear problemas de inhibicién del proceso de fermentacion, en este caso por una excesiva

sobrecarga organica (Campos, 2001).
5.2.3. Efecto del nivel de co-inéculo sobre la produccion de gas y metano.

La utilizacion de heces de vaca como fuente adicional de arqueas (co-indculo) no modificd ni la

producciéon acumulada de gas (P>0,05) ni CHs (P>0,05), ni tampoco modificd su cinética de
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produccion. Estas diferencias sugieren que el purin (en las condiciones del presente ensayo) ya
aportaria las poblaciones bacterianas (y arqueas metanogénicas) necesarias para la digestion
anaerobia de la MO. En este sentido, nuestros resultados confirman trabajos previos de Vedrenne et
al. (2008), quienes tampoco pudieron encontrar mejoras en la produccion de CH4 al co-inocular purines
de cerdo (animales en cebo y cerdas gestantes) con un 10% de lodos de un digestor anaerobio. Sin
embargo, dichos autores si observan un incremento en los pardmetros cinéticos de fermentacion, que
coincidirian con las diferencias en la cinética de digestion entre el purin como sustrato tnico o co-
inoculado con deyecciones de vaca, en lo que respecta al enriquecimiento de metano en el gas (Figura
5.2.3).
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Figura 5.2.3. Enriquecimiento de CH4 en el gas (ml/100ml) a lo largo del periodo de incubacion. Se
presentan las concentraciones registradas para botellas suplementadas con co-in6culo. (Interaccién;

nivel de co-indculo x periodo de incubacién).

5.2.4. Cambios en los niveles de pH y concentraciones de NHs y AGV en el medio de incubacién

a lo largo del periodo de incubacion.

En el presente capitulo se presentan los valores medios relativos al nivel pH, concentracion de N-
amoniacal y AGV registrados en los diferentes medios de cultivo, y en qué medida dichos valores
fueron modificados por los diferentes factores objeto del presente estudio. En la Tabla 5.2.2 se muestra
dicha evolucion y su relacion con la dilucién del purin y el tipo de sustrato utilizado como mejorador de

la fermentacion y su evolucion a lo largo del ciclo de fermentacion. Tal como se ha descrito
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previamente (Apartado 4.1.2) se analizd también el efecto del co-indculo, sin embargo, dada la escasa

relevancia de dicho factor, su efecto fue obviado en la presentacién de los resultados.
5.2.4.1. Acidez del medio (pH).

La acidez del medio fue modificada por la concentracion del purin y dicho efecto estuvo a su vez
modulado por el tipo de sustrato (Tabla 5.2.2, Interaccidn; concentracion de purin x tipo de sustrato;
P<0,038). Asi en los purines mas concentrados se apreci6 un descenso significativo en el pH cuando
se suplementaron con PR en el caso del purin con un 4% de concentracién y en ambas pulpas cuando
la concentracion del purin fue del 6% MS, siempre comparandolos contra los blancos
correspondientes. En Figura 5.2.4 se esquematiza la evoluciéon de la acidez de los medios de
incubacion a lo largo del periodo de incubacién. El pH decrecié hasta el dia 25 para incrementar
posteriormente hasta el dia 56 (P<0,001), siendo dicha evolucién mas pronunciada en los medios

suplementados (Interaccién: periodo de incubacion x tipo de sustrato; P<0,01).

En general, la elevada capacidad tampon de las deyecciones permite compensar la acidificacién
derivada del proceso de fermentacién anaerobia (Vedrenne et al., 2008), incluso aunque puedan
producirse acumulaciones de acidos importantes (Campos, 2001). En nuestro caso, los valores de pH
se mantuvieron dentro de los rangos considerados apropiados para la co-digestion del purin (6,6 a 7,6;
Carrillo, 2003), aunque los niveles de acidificacion alcanzados con las pulpas fueron criticos. Este es el
caso de la PM (6,74) y la PR (pH 6,43) a los 25 dias de incubacion. En ambos casos los niveles de pH,
posteriormente se recuperaron (6,82 para PRy 7,19 para PM; T56, Figura 5.2.4).

Las pulpas se caracterizan por contener una elevada proporcion de compuestos altamente
fermentables (Alkaya y Demirer, 2011), de hidrélisis rapida (Ward et al., 2008), lo que implicaria una
rapida produccion/acumulacién tanto de AGV como de amoniaco libre (Hansen et al., 1998), lo que
podria dificultar el mantenimiento de un pH estable (Campos et al., 1999; Campos, 2001) y alcanzar el
medio un estado inhibitorio de los procesos fermentativos con la consiguiente reduccion en la
produccién de CH4 (Hansen et al., 1998). En nuestro caso la recuperacion del pH indicaria una
recuperacion del equilibrio idnico debido a la fermentacion del sustrato (AGV) por la flora acetogénica y
metanogénica (Jain et al., 1982). En cualquier caso reducciones del pH similares a las registradas en
nuestro trabajo, tenderian a inhibir la produccion de metano y ello podria explicar los bajas
producciones registradas con la pulpa (Berg y Pazciczki, 2006). El descenso en el pH registrado el dia
25, fue mas acusado en la PR que en la PMy las diferencias en este sentido fueron significativas. Los
trabajos referentes a la co-digestion de la PM son escasos y con ello es dificil validar los resultados
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obtenidos, los mayores contenidos en extracto etéreo y fibra mas resistente a la fermentacion (FAD)
podrian ralentizar las producciones de AGV y explicar las menores variaciones en el pH registradas
con la pulpa de manzana. Como referencia citar que en estudios de co-digestion de pulpa de pera
inoculada con purin, mostraron variaciones en el pH similares a los registrado en el presente trabajo
(Campos, 2001).
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Figura 5.2.4. Valores medios de pH registrados para los diferentes suplementos (Blanco, B; Paja de
cereal, PCe; Pulpa de manzana, PM y Pulpa de remolacha, PR) a lo largo del periodo de incubacion
(0, 25 y 56 dias). Los indices (a, b, ¢), indican diferencias significativas (P<0,05) entre sustratos y
blancos. Los indices (x, y) diferencias (P<0,05) dentro de cada sustrato durante el periodo de

incubacion.
5.2.4.2. Concentracion de nitrégeno amoniacal (N-NHz).
a. Cambios en la concentracion de N-NH4* inducida por la concentracion de purin y el tipo de sustrato.

La concentracion media de N-NH4* en el medio de incubacion mostrd un rango de variacion entre
1,18 a 3,02 g/L y fue modificada por el tratamiento experimental (P<0,05). La concentracion de N-
amoniacal vari¢ a lo largo del periodo de incubacion con los purines mas concentrados (2,57, 2,72 y
3,02 g/L: 6% MS'y 1,58, 1,92y 2,11 g/L: 4% MS, a 0, 25 y 56 dias de incubacidn, respectivamente)
siendo dichos cambios irrelevantes en el caso del purin mas diluido (1,56, 1,18 y 1,22 en purin con 2%
MS a 0, 25 y 56 dias de incubacion, respectivamente; Interaccion: concentracion de purin x periodo de

incubacién, P<0,01).
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La concentracion de N-amoniacal en purin también fue modulada por el tipo de sustrato, asi los
medios suplementados con PR y en los blancos la concentracion de N-NH4* increment
progresivamente con la concentracion de MS, mientras que los medios suplementados con PCe y PM

el incremento solo se registré cuando la concentracion de purin aumenté del 4 a 6% de MS.
b. Cambios en la concentracion de N-NH4* inducida por el nivel de co-indculo.

La adicién de heces de bovino liofilizadas como co-indculo, al 5y 10% respectivamente, no alterd
en ningun caso la concentracion media de N-amoniacal (1,87 s.e. 0,09 vs 2,08 s.e. 0,04 y 1,99 s.e.
0,04 g N-NH4*/L, para los blancos y tras la incorporacién de 5y 10% de co-indculo en la MS incubada,

respectivamente).
5.2.4.3. Evolucion de los &cidos grasos volatiles (AGV) y sus proporciones molares.

La concentracion (mM/L) en el medio original (12,7) se incrementd (28,8) en la apertura de la
primera réplica (25 dias), para disminuir posteriormente (6,1) cuando se abrié la segunda replica,
coincidiendo con el final del proceso de incubacién (56 dias) (Tabla 5.2.2). Por otra parte las
concentraciones de AGV durante el periodo de fermentacion estuvieron determinadas por la dilucion
del purin (Interaccion, concentracion del purin x periodo de incubacién: P<0,01), asi las mayores
producciones de AGV (del dia 0 al 25) se registraron con el purin mas concentrado (6% MS) y los
mayores ritmos de degradacion/desaparicion (entre los dias 25 al 56) se observaron en el purin que
presentaba una concentracion intermedia (4% MS). Las concentraciones registradas en la proporcion
molar de AGV mayoritarios (i.e. acético, propidnico y butirico) se presentan en la Figura 5.2.5. Su
evolucién se caracterizd por un incremento (a diferentes ritmos) de la proporcion de acetato en
detrimento del resto, propidnico y butirico. Aunque este proceso estuvo mediado por la concentracion
del purin y el tipo de sustrato suplementado. Durante la fermentacion del sustrato la proporcién de
acetato fue superior a la de propionato en los blancos y en las botellas suplementadas con paja (PCe)
cuando se consider6 Unicamente las botellas que contenian el purin mas diluido (2% MS; P<0,05). Sin
embargo, esta respuesta no pudo ser observada en los purines mas concentrados (4 y 6% de MS), los

cuales mantuvieron concentraciones similares para ambos AGV (P>0,05).

Como se observa en la Figura 5.2.5 la proporcion relativa de propionato fue practicamente nula al final
del periodo de incubacion (56 dias) para todos los sustratos cuando estos se adicionaron a los purin
mas concentrados, mientras que si se observaron concentraciones significativas en las pulpas cuando

se suplementaron al purin mas diluido (2% MS).
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Figura 5.2.5. Concentracion (mmol/L) de acido acético, propiénico y butirico en medios de incubacion
(botellas), conteniendo indculo (purin de cerdo al 2, 4 y 6 g MS/100g MF) a diferentes periodos de
incubacion (0, 25 y 56 dias), suplementados con heces bovinas liofilizadas (co-inoculo: 0, 5y 10 g/100
g MS) y subproductos agricolas (sustrato: B, Blanco; PCe, Paja de cereal; PM, Pulpa de manzana y

PR, Pulpa de remolacha).

Las concentraciones de é&cido valérico y la de AGV's de cadena ramificada (BCFA)
interaccionaron con ambos, la dilucién y el periodo de incubacion (P<0,01; Figura 5.2.5). La proporcion
de valerato alcanz6 su valor maximo el dia 25 en los purines mas concentrados (2,39 y 2,13

mmol/100mmol para los purines con concentraciones del 4 y 6% de MS respectivamente), mientras
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que dicho incremento no se observd en el purin mas diluido (1,52 mmol/100mmol en el purin con un
2% MS; P<0,05). De la misma forma, la proporcion de AGV ramificados alcanzé6 sus niveles maximos a
los 25 dias de incubacion en los purines mas concentrados (6,62 y 6,31 para los purines con un 4y 6%
de MS, respectivamente), pero no en el purin mas diluido (3,40 para el purin con un 2% MS; P<0,05).

La concentracion de acido valérico y AGV's ramificados a los 56 dias de incubacion fue despreciable.

La degradacion anaerobia del purin se desarrolla en un proceso continuo, aunque segun los
diferentes autores (Ostrem, 2004) podemos distinguir diferentes fases especificas, i.e. hidrdlisis,
acidogénesis, acetogénesis y finalmente la metanizacién. En nuestro caso los medios de fermentacion
fueron muestreados a tiempos discretos (0, 25 y 56 dias), por tanto las concentraciones molares de
AGV y sus proporciones en el dia 0 corresponden a una dilucion del purin original, el resto reflejaron

las diferentes fases de la fermentacion del sustrato.
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Figura 5.2.6. Concentracién (mmol/L) de acidos grasos de cadena ramificada (BCFA) y acido valérico
en los medios de incubacion (botellas), conteniendo inoculo (purin de cerdo al 2, 4 y 6 g MS/100g MF)
a diferentes periodo de incubacion (0, 25 y 56 dias). Interaccion: concentracion de purin x periodo de

incubacion.

En el intestino del cerdo adulto el almidon y otros polisacaridos simples o amilaceos son digeridos
de forma eficiente, por tanto aquellos que encontramos en las heces pertenecen al grupo de
polisacaridos estructurales (celulosas y otros productos fibrosos), cuyo material va a dar lugar una
fermentacién microbiana que se caracteriza por una elevada produccién de acido acético y ello

coincidiria con trabajos previos en los que se han descrito los perfiles de AGV en purin fresco de cerdo
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(Mgller et al., 2004; Peu et al., 2006). La primera de las réplicas se abrio a los 25 dias de incubacion y
se observd un incremento en la concentracion de AGV (mM/L: 12,7 dia 0 a 28,8 dia 25; P<0,01; Tabla
de 5.2.2), dicho incremento reflejaria un estado inicial de la degradacion sintréfica caracterizada por la
hidrélisis de los diferentes sustratos presentes en el medio y sintesis de los metabolitos intermediarios,
los AGV (Jain et al., 1982). Finalmente en la apertura de la segunda réplica (56-dias) el proceso
sintrofico habria acabado y ello estaria caracterizado con una desaparicion (degradacion) significativa

de propiodnico, butirico y del resto de AGV menores, con una prevalencia de acido acético.

Este proceso esta mediado por el grupo de bacterias denominadas como acetogénicas [i.e.
Syntrophomonas wolfei (sustrato el butirato), Syntrophobacter wolinii (sustrato el propionato),
Acetobacterium woodii y Clostridium aceticum (sustratos el H2 y CO2)] que transforman los acidos
grasos de cadena corta y otros productos a un unico producto de excrecion, i.e. acido acético.
Estariamos claramente en la fase acetogénica del proceso de fermentacion sintrofico. Posteriormente
las poblaciones acetoclésticas y metanogénicas finalizaran el proceso, con una metanizacion del
sustrato (Ostrem, 2004).

Este proceso, evidenciado por la concentracién y el perfil de los AGV del medio fue modificado
por el tratamiento experimental. Los niveles de dilucion y la adicion de pulpa como sustrato
potenciador, incrementaron la permanencia de niveles elevados de propionato en el medio en los
muestreos a 56-dias. La prevalencia del acido propidnico o el mantenimiento de la fase acidogénica
puede estar relacionada con dos factores, un exceso de sustrato que retrasase el proceso de
degradacion sintréfica (Gerrits y Verstegen, 2006) o un incremento en la sintesis de propionato debido
a la presencia de pulpa como sustrato en el medio de fermentaciéon (Canh et al., 1997; Gerrits y
Verstegen, 2006), que a su vez incrementaria la poblacidn de bacterias sulfato-reductoras (Chen et al.,
2008). Este grupo bacteriano podria competir directamente con las poblaciones metanogénicas por el

sustrato (Barredo y Evison, 1991).

En relacién a los cambios relacionados con el tipo de sustrato, se pudo observar una mayor
concentracion de acetato y menor de propionato en los blancos y en las botellas suplementadas con
PCe que en aquellas suplementadas con las pulpas, aunque dicho efecto sdlo se observo con el purin

mas diluido.

Una mayor concentracion de AGV-ramificados en la apertura de la primera réplica (25-dias) se
observé en aquellas botellas que contenian los purines mas concentrados (4 y 6% MS) vy ello
coincidiria con el incremento en la concentracion de N-NH4* derivada de la degradacion proteica y del
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consiguiente incremento en la disponibilidad de aminoacidos ramificados, necesaria para la aparicion o sintesis de los correspondientes AGV ramificados
(Cunningham y Klein, 2007). Sin embargo, el acumulo de AGV ramificados no se mantuvo en la apertura de la segunda replica, a los 56 dias, inclusive cuando

la concentracion de N amoniacal (N-NH4*) se mantuvo practicamente constante o incluso incrementd.

Tabla 5.2.2. Parametros quimicos en los medios de fermentacion (pH, NH4* y AGV) y su relacion con la concentracion de purin (2, 4 y 6 g MS/100 ml), tiempo

de incubacion (0, 25 y 56 dias) y sustrato suplementado (600 mg MS/botella: Paja de cereal [PCe], Pulpa de manzana [PM] o Pulpa de remolacha [PR]).

item Concentracion del purin (% MS) s.e Sustrato s.e Dias s.e
2 4 6 " Blanco PCe PM PR e 0 25 56 s
pH 7,0 7,2 7,3 0,04 7,3 7,2 71 71 0,04 74 6,9 7,2 0,04
N-NH4*, g/L 1,6 2,3 34 0,07 2,4 2,4 2,4 2,4 0,08 2,3 2,4 2,6 0,07
AGV, mM 15,0 12,8 19,8 1,34 15,1 13,9 171 17,4 1,55 12,7 28,8 6,1 1,34
AGV, mol/100 mol
Acético 63,1 73,8 72,9 2,53 76,9 744 67,1 61,3 2,91 64,1 64,6 81,1 2,53
Propi6nico 27,0 16,8 16,4 2,27 14,5 16,0 23,0 26,7 2,61 23,5 19,2 17,6 2,27
Butirico 4,7 4,7 53 0,28 3,8 4,6 5,2 59 0,32 59 8,38 0,04 0,28
Valérico 1,0 1,3 1,1 0,09 1,1 1,1 1,2 1,3 0,12 1.4 2,1 0,02 0,09
BCFA 472 3,5 43 0,37 3,7 39 34 48 0,44 5,2 54 1,2 0,37
Significacion
item Purin  Sustrato Dia Purin x Sustrato Purin x Dia Sustrato x Dia
pH *% *% *% ns * *%
N-NH4*, g/L ** ns ¥ ** ** ns
AGY, mM ** ns ** ns ** ns
AGV, mol/100 mol
ACétICO *% *% *% * *% ns
Propi6nico ** ** ns * ** *
Butirico ns ** ** ns ** **
Valérico ns ns ** ns ** ns
BCFA ns ns ** ns ** ns

ns=P>0,05, *=P<0,05, **=P<0,01
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En relacion al efecto del co-indculo, la adicién a las botellas de diferentes niveles de heces
liofilizadas frescas de vacuno (0, 5y 10% sobre la MS) modificé ligeramente los perfiles molares de los
AGV, incrementando la proporcion molar de propidnico (17,93, 18,42 y 24,94 mmol/100mmol,
respectivamente) en detrimento de las de acético (P<0,06) y siendo este efecto mas acusado con el

nivel mas alto de inclusion.

Es importante sefalar que la interaccion entre periodo (dias) de incubacién y la concentracion de
AGV (P<0,05), y la relacion diferencial acético/propionico en dichas muestras indican que la evolucion
en el proceso de fermentacidn sintréfica no fue simultaneo y en algunos casos, dependiendo de la
dilucién del purin y el tipo de sustrato utilizado, la co-digestion (metanizacion) del sustrato no fue

completa y en la Tabla 5.2.3 se presenta la evidencia de dicho proceso.

Tabla 5.2.3. Concentracion media de &cidos grasos volatiles (AGV) y proporcion relativa
(mmol/100mmol) de acético en las botellas donde se incubaron los diferentes sustratos (blanco, paja
de cereal y las pulpas de manzana y remolacha) al final del periodo de incubacion (56 dias, T56).

Interaccion; tipo de sustrato x concentracion de purin.

AGV (mmol/L) Acético (mmol/100mmol)

[c] del purin % MS | 2 4 6 | s.e. 2 4 6 | se.
Sustratos

Blanco 8,81y 246 1149 211 | 89,55% 100,0 79,37 4,72
Paja cebada 589(4,23yy 285 11,91 92,20(9,44)x 1000 84,15

P. manzana 17,092xy 2,870 11,050 2,99 | 15,705y 100,02 77,22* 6,68
P. remolacha 26,94ax 2,040 1129b 5,38by 91,52 72,862

Los superindices (2 b), indican diferencias significativas (P<0,05) entre concentraciones de purin (MS) y (x ), diferencias
significativas entre sustratos. Entre paréntesis () los s.e. correspondiente a los tratamientos donde se observaron datos
faltantes.

Atendiendo al proceso de degradacién sintréfica, la presencia de MO basicamente en forma de
acido acético, formas no acéticas o elevadas concentraciones de AGV son indicadores de que el
proceso de metanizacion no ha concluido. En la Tabla 5.2.3 se aprecia claramente como el proceso de
metanizacion fue incompleto en algunos tratamientos, claramente el exceso de MO en el purin inicial,
debido bien a una concentracién excesiva de purin o bien por la adicién de fuentes de hidratos de
carbono no estructurales como la paja de cereales o las pulpas retardaron el proceso y no se alcanzo
la metanizacion total del sustrato, que fue el objetivo primordial de este ensayo. Por tanto, ambos
factores no pudieron corregir las hipotéticas deficiencias del sistema de fermentacion y
consecuentemente no funcionaron como elementos activadores o potenciadores de los ritmos de

fermentacién del purin de cerdo.
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Contrariamente una dilucién excesiva del purin (< 4%) parece ejercer también un efecto depresivo
sobre el proceso de fermentacion, ya sea por un exceso de dilucion o la deficiencia de algun nutriente

que no pudo ser corregida por el tratamiento experimental impuesto.

Llegado a este punto y detectada la incompleta digestién del sustrato, los estudios que se
detallaran a continuacion en lo que se refiere al i) estudio de la poblacion metanogénica que interviene
en el proceso Y i) modelizacion de la respuesta en la produccidn de biogas i/lo metano para estimar su
produccion potencial a tiempos cortos de incubacion. Ambos estudios se han desarrollado sélo a partir

del purin con una concentracion de MS intermedia (i.e. 4%).
5.2.5. Evolucion de las poblaciones bacterianas en el sistema de fermentacion.
5.2.5.1. Evolucidn de los titulos bacterianos: Bacterias totales (BT).

La evolucién de la poblacién de bacterias totales (BT) difirid dependiendo de la concentracion de
MS en el purin (P<0,005), asi los purines mas diluidos (2% MS) mostraron una menor poblacion de BT
(Figura 5.2.7; dia 0 y 25) en relacién a los purines mas concentrados (4 y 6%, respectivamente)
(P<0,001). Al final del periodo de incubacién la poblacion (56 d) de BT difirio también entre los purines
con las mayores concentraciones de MS, asi, el numero de copias del gen 16S rARN fue superior en el
purin con un 6% MS que en el purin con 4% MS (log 6,59 s.e. 0,64 vs 4,00 s.e. 0,59). El uso de
sustratos (PCe, PM y PR) en ninglin caso altero la poblacién de BT y AM, ni sus proporciones relativas
(P>0,05).

16 I —— 2% MS
4 & —=—4%MS
12 £ --A- 6% MS
10

Cuantificacion Log de
bacterias

(n° copias gen 16S rARN)/g MF)

o N B OO

o
(8]
(o]

Periodo de incubacion (dias)

Figura 5.2.7. Cuantificacién absoluta (n° de copias/g MF) del gen 16 S rARN (BT) en las botellas que

contenian las diferentes concentraciones de purin durante el proceso de incubacién.

La adicién de arqueas exdgenas como indculo secundario (co-indculo), no modifico los titulos de

BT en los purines mas diluidos (2% MS; P>0,05). Sin embargo, su adicion a los purines mas
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concentrados dio lugar a una respuesta diferencial (Figura 5.2.7). En el primer caso (4% MS) los titulos
de BT disminuyeron con el nivel de inclusion, i.e. 10%, mientras que en el segundo (6% MS) se aprecid
el efecto contrario, incrementando las poblaciones totales con un nivel mayor de inclusién de co-
inoculo (Interaccion significativa entre la concentracion de MS del purin y la dosis de co-indculo en el
medio; P<0,01).

En la Figura 5.2.7 se muestran graficamente las concentraciones de bacterias totales (BT),
considerado que cada nivel de purin se formuld a partir de una cantidad proporcional de heces, ello
deberia estar reflejado en una concentracion creciente de bacterias y ello no fue asi, los niveles de 4 y
6% de MS mostraron las mismas concentraciones. Las razones que justifican estos resultados podrian
estar relacionadas: i) con una falta de precisién en la qPCR por saturacion del sustrato (durante la
ampliacién o incorporacion del croméforo) 6 ii) por la presencia de sustancias que interferirian en el
proceso de amplificaciéon. Dado que las heces se liofilizaron y molieron, resulta dificil justificar dichos

valores por una falta de homogeneidad del sustrato inicial.

Con el periodo de incubacion la concentracion de los titulos de BT decrecieron y ello fue mas
evidente en los medios mas concentrados. Solo una fraccién de las poblaciones bacterianas fue capaz
de adaptarse al nuevo ecosistema (i.e. medio de cultivo, produccién / acumulacién de AGV, presion de
Ha, toxicidad, etc.). Las diferencias registradas entre los dias 25 y 56 indicarian que tras la fase inicial

de adaptacion, el sistema se equilibro.

De los distintos sustratos analizados ninguno alterd la poblacion de BT o AM, ni sus proporciones
relativas. Por ello, las diferencias existentes deben ser referidas a parametros relacionados con la
concentracion del purin. La adicion de co-indculo no alterd los titulos bacterianos en el purin diluido

(2% MS), mostrando en los purines mas concentrados una evolucion irregular.
5.2.5.2. Arqueas metanogénicas hidrogenotroficas.

Tal como se describio en el capitulo anterior el proceso de metanizacion no se completo ni en los
purines mas concentrados ni en los mas diluidos, por ello en la Tabla 5.2.4 se presenta el perfil y la
evolucion de las BT y arqueas sélo en el purin cuya concentracion permitié una metanizacion total del
sustrato (i.e. 4% MS).

La adicion de diferentes tipos de sustratos no alter6 la concentracion de BT en las botellas, sin
embargo, con el periodo de incubacion sus titulos decrecieron y lo hicieron de forma significativa (de
15,1 a 3,1 log copias del gen 16S-rARN/g MF; Tabla 5.2.3). La adicion de cantidades crecientes de co-
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indculo interacciond con el periodo de incubacién, asi al adicionar un 5% de co-inoculo las BT
decrecieron significativamente del dia 0 al 25 (14,8 vs 4,9; P<0,05) para permanecer sus titulos
posteriormente constantes (3,9: dia 56, P>0,05), mientras que la adicion del 10% de co-indculo mostrd
un comportamiento inicial similar (9,4 vs 5,1; P<0,05), pero posteriormente (56 d) la concentracion
disminuy6 (3,4; P<0,05). La concentracion relativa de arqueas también disminuy6 con el periodo de

incubacion (P<0,01), independientemente del tipo de sustrato o nivel de co-indculo utilizado.

Contrariamente al patron observado en las arqueas totales las poblaciones de AMH mostraron un
incremento en su abundancia relativa de 0 a 25 dias de incubacién, para después reducir sus titulos
entre el dia 25 al 56 de incubacion. De igual manera su concentracion se incrementd y lo hizo
proporcionalmente con la presencia de co-indculo en el medio (Tabla 5.2.4; P<0,05). Ademas la

proporcién de AMH se redujo en aquellas botellas suplementadas con paja de cereal.

Las bacterias metanégenas son sensibles a los cambios en su nicho, su habitat se limita a
condiciones estrictas siempre que existan sustratos disponibles, aunque estos puedan ser limitados
(Kaspar y Wuhrmann, 1978). Asi las condiciones fisico-quimicas, composicion de la comunidad
bacteriana y la disponibilidad de materia orgénica son los factores ambientales que determinan la
supervivencia de las poblaciones metandgenas en los ecosistemas naturales (i.e. pantanos,
sedimentos de rio y sedimentos de lagos, Calli et al., 2005). En purines frescos se han descrito
diversas comunidades de arqueas (Dabert et al, 2008), compuestas por microorganismos
hidrogenotréficos y metilotréficos capaces de adaptarse a las condiciones impuestas por un sistema de
fermentacidn “in vitro”. En estas condiciones, se ha descrito la concentracién de amoniaco (Massé et
al., 2003) y el exceso de carga organica (Gonzalez-Fernandez y Garcia-Encina, 2009) como los
factores limitantes mas comunes. Posiblemente estas causas podrian justificar la incompleta

degradacion de los purines con concentraciones de MS extremas.

Si bien es cierto que las condiciones impuestas por el sistema “in vitro” son mas uniformes que en
los ecosistemas naturales (Angenent et al., 2002), la maduracion “in vitro” del purin redujo la biomasa,
tanto a lo que se refiere a bacterias totales como en las arqueas. Efectivamente, con la incubacién del
sustrato los titulos de arqueas totales se redujeron, sin embargo, las AMH incrementaron inicialmente
para después decrecer. En este sentido Dabert et al. (2008) sugiere que dichos cambios deberian ser
relacionados con una capacidad diferencial de las poblaciones metanogénicas para adaptarse a los

diferentes medios.
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Tabla 5.2.4. Efecto del tipo de sustrato suplementado (600 mg MS/botella; paja de cereal (PCe), pulpa de manzana (PM) o pulpa de remolacha (PR)), tiempo

de incubacién (0, 25 y 56 dias) y nivel de co-indculo (al 0, 5 6 10% de MS/botella) en produccidn de metano (ml), abundancia de bacterias totales en el medio

(gen molecular 16S-rARN/g MF), arqueas totales [% de bacterias totales; AC(t)] y metandgeno hidrogenotréficas [% de arqueas totales; AC(t)] en purin al 4%

MS.

item Sustrato se Dias se Co-indculo se

Blanco PCe PM PR e 0 25 56 s 0% 5% 10% o

Produccién de CH4 (ml) 48,8 53,8 47,2 48,7 4,55 0 46,5 1024 4,75 326 559 60,4 4,33
Bacterias totales 78 7,7 75 74 036 15,1 47 31 038 9,0 7,9 6,0 056
Arqueas totales 0,4 0,3 0,3 0,3 0,05 0,5 0,3 0,1 0,05 0,2 04 04 043
Metandgeno hidrogenotroficas 0,5 0,1 0,6 03 0,16 0,1 0,6 03 0,17 0,0 0,3 0,7 0,16
Biodiversidad de Arqueas totales
Riqueza 25,3 25,5 24,2 25,0 0,50 22,7 26,5 258 0,53 247 243 26,0 0,48
indice Shannon 3,2 3,2 3,2 32 002 3,1 3,3 3,3 0,02 3,2 3,2 3,2 0,02
Uniformidad 0,8 0,8 0,8 0,8 0,005 0,8 0,8 0,8 0,005 0,8 0,8 0,8 0,004
Significacion

item Sustrato Dia Co-inoculo Co-inoculo x Dia Sustrato x Dia
Produccion de CH4 ns b * ns ns
Bacterias totales ns ** ** ** ns
Arqueas totales ns ** ns ns ns
Metan6geno hidrogenotroficas ¥ ns ¥ ns ns
Biodiversidad de Arqueas totales
Riqueza ns ** ** ** ns
indice Shannon ns ** * ** ns
Uniformidad ns b * ** ns

ns=P>0,05; *=P<0,05; *=P<0,01; ***=P<0,001
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El adicionar heces de vaca liofilizadas a las botellas incrementd los titulos de arqueas totales y
AMH, y la biodiversidad de las AMH. La predominancia de AMH en el sistema digestivo de rumiantes
(Kim et al., 2011) podria explicar la mejora en los titulos de la poblacion de AMH en la incubacidn y su
lenta capacidad de adaptacion a un nuevo “in vitro” ambiente (Snell-Castro et al., 2005). La mejora en
los titulos de AMH no mejor6 la produccion total de metano, pero incrementd su eficiencia de

produccion.
5.2.5.3. Estructura de la poblacion de AHM: Biodiversidad.

La estructura de la poblacién de las arqueas en la muestras de purines que se analizaron por
Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante “DGGE” (Figura 5.2.8). La ampliacién del ADN a
partir de cebadores especificos para arqueas (Apartado Material y Métodos: Tabla 4.8) generd 38

bandas, 25 en las heces originales (Tiempo 0 = BO).

ose 970 080 1.00

Day 56, SBP +Co-i 10%
Day 56, AP +Co-i 10%
Day 56, WS +Co-i 10%
Day 56, B +Co-i 10%
Day 56, B

Day 56, SBP +Co-i 5%
Day 56, B +Co-i 8%
Day 56, AP +Co-i 5%
Day 86, WS +Co-i 5%
Day 0, B +Co-i 10%
Day 0. B +Co-i 5%

Day 0, B

Day 25, WS +Co-i 10%
Day 25, B +Co-i 10%
Day 25, SBP +Co-i 5%
Day 25, AP +Co-i 5%
Day 25, SBP +Co-i 10%
Day 25, AP +Co-i 10%
Day 25, B

Day 25, WS +Co-i 5%
Day 25, B +Co-i 5%

Figura 5.2.8. Dendograma correspondientes a las bandas obtenidas por DGGE, representan el efecto
del tiempo de incubacion (0, 25 y 56 dias), la adicién del co-indculo (0, 5y 10% de heces frescas de
vaca liofilizadas) y sustrato (B, Blanco; WS: paja de cereal; AP: pulpa de manzana y SBP: pulpa de
remolacha) sobre la estructura poblacional de arqueas. La escala de la figura muestra la proporcién de
similitud.
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En general, las heces compartieron un nivel de similitud del 59% y un claro patrén de agrupacion,
las muestras obtenidas el dia 56 formaron un clado independiente de aquellas obtenidas del dia 0 y
25.'Y dentro del mismo clado las muestras del purin original se diferenciaron de aquellas obtenidas el
dia 25. Ademas, a lo largo del periodo de incubacion la suplementacion con diferentes niveles de co-
indculo se reflejo en la estructura de la poblacién. Las muestras suplementadas con el 5 0 10% de co-
indculo se agruparon independientemente, y en el caso del nivel mas alto de suplementacién el
numero de bandas incrementd y lo hizo de forma significativa (P<0,05), lo que incrementd los indices
de biodiversidad. La adicién del co-inculo incremento el numero de bandas (fundamentalmente en
nivel Co-indculo 10%), aunque dichas diferencias entre bandas fueron mas pronunciadas a los 25 dias
(25, 25,5y 29,5 bandas) que a los 56 dias de incubacion [25, 25,5 y 27,5 bandas correspondientes a
niveles de inclusion de co-inéculo del 0, 5 y 10% de MS, respectivamente; Interaccién periodo de
incubacion x nivel de co-indculo: P<0,05)]. El indice Shanon y los indices de uniformidad mostraron un

patron similar al mostrado por el niumero de bandas.

5.2.6. Produccion de CH,: “metanizacion” total del sustrato y modelos de respuesta.

Para determinar la produccion potencial de CHs4 del purin se procedio a su digestion o
“metanizacion” durante 56 dias. Para ello se partié del protocolo “in vitro” propuesto por Theodorou et
al. (1994) y que, tal como hemos revisado en capitulos anteriores, se basa en un ensayo discontinuo,
utilizando pequefas cantidades de sustrato en un medio donde podemos obtener una biodegradacion
via anaerobia de sustrato organico, optimizando las condiciones para obtener la maxima produccion de
CHa.

El sistema propuesto nos permitidé analizar e identificar la evolucion, con el tiempo, de la
produccién de CHs hasta un periodo de 56 dias en los que se procedié a suspender la incubacion
basandonos en las mediciones de produccion de gas (Ap. M & M). Si bien es cierto que en los niveles
de produccion de gas se alcanzo una situacion de “Plateau”, este hecho no fue tan evidente cuando
los valores de concentracién de CH4 se analizaron y procesaron (ver figura 5.2.1 y 5.2.2 del presente

capitulo).

En el presente apartado se pretendié confirmar que se habian alcanzado los niveles maximos de
produccion o en su caso estimarlos, para ello diversos modelos cinéticos se ajustaron a la curva de
produccién de CHs. Se analizaron diferentes modelos cinéticos, pero finalmente el que mostré una
mayor precision, o mayor capacidad de ajuste a los resultados obtenidos fue el modelo de

comportamiento cinético de Gompertz, basado en una evolucion de doble exponencial, previamente
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utilizado en producciones de gas y CH4 en incubaciones de purines de cerdo Flotats et al. (2001) y

cuya descripcion y modelo cinético se presenta en el apartado 4.3.2 de M & M.

El ajuste del modelo Gompertz nos permitié determinar la produccion acumulada (Bo: ml/gMO) y
el proceso de ajuste se realizd Unicamente con el purin que habia mostrado los mayores indices de
‘metanizacion” (i.e. 4% MS). Este modelo ademas de calcular los niveles maximos de produccion (Bo)
considera la presencia de un tiempo de retraso o desfase inicial, previo al inicio de la sintesis de CH4
(1) asi como un ritmo fraccional de produccion (R). Los parametros estimados se presentan en la tabla
5.2.5, junto con los valores reales de produccién acumulada de CHs registrados el dia 56 de

incubacion del sustrato.

En dicha tabla se analiza también el efecto de la inclusion de diferentes sustratos (i.e. paja de
cereales, PCe; pulpa de manzana, PM, o remolacha PR sobre los medios sin suplementar o blancos) o
co-indculos (inclusion sobre el purin sin suplementar, un 0%, 5% y 10% sobre MS de heces de vaca

como fuente de arqueas exogenas).

Efectivamente, los niveles de produccion potencial o0 méxima (Bo) estimadas a partir del modelo
de Gompertz fueron algo superiores a los valores de producciéon acumulada de CH4 tras 56 dias de
incubacion del sustrato. Ello implicaria que, en dicho periodo aln no se habrian alcanzado los niveles
méaximos de produccién de CH4 y por tanto no se habria obtenido la metanizacion completa del
sustrato. No obstante, es necesario sefialar que las diferencias no fueron homogéneas entre
tratamientos. Las diferencia entre las producciones acumuladas de metano a los 56 dias y las
estimadas con el modelo de Gompertz fueron maximas en el caso de la paja de cereales y pulpa de
remolachas (= 80%), pero minimas en el caso del purin sin suplementar (= 90-95%) donde

practicamente se habrian alcanzado los niveles maximos de produccion de CHa.

Por tanto, las producciones acumuladas de CH4 a 56 dias post-incubacion serian una medida
valida de la “metanizacién” total del sustrato y el modelo de Gompertz reflejaria de forma consistente la
evolucion en el tiempo de la produccion de CH4 siempre trabajando en purines de cerdo sin

suplementar con niveles de concentracion de MS préximos al 4%.

En ningun caso se aprecié un efecto significativo del tipo de sustrato o co-indculo sobre la
produccién maxima o potencial de CH4 (Bo). Sélo en el caso de la pulpa de remolacha se observé un
menor (P<0,05) ritmo de produccion (R), menor a los registrados con los blancos o los medios
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suplementados con paja de cereales, pero que no difiieron de los registrados en los medios

suplementados con pulpa de manzana.

Probablemente en los medios de cultivo suplementados con pulpa de remolacha se registrd un
menor ritmo de produccion (R) y una menor produccion aparente de CHa, y ello, en capitulos anteriores
se pudo asociar con una acumulacion de AGV y acidificacion del medio debido a los rapidos procesos
de degradacion inicial de un sustrato facilmente degradable como lo son los carbohidratos

estructurales que constituyen la pulpa de remolacha.

No se observaron diferencia significativas en relacion a la adicion de fuentes exdgenas de

arqueas metanogénicas (co-inoculo).

Tabla 5.2.5. Valores medios de produccién acumulada de metano a 56 dias post-incubacion junto con
los pardmetros obtenidos mediante el ajuste del modelo Gompertz a los valores de produccién de CH4
registrados en el purin con una concentracién de MS del 4% suplementando los medios de cultivo con
diferentes tipos de carbohidratos (Blanco; Paja de cereal, PCe; Pulpas de manzana, PM y de

remolacha, PR) e inoculado arqueas exdgenas (heces frescas de vaca: 0, 5y 10% de la MS del

inéculo).
Parametros del modelo Gompertz
item mL CH4/gMO Bo R A
(ml CH4/gMO)  (ml CH4/gMO / dia) (dias)

Blanco 151,4(14,94) 167,7(24,27) 5,87(0,674)a 18,90(12,596)
PCe 147 ,1(24,37) 182,9(38,03) 5,75(0,792)a 22,44(25,473)
PM 152,4(29,37) 170,2(46,29) 4,95(0,832) 20 18,57(35,645)
PR 88,6(31,64) 102,0(52,14) 2,44(0,888)b -41,08(41,056)
Co-inoculo 0%  121,6(34,45) 135,1(57,61) 5,10(1,239) 9,72(36,261)
Co-inoculo 5%  146,6(17,57) 181,9(28,35) 4,74(0,513) 9,32(21,555)
Co-inoculo 10%  136,6(21,05) 150,0(32,09) 4,42(0,489) -4,90(27,401)
(Error estandar)

a valores en la misma columna con superindices distintos son diferentes (P<0,05).
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5.3. Emision de NH3 y GEl en cerdos: Fase de transicion.

En este estudio se pretende evaluar la emision de NH3 y GEI para cerdos en el periodo de
transicion que se establece desde el destete (8,5 kg PV) y el inicio del cebo (= 20 - 25 kg PV), en

condiciones comerciales de explotacion.
5.3.1. Condiciones ambientales.

La prueba tuvo una duracion de 6 semanas (Febrero-Marzo, 2013), durante este periodo la
temperatura media fue de 26,9 d.e. 2,19 °C y la humedad relativa 61,6 d.e. 15,4%. Las condiciones
ambientales registradas durante el periodo de muestreo del gas se presentan en la Tabla 5.3.1, tanto a

lo que se refiere a los mddulos estancos (ME = 2) como a las fosas de deyecciones.

Tabla 5.3.1. Condiciones ambientales registradas durante el periodo del muestreo de gases en los
maddulos estanco (temperatura, humedad relativa y flujo de renovacion) y en la fosa de deyecciones

[(temperatura (°C), pH, altura del purin (cm) y renovacién del aire (L/m2/h)].

Procedencia Item Modulo de.

Maédulo Temperatura °C 27,2 1,08
Flujo de renovacién de aire, m¥h 2621 12,60
Humedad relativa, % 80,1 6,26

Fosa Temperatura °C 20,8 0,92
Flujo de renovacién de aire, I/m2/h 35,3 0,30
pH 6,9 0,19
Altura del purin inicial, cm 31 6,36
Altura del purin final, cm 38 9,19

Durante el periodo experimental los mddulos, de temperatura controlada, registraron una
temperatura media de 27,2 d.e. 1,08 °C, una humedad relativa de 80,1 d.e. 6,26% Yy un flujo medio de
renovacion de aire de 262,3 y 265,9 m3/h para M1 y M2, respectivamente. Lo que corresponde a 6,56 y
6,65 m3/h/cerdo. Citar que las condiciones en el ambiente de los mddulos de transicién se situarian en
el rango de normalidad dentro de las recomendaciones de la European Commission (2003) y los

descritos por Latorre y Miana (2008).

Las condiciones en fosa de deyecciones al momento del muestreo de NH3 y GEI se presentan
también en la Tabla 5.3.1. Los valores registrados mostraron variaciones de relevancia minima, no
obstante, los niveles (altura) de purin del estudio fueron elevados, més elevados que los niveles
utilizados durante las pruebas de cebo. La complejidad del sistema de vaciado, hizo que las

126



5.3. Resultados y discusion

deyecciones se mantuvieran almacenadas durante las 6 semanas de la prueba, ello no coincide con el
protocolo seguido en posteriores ensayos, pero si con el procedimiento convencionalmente utilizado en

granjas comerciales durante la fase de transicion.
5.3.2. Parametros productivos.

El ritmo medio de crecimiento o GMD se muestra en Tabla 5.3.2. No se registraron diferencias en
los pesos iniciales y finales de ambos mddulos, y sus valores medios fueron de 8,58 y 25,46 s.e. 0,38
kg, respectivamente. Los ritmos de ganancia media (GMD: g/dia) e ingestion de MF (IMF: g/dia)
incrementaron con el desarrollo de los animales (Tabla 5.3.2), sin que se apreciasen diferencias
significativas entre mddulos para la GMD (400 y 408 s.e. 10 g/dia en M1 y M2, respectivamente), no
obstante, los registros del consumo de alimento (IMF), fueron ligeramente superiores en el M1 que en
M2 (680 vs 724 s.e. 7 g/dia, para M1y M2, respectivamente; P<0,05). El indice de conversién (IC) fue

independiente de la edad de los animales y del alojamiento.

Comparando los resultados relativos a ingestion, GMD y su tasa (IC), nuestros resultados estarian
dentro del rango propuestos en bibliografia (Tabla 5.3.4) para condiciones experimentales/ambientales
similares, 742 - 859 g para los niveles de ingestion de MF (Cabaraux et al., 2009; Hermes et al., 2009 y
Nicks et al., 2003), o de 377 - 397 g/d para la GMD (Cabaraux et al., 2009; Fernandez et al., 1999;
Nicks et al., 2003).

Tabla 5.3.2. Parametros productivos [Pesos vivo (PV), Ganancia media (GMD), Ingestion media de
materia fresca (IMF = 88% MS) y indice de conversion (IC = IMF/GMD) registrados en cerdos en fase

de transicion.

items Semanas de vida se P-valor
Inicio (4) 6 8 Final (10) " Semana  Médulo
Peso, kg 8,584 12,35¢ 17,770 25,462 0,38  <,0001 0,6511
IMF, g/dia 427 643b 1.0372 8,8 <,0001 <,0001
GMD, g/dia 278¢  387b 553a 13,0 <,0001 0,4798
IC, kg/kg 1,78 1,84 1,96 0,08  0,2895 0,4512

abed valores en la misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05).
5.3.3. Concentraciones de NH:y GEl registradas en los médulos de transicion.

Bajo las condiciones citadas previamente, en Figuras 5.3.1 (a, b), 5.3.2 y 5.3.3 (a, b) se muestra
la evolucion circadiana de la concentracion de compuestos nitrogenados (i.e. NHsz y N2O) y CHy, las

variaciones en la temperatura y humedad relativa registradas no parecen ejercer un efecto claro sobre
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las concentraciones de gas en los mddulos. La concentracién media (mg/m?) de gases en aire
evacuado de los mddulos estancos y de la fosa de deyecciones, respectivamente, fue 2,6 y 27,14 para
el NH3; 0,27 y 0 para el N2O; y 19,73 y 4.290 para el CHa.

En relacion a las concentraciones registradas en el médulo de transicién (Figura 5.3.1), se
observd un patrén similar para ambos gases nitrogenados (NHs y N20O), cuya concentracion se
mantuvo relativamente constante a lo largo del dia. En el caso del metano, si se apreci6 una tendencia
a incrementar en las Ultimas horas del dia. No obstante, dicho incrementd fue aparente y en ningun
caso alcanz6 significacién estadistica (P>0,05) (Figura 5.3.2). Los cambios en concentracion
circadiana pueden estar asociados con diversos factores: la actividad del animal (Jergensen et al.,
2011), los periodos de excrecion de heces-gases que tienden a situarse durante el dia (Osada et al.,
1998), la temperatura (Blanes-Vidal et al., 2008) y tipo /suministro del alimento (Dong et al., 2007). En
este punto cabe sefialar que durante el periodo de transicion a diferencia del experimento de cebo la
emisién de NHz y GEI se control6 durante horas nocturnas, horas en las cuales se registré la menor

concentracion de CH4 (3 am: 9 pm -9 am).

08 1 a 8 b.
o 0671 o 6
(S C } 1S } %
S, 04 1 =4
= C } i = } }
g 02 =2
O . . . . . ) 0 T T T T T 1
3:00 10:30 13:30 16:30 19:30 3:0010:30 13:30 16:30 19:30
Horas Horas

Figura 5.3.1. Evolucién circadiana para la emision de N2O (a) y NH3 (b) en los modulos de transicion.
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Figura 5.3.2. Evolucion circadiana para la emision de CH4 para el modulo de transicion.
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Figura 5.3.3. Evolucion circadiana para la emision de NH3 (a) y CH4 (b) del aire evacuado de la fosas

de deyecciones.

5.3.4. Emisiones registradas de NH3 y GEI (CH4 y N20) en cerdos en transicion.

En las condiciones ambientales (Tabla 5.3.1) descritas para los mddulos de transicion estancos y
en la fosa de deyecciones; en la Tabla 5.3.3 se muestran los valores de emision gaseosa observadas
en los animales durante fase de transicion (80 lechones, PV: 22,54 s.e. 0,52 kg PV), alojados en dos
maédulos contiguos, con piso emparrillado plastico y fosa independiente en cada modulo. La emision
media absoluta de NH3 (que incluye la procedente del animal y sus deyecciones) no difirié entre
méddulos y su valor medio se situd en 0,42 g an/dia (s.e. 0,03) 0 40,76 mg/kg PV%75 (s.e. 2,87) cuando
la emision diaria se expres6 de forma individual o corregida para el peso metabolico (medio). La
emision de NH3 procede de la urea degradada a amoniaco por la actividad ureasica cuyo origen es
microbiano (Aarnink y Verstegen, 2007; Canh et al., 1998b; van der Peet-Schwering et al., 1999). La
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emision procedente de la fosa tuvo una minima relevancia (1,7% del total emitido) y se situ6 en 7,1 mg
an/dia (s.e. 0,7) 0 0,7 mg/kg PV075 (s.e. 0,07).

Los niveles de emision de NH3 (g an/dia) se situan en el rango propuesto por la European
Commission (2003) [0,16 a 2,2] y los valores descritos por Montalvo et al. (2013) [0,18 a 0,46], aunque
son ligeramente superiores a los valores propuestos por Cabaraux et al. (2009) [0,31 y 0,36], cuyas
condiciones de explotacion fueron similares. Dichos autores citan que el tipo de emparrillado (plastico
vs hormigon) y las propias condiciones de almacenamiento de las deyecciones pueden explicar las
diferencias en los resultados registrados. Es necesario sefialar que la emision de NH3 procedente de la
fosa fue irrelevante, y no hemos podido encontrar estudios que separen la fraccién de NH3 procedente

de las deyecciones y que valide nuestros resultados en animales en transicion.

Los niveles de emisién de NH3 en lechones en transicidn fueron siempre inferiores a los valores
registrados en la fase de cebo, en valores individuales (Cap. 5.4.2.2: 1,19 a 10,44 g an/dia) o cuando
se corrigieron por el peso metabdlico (Cap. 4.4.2.2: 89,5 a 325,4 mglkg PV075). En relacion a los
niveles de emision procedente del almacenamiento de las deyecciones se observo el mismo

comportamiento.

Tabla 5.3.3. Emision de NH3 y GEI (CHs y N20) en cerdos en transicion (PV = 22,54 s.e. 0,52 kg)
recibiendo una racién comercial (PB: 16,7%; FND: 9,9%). Los niveles de emision corresponden a la

emision total (Médulos) y la procedente del almacenamiento de las deyecciones (CFC, Fosas).

Gas Médulos s.e. Fosa s.e.

g/dia  mgkgPVo7s g/dia mgkgPVo7s g/dia  mgkgPVo7 g/dia  mgkgPVo
NH; 0,42 40,76 0,03 2,87 0,0071 0,69 0,0007 0,067
CHs 3,20 310,02 0,15 1287 1,12 108,79 0,14 13,42
N.O 0,043 417 0,003 0,33 - - - -

El CH4 se origina a partir de los procesos de fermentaciéon microbiana en el tracto ceco-coldnico,
dichos procesos tiene su continuacion en la fosa de deyecciones, y por ello existe y se ha descrito un
importante componente fecal (Blanes-Vidal et al., 2008; Monteny et al., 2001) en la emision de CHa,
que en el presente trabajo intentaremos distinguir y evaluar. En nuestro caso los valores medios
emitidos de CH4 fueron de 3,2 g an/dia (s.e. 0,15) [4,9 L/dia"], o expresada por kg PV075 fueron de
310,02 (s.e. 12,87), de dicha emision un 35% correspondié a la emisién procedente de la fosa de
deyecciones (1,12 s.e. 0,14 g an/dia [1,72 L an/dia] o 108,79 s.e. 13,42 mg /kg PV0.75), valores que

! Estimado asumiendo una condicion de 25°C y 1 atmésfera de presion.
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fueron superiores a aquellos con suelos de diferentes tipologias, descritos previamente también en
lechones (0,18 a 2,33 [s.e. 0,87]: Cabaraux et al., 2009; Christensen y Thorbek, 1987; Costa y
Guarino, 2009; Dong et al., 2007; Montalvo et al., 2013; Nicks et al., 2003) y serian inferiores a los
propuestos (10,68 g an/dia) por la European Commission (2003).

Tal como se citd previamente no hemos podido encontrar otros trabajos en los que se discrimine
la emisién entérica (animal) frente a la emisién de deyecciones (purin). En relacién a la emision total
las diferencias deberian estar explicadas por, i) diferencias en los procesos de fermentacion entérica y
ii) en el manejo de los purines. En relacion al primero de los supuestos, el estrecho rango de variacion
en la composicion de las raciones para este tipo de animales limita el impacto potencial de la
fermentacidn entérica sobre la emisidn total de metano. Por ello las causas deben ser relacionadas con
los niveles de emision originados en los purines o durante el almacenamiento de las deyecciones. La
sintesis de CH4 en el purin ocurre en condiciones de fermentacidn en anaerobiosis, por ello el tiempo
que las deyecciones estan expuestas a la aireacién -que limita la produccion de CH4 - y depende del
tipo de suelo del alojamiento, siendo este tiempo minimo en el emparrillado y maximo en la yacija,
empeorando asi la formaciéon de metano (Sommer y Maller, 2000), no obstante, la respuesta es
variable, estudios de Philippe et al. (2007 y 2007b) donde los niveles de ventilacion aparentemente
fueron mayores en suelo emparrillado respecto a suelos con cama: la emision de CH4 no varié entre
ambos tipos de suelo. Otros factores condicionantes que pueden explicar la variabilidad registrada son

la temperatura, el pH y la degradabilidad de la MO (Monteny et al., 2006).

Por otra parte el manejo del purin ha demostrado ser un factor determinante en los niveles de
emision, Dong et al. (2007) minimizan la emision de CHs al remover el purin de la fosa 2 veces por dia.
La hidratacion del purin, en la medida que pueda suponer un aumento en la relacion
volumen/superficie incrementaran los niveles de emision, tal como lo demuestran estudios

experimentales de Costa y Guarino (2009) y Osada et al. (1998).

Los niveles de emision absoluta de CH4 en lechones en transicion fueron inferiores a los valores
registrados en la fase de cebo (Cap. 5.4.2.1: 4,5 g an/dia 0 6,86 L/dia?), no obstante, cuando se
corrigieron dichos valores por el peso metabolico esta respuesta se invirtié (Cap. 5.4.2.1: 310 vs 206

mg/kg PVO.75, para transicion vs cebo respectivamente).

En relacion a los niveles de emision de CH4 procedente del almacenamiento de las deyecciones
se observd mayor emision (g an/dia) en transicién respecto a crecimiento-inicios de cebo (0,08 y 0,31

2 Estimado asumiendo 25 °C y 1 atmésfera de presion.
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vs 1,12, para la Fl y FllI de crecimiento-cebo vs transicion, respectivamente), diferencias que fueron
mas pronunciadas cuando se corrigieron por el peso metabdlico (PV975), independiente de la fase de
cebo (Cap. 5.4.2.1). Los niveles de emision en fosas de transicion ponen en manifiesto el efecto del
manejo de purin, periodos mayores de permanencia incrementarian el volumen de purin al incrementar
su altura o zona de anaerobiosis con lo cual se favoreceria el establecimiento-adaptacion de las

especies metanogénicas (7 vs 36 dias de llenado, para engorde vs transicion, respectivamente).

El dxido nitroso (N20), es emitido de las deyecciones como producto de un proceso de
Nitrificacidn/Desnitrificacion deficiente cuando el amoniaco es transformado hasta N2 molecular (Costa
y Guarino, 2009). Su emision es minoritaria y aunque su capacidad radiativa es muy elevada (298 Eq.
CO2, Solomon et al., 2007), raramente es incluido en los estudios de emisiones generadas en el purin,
ya que a menudo se considera como despreciable (Nicks et al., 2003) en suelos emparrillados
(Philippe et al., 2007b).

La emision total de N2O fue de 43 mg an/dia (0,022 L NoO/an/dia) o 4,17 mg/kg PV975. No se
detectd en el aire evacuado de las CFC. Ello confirmaria que la sintesis de N2O se efectu6 previa a la
llegada del purin a la fosa, coincidiendo con Cabaraux et al. (2009) y Philippe et al. (2007b), quienes
indican que el N2O se originaria en un espacio que podriamos considerar - entre fases, - siendo sobre
el piso emparrillado donde se darian las condiciones idoneas para su sintesis. Los resultados
obtenidos en la emisién de N2O son superiores a los descritos por Cabaraux et al. (2009) y Montalvo et
al. (2013), sin embargo, en el rango propuesto por Costa y Guarino (2009) y Dong et al. (2007). En
general, los datos disponibles en la literatura confirman una gran variacion en la emision de N20 (0,01
a 0,41 g an/dia), aun considerando Unicamente pisos emparrillados (Cabaraux et al., 2009; European
Commission, 2003; Montalvo et al., 2013; Osada et al., 1998).

Los niveles de emisién de N2O en lechones en transicion fueron siempre inferiores a los valores
registrados en la fase de cebo, en valores absolutos representd un 10% (Cap. 5.4.2.3: 0,46 g an/dia o
0,26 L/dia3) pero incluso cuando se corrigieron por el peso metabdlico su emision media fue una
tercera parte de la media registrada en el periodo de cebo (Cap. 5.4.2.3: 14 mg/kg PV°75), no obstante,
dichos niveles fueron similares a los registrado al inicio del engorde (Cap. 5.4.2.3, FI: 0,052 g an/dia 6
4,35 mg/kg PV0.75),

% Asumiendo 25 °C y 1 atmésfera de presion.
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Tabla 5.3.4. Parametros productivos y emision de NH3 y GEI obtenidos a partir de datos bibliograficos registrados en explotaciones de ganado porcino en fase

de transicion.

Empa- Peso vivo (kg) Emisién g an/dia

0 0 0 4
rrillado Inicio Fin PB% FB% GMD (g) IC  LH0 C Médulo NH, CH, N:O Fuente
Paja 72se12 237s.e.33 175y176 39y43 387se.65 157 16 239se.16 0,61 0,75 0,03 [11e
Total 72se12 234se.33 379se.64 1,74 15 264se16 0,31 0,91 0,00 1
Serrin  71se11  222s.e.27 377se.63 164 18 16,3se.16 055 0,52 0,32 1]
Total 71se10 226s.e.33 386se.70 169 15 226se09 036 0,86 0,01 1
22,2y231 16,5 48 24 0,87-1,08 2]
<30 0,16-2,2 10,68 [3]
Total 20 19,0-27,6 0,18 0,045 [4]&
25,6-27 4 0,94 0,16 [4]&
23,5-27,3 1,83 0,23 [4]&
Total 17 20 20,9 28 23356087 00556001 [5]'®
Total 13se.24 33 19,7 3,8 590se.47 182 53 25-23 0,46 0,45 0,022 6]
19,7PR 55 571se.47 194 5 25-23 0,18 0,31 0,024 61"
16,6 3,8 632se.47 184 54 25-23 0,26 0,55 0,025 61"
19,748 3,8 592se.47 185 58 25-23 0,42 0,50 0,022 ([
16,6 PR+AB 55 571se.47 211 39 25-23 0,22 0,56 0,028 65"
Paja 775603 246s.e.28 172y181 40y44 397se.40 180 1,86 23,7 1,21 1,58 0,36 [71°
Serrin  77se13 248s.e. 2,1 402s.e.28 1,79 181 23,0 0,46 0,77 1,39 [71°

eel

" Ventilacion natural y limpieza del piso dos veces al dia; & Valores estimados a partir de una unidad ganadera (500 kgPV); * Valores para 22 kgPV, a partir del valor medio (mg/kgPV) de 28
dias de medicién donde la fosa se vacio a 7, 21 y 28 dias; © Alimento inicial pre-estarter y estarter; PR Pulpa de remolacha; A8 Acido benzoico. .

[1] Cabaraux et al. (2009)€; [2] Christensen y Thorbek (1987); [3] European Commission (2003); [4] Costa y Guarino (2009); [5] Dong et al. (2007)"; [6] Montalvo et al. (2013)*: s.e. NH3=0,015,
CH4=0,019, N20=0,0016; [7] Nicks et al. (2003)°.



5.3. Resultados y discusion

5.3.5. Produccion y composicion del purin en cerdos en transicion.

En la Tabla 5.3.4 se presentan los resultados obtenidos correspondientes al purin generado
durante la fase de transicion. El volumen medio (42 dias) (L an/dia) varié entre modulos (4,6 y 7,4 L
an/dia, para M1y M2, respectivamente), dichos valores fueron superiores a los descritos previamente
por Alvarez-Rodriguez et al. (2013) para animales entre los 20-40 kg PV. Aunque se situarian en el
rango de produccion (1-12 L an/dia) permitido legalmente (Decreto 136/2009, DOGC no 5457-
3.9.2009). La produccion de purin corresponde al volumen de excretas, pienso residual y agua
rehusada, por tanto la hidratacion deberia alterar el contenido de MS y la concentraciéon de

compuestos asi al corregir por los niveles de MS los niveles fueron similares.

La concentracidén de N en purin es un indice de la eficiencia del N y a su vez determinaria el valor
de dicho sustrato como fertilizante, la composicién (kg/m3) media del N registrado fue de 1,34 d.e. 0,13
de N organico y 0,88 d.e. 0,135 (N-NH4). Los valores registrados son, en general menores a los
obtenidos en el purin procedente de animales adultos y con ello un menor valor como fertilizante. El
caso contrario se observé con las concentraciones de Fosforo y Potasio (g/kg MS) que fue superior a

la registrada en los animales de mayor peso y edad (20-40 kg PV; Alvarez-Rodriguez et al., 2013),

Tabla 5.3.5. Composicion analitica y valor fertilizante del purin procedente de las fosas de cerdos en

transicion muestreado a los 38 dias).

ltem Media
Volumen (L/dia)" 5,99+1,97
Composicion

Densidad (g/L) 1,00£0,0

EC (dS/m) 8,84+1,77
pH 6,90+0,19
MS (g/kg) 11,90+0,80
N-org. (g/kg MS) 37,85+19,7
N-NH4 (g/kg MS) 74,00+16,7
P (g/kg MS) 58,037,01
K (g/kg MS) 56,84+16,5

Valor fertilizante

N-NH4 (kg/m?) 0,88+0,13
N total (kg/m3) 1,34+0,13
P (kg/md) 0,70£0,13
K (kg/md) 0,69+0,25

1 Litros de purin por an/dia durante el ciclo de la transicion
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5.4. Efecto del nivel de fibra y proteina de la racion sobre los parametros productivos y la

emision gaseosa en cerdos en cebo.

5.4.1. Efecto del nivel de fibra y proteina de la racion sobre los parametros productivos.
5.4.1.1. Resultados.

5.4.1.1.1. Crecimiento.

No se observd una interaccion entre el efecto de la PB y la Fibra (FND) sobre los parametros
productivos (P>0,05), por tanto ambos factores actuaron de forma independiente sobre los niveles de
ingestion, las variaciones en el peso vivo (PV) y la eficiencia en crecimiento. El consumo de MS
durante el periodo de cebo no fue alterado por el nivel de PB en la dieta (P>0,05; Tabla 5.4.1.1). El
incrementd en la proporcion de FND si redujo los niveles de consumo y ello fue asi entre las 17 y 21
semanas de edad (P<0,05). La evolucién del peso vivo durante el periodo cebo fue modificado por la
PB en la racion (P<0,001). Los cerdos alimentados con niveles méas altos de proteina (AP) mostraron
mayor ganancia media diaria (GMD) y PV a partir de las 12 semanas de edad (P<0,05), vinculada a
mayor eficiencia en la conversion de alimento (IC) y mayor eficiencia en el uso de la energia en este
grupo, siempre comparando los valores registrados con el tratamiento control (P<0,05). El nivel de
FND no tuvo efecto sobre el crecimiento, indice de transformacion o la eficiencia de utilizacion de la
energia (P>0,05).

Las determinaciones in vivo del espesor de la grasa dorsal (Posicion P2, ver apartado 4.4.2.4a)
no difirieron entre los animales que recibieron distintos niveles de PB (P>0,05) o FND (P>0,05) durante
el periodo de cebo, aunque dicho nivel incrementé de forma constante entre las 12 y 21 semanas de
edad (de 4,6 a 11,1 s.e. 0,19 mm; P<0,001).
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Tabla 5.4.1.1. Pardmetros productivos [peso vivo, PV; ingestion media diaria (IMD); ganancia media
diaria (GMD); indice de conversién (IC); y eficiencia energética calculada] para cerdos en crecimiento-
cebo, alimentados a distintos niveles de PB (alta, AP vs baja, BP) y/o FND (normal, NF vs alta, AF) de

la racion entre las 6 y 21 semanas de edad (FI: 6-11, FlI: 12-16, Flll: 17-21 semanas).

it PB FND P-valores
em AP BP NF AF >% “PBFase FNDFase

IMD en Fl, kg/d 1,21 1,26 1,25 1,22

IMD en FlI, kg/d 2,27 2,29 2,33 2,23 0,036 10,3724 0,0426

IMD en Flll, kg/d 2,87 2,85 2,94« 278y

IMD promedio, kg/d 2,12 2,13 217« 207 0,029 0,7304 0,0186

PV inicial: a 6 semanas, kg 13,7 13,9 13,9 13,7

PV a 12 semanas, kg 39,1 38,2 392 380

PV a 17 semanas, kg 7512 7050 743 714 98 <0001 01055

PV final: 21 semanas, kg 114,62 102,8 110,9 106,5

GMD en Fl, g/d 756 718 750 725

GMD en FlI, g/d 1.0072  889° 982 915 28,0  0,0012 0,7226

GMD en Flll, g/d 1.1252 8920 1.030 988

GMD promedio, g/d 9632 833" 920 876 17,8  <,0001 0,0757

IC enFl, g/g 1,89 2,10 1,94 2,05

ICenFll, g/g 228> 2652 244 2,49 0,076 0,0131 0,8865

IC enFlll, g/g 2,78 3,382 3,06 3,11

IC promedio, g/g 2,320 2,712 2,48 2,55 0,055 <,0001 0,3707

Eficiencia energetica’ (Fl) 1,02 1,01 0,99 1,05

Eficiencia energética (Fll) 1,160 1,272 1,21 1,23 0,025 <,0001 0,5293

Eficiencia energética (FIIl) 1,26° 1422 1,32 1,36

Eficiencia energética promedio 1,150 1,232 1,17 1,21 0,019 0,0036 0,1442

Dentro de cada fila, medias sin comun superindice (nivel de PB: a2y FND; xv) difieren (P<0,05).
"Eficiencia energética calculada mediante la EM ingerida / (EM necesaria para mantenimiento + EM necesaria para
crecimiento).

5.4.1.1.2. Digestibilidad.

Los coeficientes de digestibilidad aparente a las 11, 16 y 21 semanas de edad se muestran en la
tabla 5.4.1.2. La interaccion entre los niveles dietéticos de PB y FND no afect6é a la digestibilidad
aparente de la MS, MO, EE y CHO, y por ello en la tabla 5.4.1.2 se presentan los valores

correspondientes a los efectos principales.

A 11 semanas de edad (Tabla 5.4.1.2), al reducir los niveles de PB de la racién disminuyd la
digestibilidad aparente de la MS y CHO (P<0,05), sin embargo, con la madurez de los cerdos dichas
diferencias desaparecieron. Al reducir el aporte de PB se redujo también la digestibilidad del EE a las

11y 21 semanas, respectivamente.

En relacién al nivel FND de la racion, raciones con un elevado porcentaje de fibra (AF) mostraron
mayores tasas de digestibilidad aparente de la MS a las 11 y 16 semanas de edad (P<0,05) y una
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mayor digestibilidad del EE durante todo el periodo de cebo (P<0,05). Contrariamente, la digestibilidad
de los CHO a partir de las 21 semanas de edad se redujo de forma significativa al incrementar el nivel
de FND (P<0,05).

La digestibilidad aparente de la FND fue dependiente del nivel de PB y FND de la racién
(Interaccion PB x FND: P=0,007; Figura 5.4.1.1c). En los animales que ingirieron las raciones con un
nivel bajo (normal) de FND, al reducir el nivel de PB también se redujo la digestibilidad de la fibra (BP-
NF: 44,99%), aunque estas diferencia no se pudieron detectar cuando los animales fueron alimentados
con el nivel alto de fibra (BP-AF: 54,80%), comparando siempre dichos valores con las raciones con
elevados niveles de PB (AP-NF: 54,56% y AP-AF: 58,34 + 1,09%).

No se registraron diferencias significativas en el coeficiente de digestibilidad aparente de la PB
entre las semanas 11y 16 (73,8 vs 73,6 s.e. 0,72%), pero incrementd a las 21 semanas (77,3 s.e.
0,72%; P<0,001). El efecto contrario se observé en las tasas de digestibilidad aparente de la FND, que
fue mayor entre las 11 y 16 semanas de edad que al final del engorde (53,6 y 54,6 vs 51,2 s.e. 0,94%

respectivamente; P<0,05).
5.4.1.1.3. Cantidad de nutrientes digeridos a través del tracto intestinal.

A 11 semanas de edad, la cantidad de MS y MO digerida no difirié entre niveles de PB (P>0,10),
no obstante, la cantidad de CHO digeridos fue superior en los animales que recibieron raciones con
bajos niveles de proteina (BP) en relacion a los que recibieron las raciones con un mayor contenido
(AP; P=0,04). A partir de las 21 semanas de edad, la cantidad de MS, MO y CHO fue mayor en
aquellos animales que ingerian raciones con un bajo contenido de PB en relacion a los alimentados

con los niveles altos (AP; P<0,05).

Por otra parte, a las 21 semanas de edad los cerdos alimentados con dietas elevadas en
contenido en fibra mostraron una reduccién en la cantidad de MS, MO y CHO digeridos (P<0,05),

aunque mejoro la digestion del EE (de las 16 y 21 semanas de edad, P<0,05).

Del mismo modo, la cantidad de PB digerida (g/d) fue modificada por la interaccién entre PB y
FND (P=0,02; Figura 5.4.1.1b). Asi cuando los animales recibieron raciones con un elevado nivel de
proteina (AP) digirieron mayor cantidad de PB cuando el nivel de FND de la racion fue bajo o normal
(AP-NF: 327,2 g PB/d), en relacion a la digestién de aquellos cerdos que recibieron el nivel alto de
FND (AP-AF: 311,1 s.e. 5,37 g PB/d, P<0,05). Las menores digestiones de PB (g/d) se observé en las
raciones con un bajo nivel de PB (BP-NF 252,6 g PB/d y BP-AF: 260,6 s.e. 5,37 g PB/d). La cantidad

137



5.4.1. Resultados y discusion

de PB digerida incrementd linealmente de la 11 a la 21 semana de edad (242,3, 331,8 y 348,7 £ 4,58
g/d, P<0,001).

No se aprecio significacion entre la interaccion PB x FND cuando los resultados se expresaron
como FND digerida (en g/d) (P=0,24). En este caso, con independencia del nivel de PB, las raciones
con un nivel bajo o normal de FND mostraron menor cantidad de FND digerida (Figura 5.4.1.1d;
P<0,05). En relacién a la edad, citar que la cantidad de FND digerida fue menor a las 11 semanas de
edad e increment6 de las 16 a las 21 semanas (128,3 vs 226,0 y 230,0 s.e. 3,83 g/d, respectivamente;
P<0,05).
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Figura 5.4.1.1. Coeficiente de digestibilidad aparente de la PB (%) (a), cantidad de PB digerida (g/d)
(b), coeficiente de digestibilidad aparente de la FND (%) (c), y la cantidad digerida de FND (g/d) (d).
Como afectos de la interaccion entre el contenido de PB (alta, AP vs baja, BP) y FND de la dieta
(normal, NF vs alta, AF) (P<0,01) suministrada a cerdos en crecimiento-cebo entre las 6 y 21 semanas
de edad. Por encima de cada barra, letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas entre

combinaciones de efectos (P<0,05). Barras de error = s.e.
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Tabla 5.4.1.2. Coeficiente de digestibilidad aparente (%) y cantidad de nutrientes digeridos (kg/d o g/d)
para cerdos en crecimiento-engorde afectados por el nivel de PB (alta, AP vs baja, BP) y/o FND

(normal, NF vs alta, AF) de la dieta suministrada de 6 a 21 semanas (s) de edad.

Edad PB FND P-valor

Item (s) ~ AP BP NF AF % “PBFase FNDFase

Digestibilidad de laMS, % 11 95,332 94,23 94,34y 95,22x
16 94,39 94,61 9410 9491 0,189 0,0014  0,0063
21 94,40 94,00 9427 9412

MS digerida, kg/d 11 1,46 1,62 1,47 1,52
16 2,28 2,35 2,37* 2,27y 0,031 00102  <,0001
21 243> 2,622 2,62 2,43

Digestibilidad de MO, % 11 82,75 80,14 80,73 82,16
16 83,34 83,06 82,64 8375 0544 0,0744  0,3147
21 84,74 83,71 8425 84,20

MO digerida, kg/d 11 1,03 1,11 1,05 1,09
16 1,73 1,74 1,74 1,73 0,028 0,4991 0,0005
21 2,13 2,18 2,25 2,06y

Digestibilidad del EE, % 11 63,348 54,550 5519y 62,70
16 68,88 68,66 63,69 73,85« 1,374 0,011 0,0035
21 67,922 63,80° 57,39 74,33

EE digerido, g/d 11 46,40 43,02 4157 47,84
16 93,85 94,77 7587 112,75 2432 04649  <,0001
21 110,87 105,94 80,79 136,02~

Digestibilidad de CHO, % 11 86,828 84,370 85,06 86,14
16 8715 86,67 86,95 86,87 0417 0,0319  0,0006
21 87,54 86,80 88,23  86,13Y

CHO digeridos, kg/d 11 0,760 0,862 0,78 0,82
16 1,31 1,37 1,36 133 0,022 0,0428  <,0001
21 1,61° 1,782 1,82 1,58Y

Dentro de fila, medias sin comin superindice (nivel de PB: 2.ty FND: x ) difieren (P<0,05).

9.4.1.1.4. Produccion y composicion del purin.

La excrecion fecal en base materia MS no fue alterada por el nivel de PB'y FND a 11 semanas de
edad (Figura 5.4.1.2; P>0,1), sin embargo, el menor contenido de PB en la dieta incrementd la
excrecion fecal a 21 semanas de edad (P<0,001), mientras el incremento de FND en la dieta indujo

mayor excrecion fecal a partir de las 16 semanas de edad (P<0,001).
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Figura 5.4.1.2. Excrecidn fecal de material seca (MS) en cerdos en crecimiento-cebo, como efecto del
nivel de PB [alto, AP vs bajo, BP] (a) y/o de FND en la dieta [alta, AF vs normal, NF] (b). Por encima de
cada barra, letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre el nivel de PB (a, b) y/o

FND (x, y). Barras de error = s.e.

La densidad y conductividad eléctrica (CE) del purin no se diferenciaron hasta las 16 semanas de
edad (1.015 s.e. 5 kg/m3 'y 14,72 s.e. 1,42 dS/m), para incrementar posteriormente (1.029 s.e. 4 kg/m3
y 18,37 s.e. 1,15 dS/m). Ademas, ambos pardmetros (densidad y CE) mostraron mayores valores en
purin de cerdos alimentos con alta PB y alta FND comparada con el resto de tratamientos (P=0,003 y
P=0,002, respectivamente; Figura 5.4.1.3). El pH del purin fue mayor cuando este procedia de cerdos
alimentados con dietas AP que en BP (7,42 vs 7,18 s.e. 0,08; P=0,05), mientras el nivel de FND en la
dieta y la fase de crecimiento no modificaron dichos niveles (P=0,07 y P=0,66, respectivamente). Los
principales macronutrientes desde el punto de vista agronémico, no se vieron afectados por el nivel de
PB, FND o fase de crecimiento (promedio de N-organico: 37,5 s.e. 10,1 g/kg MS; NHs-N: 52,6 s.e. 13,6
g/kg MS; P: 42,6 s.e. 2,1 glkg MS y K: 62,5 s.e. 12,3 g/lkg MS; todas con P>0,08).

140



5.4.1. Resultados y discusion

1050 T a () 26 (b)
-] -
1.040 + i
: ! 21 I
1.030 +
E i b £ b
= L [72] 18 il
£ I | = I
1.020 | b b I T b
L 1 r
: | [ 14 | b !
1010 + I I T
: | i I
1.000 : : : L0 : : : .
AP-AF AP-NF  BP-NF  BP-AF AP-AF  AP-NF  BP-NF  BP-AF
PB x FND PB x FND

Figura 5.4.1.3. Densidad (kg/m3) (a) y la conductividad eléctrica (EC) (dS/m) (b) del purin de cerdos en
crecimiento-engorde (6 a 21 semanas de edad) como efectos de la interaccion entre el nivel de PB
dietaria (alta, AP vs baja, BP) y el nivel FND (normal, NF vs alta, AF) (P<0,01). Sobre cada barra,

medias sin comdn letra (a, b) difieren (P<0,05). Barras de error = s.e.

5.4.1.1.5. Caracteristicas de la canal.

No se observé interaccion entre los efectos de la PB y la FND sobre las caracteristicas de la canal
(P>0,25), actuando ambos factores de forma independiente en estos pardmetros. Asi, el contenido de
PB o FND en la dieta no afecté significativamente el rendimiento en canal y la clasificacién de canales
acorde con la Normativa Nacional Espafiola (Tabla 5.4.1.3). Sin embargo, ambos efectos (PB y FND)
afectaron el espesor graso dorsal (medida entre la 3 y 4 dltimas costillas), aumentando

significativamente al reducir la PB (P<0,001) y aumentar la FND de la racién (P=0,03).

Tabla 5.4.1.3. Parametros de rendimiento en la canal, afectados por el nivel de PB (alta, AP vs baja,

BP) y/o contenido de FND (normal, NF vs alta AF) de la racion suministrada durante su crecimiento-

engorde.

item PB FND P-valort
AP BP NF AF PB FND

Peso de canal, kg 75,42 75,61 75,89 75,13 0,71 0,12

Rendimiento canal, % 71,79 71,02 71,30 70,49 0,66 0,09

EGD (32-42 ultimas

costillas), mm 13,51b 16,062 14,09y 15,47* <0,001 0,03

Clasificacion de canal* 95, 7% R, 79,2% R, 875% R, 87,0%R, 0,09 0,95
43% 0O 20,8% O 12,5% O 13,0% O

Dentro de cada fila y efecto (PB o FND), medias sin comUn superindice (PB: 2.b) (FND: xv) difieren (P<0,05).
tInteraccién PB x FND = todos los parametros con P>0,25.

tClasificacion segun la SEUROP (BOE, 2011): R = 45,1 a 50% carne magra; O = 40 a 45% carne magra.
EGD: Espesor de grasa dorsal.
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5.4.1.2. Discusion.
5.4.1.2.1. Efecto del nivel de PB.

A pesar de que el consumo de alimento no difirid entre los niveles de PB, el crecimiento de los
cerdos alimentados con dietas bajas en PB fue menor que los alimentados con dietas altas en PB, y
ello fue asi a partir de las 12 semanas de edad lo que implicd una reduccién en el IC del 17,8% (12-16
semanas de edad) y 14% (17 a 21 semanas de edad). De este modo, la eficiencia de utilizacién de la
energia para el mantenimiento y crecimiento se redujo. En ensayos de dosis-respuesta utilizando
cerdos cruzados Large White x (Large White x Landrace) entre 45-95 kg de PV se observd que
reducciones de los niveles de PB en la racion hasta los 122,5 g/kg (Carpenter et al., 2004) o 140 g/kg
(Madrid et al., 2013) no deprimieron ni el consumo de alimento, ni la ganancia diaria de peso y ni el IC.
En este sentido, algunos autores concluyen que las respuestas en crecimiento no se verian afectadas
hasta que la reduccion de PB alcanzase los 120 g/kg, en cuya situacién uno o mas aminoécidos

limitarian el crecimiento (Figueroa et al., 2002).

Estudios de Gloaguen et al. (2014) proponen que las necesidades de N deben ser expresados
mediante la tasa N: Lys que permita mantener los ritmos de crecimiento, considerando ademas las
necesidades de N no proteico y AA, esenciales y no esenciales. Estos autores determinan que el
6ptimo de N digerible en relacién a Lys-Digestible Estandarizada se situd entre 19,1 g/kg y 20,4 g/kg.
En este estudio, las dietas bajas en PB alcanzaron un ratio mayor de digestibilidad N:DIS Lys (23,0 a
30,5 g/kg) que los valores antes mencionados, pero aun asi las tasas de crecimiento se vieron
reducidas. Ello sugiere que, aunque raciones utilizadas bajas en PB fueron formuladas siguiendo el
equilibrio de la proteina ideal, ciertos aminoacidos pudieron limitar los niveles de deposicion proteica.
De hecho, las recientes guias espafiolas para la formulacién de la alimentacién de cerdos han sido
actualizadas (FEDNA, 2013) con el fin de adaptar las recomendaciones a los genotipos seleccionados
para que puedan responder positivamente a una mayor oferta de nutrientes. En consecuencia,
asumiendo que la lisina seria el primer aminoacido limitante y que el balance de proteina ideal se
mantendria, su nivel en la dieta debe ser superior a 9,1 g/kg entre 12 a 16 semanas de edad y 6,7 g/kg

de 17 a 21 semanas de edad para permitir un crecimiento 6ptimo.

En determinadas fases del engorde (entre las 11 y 21 semanas) al reducir el contenido en PB de
la racién se redujo la digestibilidad del extracto etéreo, aunque la cantidad digerida no difirié entre
tratamientos y ello fue asi debido a que los animales que recibieron las raciones con bajos niveles de

PB mostraron numéricamente un mayor consumo de alimento a las 21 semanas de edad, en
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comparacion con sus homélogos alimentados con raciones a elevados niveles de PB. Ello podria estar
relacionado con una mejora en la digestion de la fraccion de hidratos de carbono no estructurales (i.e.
almidon), ya que la cantidad digerida de extracto etéreo no fue diferente y las cantidades digeridas de

PB y FND decrecieron cuando se suministraron raciones con bajos niveles de PB.

Mientras que el rendimiento de la canal no se vio afectado por el nivel de PB de la dieta, el
espesor de grasa dorsal aumento. Por tanto, la manipulacién del contenido en PB de la racion redujo el
valor comercial de la canal. Previamente otros autores describieron esta relacion (i.e. Kerr et al., 1995,
2003; Madrid et al., 2013; Wood et al., 2013), aunque en ningun caso la justificaron. Asumiendo que la
tasa de deposicion proteica y lipidica depende del potencial de crecimiento del tejido magro del animal
y la relacidn energia:proteina de la racion, el incremento del espesor de la grasa dorsal podria estar
determinada por una utilizacion mas eficiente de la energia, dada i) la reduccion en la pérdida de calor
por catabolismo, y ii) la reduccion en los niveles del excrecion del N excedentario (Kerr et al., 2003;
Madrid et al., 2013).

Otra posible causa de la reduccion en los niveles de crecimiento podria ser debida a que la
reduccion en los niveles de PB no pudiera mantener el equilibrio en los aportes de los AA sulfurados y
la relacién treonina: lisina, que como es sabido incrementan con la edad del animal (Tuitoek et al.,
1997). Aunque las raciones con bajos contenidos en PB pueden reducir las emisiones de nitrégeno y
mejorar la calidad organoléptica de la carne (Wood et al., 2013), el margen econémico en las

condiciones actuales no parecen sustentar esta estrategia.
5.4.1.2.2. Efecto del incremento en el nivel de FND a partir de la inclusion de pulpa de remolacha.

En el presente estudio, al incrementar el aporte de FND en la racidn se redujo el consumo de
alimento al final del cebo, pero no redujo el IC y la eficiencia energética, aunque se aprecié una
tendencia a la disminucion del rendimiento de la canal y al aumento del espesor de la grasa dorsal. Se
ha hipotetizado que el cerdo puede tolerar un amplio rango de concentraciones de fibra en la racion,
siempre que la densidad energética sea la adecuada (Baird et al., 1975; Beaulieu et al., 2009;
Gutierrez et al., 2013). La ligera disminucién en el rendimiento de la canal podria ser atribuida a un
aumento de contenido intestinal junto con un mayor desarrollo de érganos, aunque este efecto seria

practicamente indetectable considerando los periodos de ayuno utilizados (12-24 h) (Santoma, 1997).

El efecto de la FND dietética sobre los parametros del crecimiento y caracteristicas de la canal

podrian estar enmascarados por las variaciones en los niveles de PB. Al suplementar la racién por
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encima de las necesidades de AA en aquellos cerdos que recibian a la vez, bajos niveles de PB y altos
niveles FND incrementaria el tejido magro de la canal, pero se reducirian los niveles de crecimiento
(Jha et al., 2013). De hecho, se ha demostrado que las necesidades de treonina pueden incrementar
como resultado de elevados niveles de ingestion de fibra, la treonina es uno de los principales
constituyentes de la mucina que puede ser secretada en el lumen intestinal en funcion de flujo de fibra
fermentable (Zhu et al., 2005).

El incremento de FND en la dieta no modificd el pH a lo largo del tracto gastrointestinal y/o el
purin, en acuerdo con Shriver et al. (2003), aunque si se han descrito menores niveles de pH en las
excretas al incremental los niveles de ingestidn de fibra (Lynch et al., 2008). En el presente estudio, se
observé un incremento en la excreciéon de materia fresca fecal al incrementar el aporte dietético de
fibra soluble. Un aumento en la ingestion de fibra incrementara la actividad del intestino grueso, dada
la propia acciéon mecanica de la fibra y la capacidad de retencion de agua, que aumentan el volumen

en el colon y heces (Bach Knudsen y Hansen, 1991).

A pesar que el aumento en FND de la dieta provocé un incremento en la tasa de digestibilidad de
la MS en las semanas 11y 16 de edad, la cantidad de MS, MO y CHO digeridos al final del periodo de

cebo fue menor en las raciones con alto contenido de fibra.

Ademas, el incremento en el aporte de FND implicd un incremento en las tasas de digestibilidad
del extracto etéreo. Segun Noblet y Shi (1993), existe una relacion curvilinea entre el aporte dietético
de EE y su digestibilidad aparente, reduciéndose esta ultima cuando el contenido de fibra de la dieta
es superior a 200 gFND/kg. En el presente estudio los niveles de FND en dietas AF se situaron por
debajo de este umbral. Es necesario sefialar que la presencia en la racién basal de ingredientes que
contienen ciertos niveles de fibra (cebada, trigo y harina de soja) y lipidos podria reducir el impacto de

la FND procedente de la pulpa sobre la digestibilidad.
5.4.1.2.3. Estudio del efecto de la interaccion entre el aporte de PB y FND.

En el presente estudio, el rendimiento productivo y las caracteristicas de la canal no fueron
afectados por la interaccién entre la PB y FND de la dieta. Por lo tanto, el efecto de la reduccién de los
niveles de PB, en la mayoria de los caracteres estudiados, fue independiente del nivel de FND
suministrado. Paralelamente, los efectos inducidos por los incrementos en el aporte de FND fueron
también independientes del aporte de PB. La independencia de ambos factores, PB y FND sobre el
consumo Y niveles de crecimiento fue demostrado previamente en lechones tras su destete (9 a 18 kg
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PV) (Hermes et al., 2009) utilizando salvado de trigo y pulpa de remolacha, y en cebo (30 a 115 kg PV)
(Jha et al., 2013) utilizando subproductos ricos en fibra derivados del procesado de etanol, en ambos

casos como fuentes de fibra.

Sin embargo, al incrementar el aporte de FND sin disminuir el de PB produjo una reduccién de la
digestibilidad aparente de la PB e incrementd la cantidad de materia seca excretada, como lo prueban
las caracteristicas fisico-quimicas en purin (CE y densidad). De hecho, al incrementar el aporte de
FND se incrementa la retencién de nitrdgeno en el intestino grueso para el crecimiento de
microorganismos, pero también incrementa la excrecion de nitrogeno fecal (Malmléf y Hakansson,
1984). El papel intestinal de la fibra puede estar mediado por el flujo de carbohidratos fermentables a
intestino grueso, que a su vez aumenta el crecimiento microbiano y ello puede incrementar la
recanalizacién de urea plasmatica a intestino grueso para la sintesis de proteina microbiana (Shriver et
al., 2003).

En el presente estudio, al incrementar el aporte dietético de FND (170 g FND/kg para dietas altas
en FND mediante la inclusién de 50 g/kg de pulpa de remolacha mas la contribucion de los cereales
utilizados) sélo afectd negativamente al coeficiente de digestibilidad aparente de la PB cuando se
administraron raciones con una alta proporcion de PB (175 g PB/kg), pero no en dietas con una baja
proporcion (125,5 g PB/kg). Algunos estudios muestran que la correlacion negativa entre digestibilidad
aparente de la PB y el contenido de fibra (200 g/kg de pulpa de remolacha, resultando en 185 g
FND/kg) es independiente del nivel de PB (200 vs 150 g PB/kg de alimento) (Lynch et al., 2008: en
cerdos de 75 a 95 kg de PV). Aunque, en otros trabajos si se ha detectado una ligera reduccion del
coeficiente de digestibilidad aparente debida a un alto contenido en fibra (177 g FND/kg alimento) en
dietas con bajos contenidos en proteina (157 g PB/kg) (Zervas y Zijlstra, 2002: en cerdos de 25 a 40 kg
PV).

También se ha demostrado que aumentar la FND en la dieta puede disminuir la digestibilidad
aparente de la PB debido al incremento de pérdidas enddgenas de aminoacidos (Schulze et al., 1994).
A su vez, la grasa puede también incrementar la digestibilidad aparente de la PB (Imbeah y Sauer,
1991) en la medida que la grasa pueda reducir el ritmo de paso de la digesta y proporcionar asi mas
tiempo para que las enzimas proteoliticas puedan hidrolizar los sustratos proteicos de la digesta (Kil et
al., 2013), sin que ello afecte las pérdidas endégenas de aminoacidos (de Lange et al., 1989). Por lo
tanto, el alto contenido de extracto etéreo en dietas con AF en la Fase Il (12 a 16 semanas de edad) y
Il (17 a 21 semanas de edad) necesaria para formular dietas isoenergéticas, podria haber
compensado el impacto negativo de la FND sobre la digestion de la PB.
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5.4.2. Efecto del nivel de fibra y proteina de la racion sobre la emisién gases toxicos: CHy y

gases nitrogenados (NH: y N-0).

En este apartado se presentan los valores de emision para los gases contaminantes objeto del
presente estudio, metano (CH4) y gases nitrogenados (NH3 y N2O) en condiciones que se pretendid
que reflejasen las condiciones de explotacion comercial. No se detectaron incidencias remarcables que
pudiesen invalidar los resultados obtenidos, asi los indices de morbilidad y mortalidad no difirieron a
los registros en las granjas comerciales (Agostini et al., 2013; Grupo Gestiéon Porcina, 2012; SIP
Consultors, 2013) y los indices productivos que se expusieron y discutieron en el apartado anterior se
situarian en los rangos descritos para este cruce (Landrace x Large-White) y condiciones de

explotacion (ver apartado 5.4.1).

La presentacion de los resultados correspondientes a las emisiones gaseosas se realizara en
funcién de su origen, es decir se distinguirén las emisiones totales procedentes del conjunto, que
incluiria la emision entérica y la procedente de la evaporacion inmediata, tanto cutanea como de las
superficies del alojamiento (emparrillado, vallas, etc.), estd emisién se distinguira de aquella
procedente del almacenamiento de las deyecciones [emisiones en fosa). La emisién procedente de la
evaporacion y la derivada del almacenamiento de deyecciones en la fosa van a ser dependientes de
las condiciones ambientales y concretamente la temperatura, humedad y pH que han demostrado ser
cruciales en la determinacion de los niveles de emision. Por ello este capitulo se iniciara con la
presentacion de los resultados relativos a las condiciones ambientales registradas y que estaran
ligados, y a su vez determinaran los niveles de emisién registrados (Blanes-Vidal et al., 2008;
Haeussermann et al., 2006; Saha et al., 2010).

En la Figura 5.4.2.1 se presenta la evolucion en la temperatura y la humedad relativa registrada
durante los meses de Febrero a Junio 2012, en los dias que se realizo la prueba de cebo. En la Tabla
9.4.2.1 se presentan los valores medios del periodo de muestreo, y que se situan en el rango normal a
los registrados en esta zona y estacion. Si existe una relacion directa entre condiciones ambientales
(i.e. temperatura) y la emisién gaseosa, los niveles de aireacion de la nave deben ser graduados en
funcion de dicha relacién para evitar que las concentraciones de ciertos gases (i.e. NH3) en el
alojamiento alcancen concentraciones limitantes o toxicas (>50 ppm, Babot y Revuelta, 2009; Banhazi
et al., 2008). Por ello en la misma tabla se presentan los flujos medios de renovacion de aire (n = 4
mddulos). En la fosa, y para describir las condiciones fisicas registradas durante el periodo de
muestreo, se presentan también en la Tabla 5.4.2.1 los registros de pH, temperatura y profundidad o
altura media del purin almacenado, asi como los flujos medios de aire inducidos en las CFC alojadas
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en el purin para determinar su emisién. Tal como se describi6 en apartado de Material y Métodos los

flujos de renovacion se realizaron siempre tras 7 dias de almacenamiento de purin y tras 22 a 27 dias

de adaptacion a las raciones experimentales.

C—mm-Fl —— mm - Fll mm - Flll
—&— HrME - Fl O  HrME-FI A HrME-FII
rrrrrr < Tem ME - FI ® TemME-FI A TemME-FII
80
(o]
70 fo) oI 0) ./!k o P
s P a? A A S A AV
60 A A\o A o-f o) © Q Q 9 Q
A a g g2 28 © a8 A% o 5 a .
50 A A 9 & /’\é A o A A
A =y 5©

40

N
($)]

30

20 969

_
(S]]

S
Precipitacion (mm)

Temperatura (C°), Humedad relativa (%)

_
o

[$)]

2| |10|14|18|22| | |10|14|18|22| | |10|14|18|22| | |10|14|18|22| | |10|14|18|22| | |10|14|18|22| | |10|14|18|22
1 2 3 4 5 6 7
Horas (dias)

Figura 5.4.2.1. Evolucion de la temperatura (°C) y humedad relativa (Hr, %) registrada en los Mddulos

Estanco [ME], junto con las precipitaciones registradas [trazos gruesos (mm)] en exterior de la

durante la semana de muestreo de cada fase.

nave

Tabla 5.4.2.1. Valores medios de las condiciones fisico-quimicas registradas en los modulos estancos

y en fosas de deyecciones durante los periodos de muestreo.

item Fasel d.e. Fase ll d.e. Fase lll d.e.
Modulos Estancos
Temperatura ambiental (°C) 25,1 0,84 23,3 2,5 271 3,1
Humedad relativa ambiental (%) 50,3 8,2 60,9 8 58,9 17,8
Flujo de aire (m3 an/h) 21,0 1,56 36,63 3,06 89,19 13,5
Fosa de deyecciones
Temperatura del purin (°C) 19,01 0,9 20,6 1,7 23,5 1,1
pH 7,33 0,08 7,33 0,12 7,23 0,08
Altura inicial purin (cm) 12,5 2.7 18,6 6,5 17,2 2,8
Altura final purin (cm) 13,4 2,9 19,9 94 20,7 33
Flujo de aire en CFC (L/m2/h) 35,2 0,5 34,8 0,6 35,8 0,3

La temperatura media registrada en los ME no difiri6 entre las dos primeras fases y ello fue asi

por la regulacién térmica ejercida del sistema de calefaccion del que dispone la nave, no obstante, en

147



5.4.2. Resultados y discusion

la Fase Ill (mes de Junio), la temperatura ambiental del ME se elevé de forma considerable y ello fue
asi con independencia de la ventilacion de la nave, ventilacion que se increment6 de forma paulatina
con la fase del cebo (21,0 d.e. 1,56; 36,63 d.e. 3,06 y 89,19 d.e. 13,15 m3an/h para las Fases I, Il y Ill,
respectivamente). Con la modificacion de los niveles ventilacion se pretende regular las temperaturas
diurnas en el interior de los modulos y diluir la concentracion de los gases toxicos producidos. En este
sentido, cabe sefalar que en ningun caso los incrementos en la ventilacion redujeron la concentracion
por debajo de los umbrales de deteccion de las técnicas analiticas utilizadas. Con el crecimiento de los
animales y la temperatura, se increment6 el consumo de agua, los intercambios hidricos y con ello la
humedad ambiental de los mddulos que incrementd del 50 al 59% (Fases | y Ill, respectivamente), los
incrementos en la ventilacién no modificaron dicho parametro. En todos los casos la temperatura de la
fosa fue inferior a la registrada en el ambiente (= 1,6 d.e. 0,8 °C) y aunque también incremento, en
este caso, lo hizo de forma mas progresiva. No se detectaron modificaciones relevantes en los niveles
de pH del purin, que fue constante y ligeramente alcalino (pH > 6,0: 7,3 d.e. 0,08; 7,3 d.e. 0,12y 7,2
d.e. 0,08 para las Fases I, Il y lll, respectivamente). La aireacion de las CFC estuvo inducida

experimentalmente durante los muestreos y por tanto los niveles de renovaciéon fueron constantes.
5.4.2.1. Emisién de metano: efecto del nivel de fibra y proteina de la racion.

La concentracién de gas en los modulos estancos va a estar determinada por el equilibrio entre la
emision de un determinado gas, en este caso el CHs, y su evacuacién a través del proceso de
ventilacion. Es cierto, que los niveles de ventilacién no variaron a lo largo del dia o lo hicieron
minimamente, pero si lo hicieron las concentraciones, con lo que podemos deducir que la emision
diaria de CH4 no fue constante y estuvo sujeta a ritmos circadianos que procederemos a analizar a
continuacién. En principio cabe sefialar que se registré una relacion inversa entre los niveles de
ventilacién y la concentracién media de CH4 en los médulos estancos, disminuyendo con la fase del
cebo y/o ritmos de ventilacion, asi los valores medios al tiempo de muestreo fueron de 5,2, 4,1y 3,3
s.e. 0,90 mg/m? (P=0,3488) para las Fases |, Il y Ill, respectivamente. Estos valores no fueron
modificados por los niveles de proteina de la racion (P>0,05), pero si lo fueron ligeramente por los
niveles de fibra. Asi las concentraciones de CHs4 fueron mas elevadas en los médulos de los animales
que ingirieron una mayor proporcion de fibra digestible (FND). Estas diferencias fueron aparentes
[Fases | (5,76 y 4,54 s.e. 1,35), Fase Il (4,48 vs 3,66 s.e. 1,23) y Il (3,95 y 2,72 s.e. 1,23)], nunca
alcanzaron significacion estadistica (P>0,05).
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Figura 5.4.2.2. Evolucién de la concentracion diaria de CH4 en mddulos estancos, los valores

corresponden a los valores medios obtenidos en cada fase del cebo.

En la Figura 5.4.2.2 se aprecia la escasa relevancia de los cambios en las concentraciones de
CHq registradas a lo largo del dia. La emision de metano es basicamente de origen entérico (> 50%:
Monteny et al., 2004) y deberia ser constante en la medida que lo es la fermentacién ceco-colonica.
Esta constancia en los niveles de fermentacion reflejaria la estabilidad del flujo de nutrientes y la
persistencia de los parametros de fermentacion registrados en los compartimentos de fermentacion
post-gastrica (Belenguer et al., 2005). No obstante, la relacién que se observa entre la concentracién
de CHa y los procesos de fermentacion deben ser analizados con precaucion, dado que dichos valores
pueden estar distorsionados por dos factores: i) la presencia de un proceso de aireacién, variable entre
mddulos y tiempos, y ii) por la presencia de CH4 en el médulo procedente de la fermentacion de las

deyecciones.

A continuacién se analizara la concentracion de CH4 originada en la fosa de deyecciones. La
concentracion de CH4 en el aire drenado de la fosa de deyecciones fue muy superior a los niveles
registrados en los mddulos estancos e increment6é con la fase de cebo/edad de los animales. Las
concentraciones de metano registradas fueron minimas en la primera Fase (0,04 s.e. 0,13 g/m3), para
incrementar (P<0,05) paulatinamente con la fase de crecimiento (0,75 s.e. 0,096 y 3,12 s.e. 0,096 g/m3

en las Fases Il y lll, respectivamente).
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—4—AP-FI  —®—AP-FI —e&— AP-FIl —+—AF-Fl  —®—AF-FI —e— AF-FIl
- S BP-FIl o BP-Fl 6000 < A NF-FI = S NF-FIl 0 NF-Fll

3:30 10:30 13:30 16:30 19:30 3:00 10:30 13:30 16:30 19:30
A. Horas B. Horas

Figura 5.4.2.3. Evolucién de la concentracion diaria de CH4 en fosa de deyecciones (A: efecto del nivel
de proteina y B: efecto del nivel de fibra) registrada a diferentes tiempos de muestreo en las tres fases

del engorde.

En ambas Figuras 5.4.2.3 (A y B) se aprecia graficamente la relacion positiva entre las
concentraciones de metano en el aire drenado de la fosa y la edad/fase de engorde, siendo estas
diferencias especialmente acusadas entre las Fases | y Ill. Por otra parte y cuando se detectan las
mayores concentraciones (Fase Ill), estas no mostraron un perfil constante: se elevaron durante la
madrugada y primeras horas del dia para decrecer posteriormente durante la tarde-noche. Los autores
de la presente memoria no han podido encontrar resultados con los que contrastar las variaciones
circadianas registradas en las concentraciones de CHs, no obstante, los cambios registrados deberia
reflejar variaciones en las condiciones de fermentacion y flujos de nutrientes a lo largo del tracto

digestivo, estas dos variables se abordaran en capitulos posteriores de la presente memoria.

En relacién al tratamiento experimental, los niveles de proteina no parecen alterar de forma
relevante las concentraciones de CH4 en el aire drenado, pero si el nivel de fibra de la racién, asi los
purines de aquellos animales que ingirieron una mayor proporcion de fibra digestible (FND) mostraron
mayores concentraciones de CH4 en el aire evacuado en la Fase Il, no obstante, estas diferencias no
alcanzaron significacién estadistica hasta la fase final, donde la mayor concentracion correspondio a
fosas de cerdos que ingirieron menor nivel de fibra digestible. Las concentraciones medias (g/m?)
registradas fueron de 0,04 vs 0,04 s.e. 0,177; 0,88 vs 0,62 s.e. 0,135y 2,31 vs 3,92 s.e. 0,135 para las
Fases I, Il y Ill en los animales que recibieron, respectivamente, los mayores y menores niveles de
fibra. En el caso de las concentraciones de CH4 registradas en el aire drenado de las deyecciones, es
necesario sefialar que, si el flujo de aire de renovacion de las CFC fue inducido experimentalmente y

este fue constante, por tanto las concentraciones deberian reflejar fielmente los niveles de emision.
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Los niveles de emisidn de CHs calculados a partir de la concentracion del gas y los flujos de
renovacion de aire de los mddulos estancos y las CFC se analizaran a continuacion. En la Tabla
5.4.2.2 se presenta la emision total registrada en los mddulos estancos en las tres fases de cebo, a los
33, 66 y 102 kg PV. No se apreciaron interacciones significativas entre los factores principales a
estudio, por tanto los valores medios diarios registrados se expresan en funciéon de los efectos

principales.

Tabla 5.4.2.2. Emision diaria de CH4 en sala (modulos estancos: ME), en cerdos en cebo alimentados
con raciones a dos niveles de proteina (PB: AP y BP) y dos de fibra digestible (FND: AF y NF) en un

sistema de alimentacion en tres fases, a los 33, 66 y 102 kg PV (Fases |, 'y Il).

tems Il Fl Fl se | AP BP se | AF NF se |ognificacion
Fase FND

g CHa/an 25° 35 760 059 |49 41 048|522 38 048] *
mg/kgPVOs 206 1660 245 220 | 217 195 1871 | 234¢ A7 181 | * *
g kg MSI 190 16> 28 02423 19 02024 18 020| * ns
mg /g FNDI 126 94> 1672 142|143 114 116 | 131 127 116 | * ns
mgCHJgPBI 99 88 169 132|119 119 107 | 136 1020 1,07 | ** *

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); F1-
IIl, fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; PV075, peso metabdlico; MSI, materia seca ingerida; FNDI, fibra
neutro detergente ingerida; PBI, proteina bruta ingerida.

ab valores en la misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05) en la fase, nivel de PB o nivel de FND.

ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001.

La emision total de CH4 estimada en los mddulos estancos, oscilé entre los 2,23 y 8,83 g CH4
an/d o expresados por kg de peso metaboélico (mg/kg PV0.75: 189,2 y 283,4). Contrastar los resultados
obtenidos con aquellos descritos previamente no es una tarea facil dada la variedad de condiciones
experimentales y analiticas en las que dichos valores fueron obtenidos, no obstante, Zervas y
Tsiplakou (2012) establecen un valor medio de 279, 455, 567 y 82,2 mg/kg PV°75 para cerdos, vacas,
pequefios rumiantes y aves, respectivamente. Esta variedad de informacion, con fines comparativos,
se presenta resumida en la Tabla 5.4.2.4. Con independencia de las condiciones experimentales, los
niveles diarios de emision registrados (g CHs an/d) fueron similares al rango descrito por Christensen y
Thorbek (1987): 1,4 - 9,2; Hansen et al. (2014): 3,6 y 4,11; Jargensen (2007): 0,2 - 7,86; Osada et al.
(1998): 4,78 - 5,39, superiores a los registrados por Ji et al. (2011): 1,13 - 2,01 o inferiores a los
reportados por Atakora et al. (2011): 17 a 25,4 y Philippe et al. (2007a): 15,5. Desafortunadamente
expresando las tasas de excrecién en funcion del peso metabolico no se consiguié reducir de una
forma consistente la variacion existente, asi las emisiones registradas (mg CHa/kg PV075) se situarian
en unos valores que variarian entre los 134 y 283,4.
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Las emision total de CH4 fue modificada por el tratamiento experimental, asi los niveles medios de
emision de CH4 se incrementaron con la fase de cebo (g an/d: 2,5, 3,5y 7,6 s.e. 0,59 para las Fases |,
Il'y lll, respectivamente), aunque no de forma homogénea, los incrementos fueron aparentes entre las
Fases |y Il, y alcanzaron significacion estadistica (P<0,05) en relacién a las diferencias registradas en
la Fase Il (acorde con Hansen et al., 2014). Al expresar las emisiones por el peso del animal, los
valores registrados (mg/kg PVO75) fueron de 206,4, 166,5 y 245 s.e. 22,04 para las Fase |, Il y Il

respectivamente, y los valores medios registrados sélo difirieron (P<0,05) entre las Fases Il y Ill.

Los incrementos en la ingestion de fibra (FND) aumentaron la emision diaria de CHa4 (g an/d), asi
los animales que ingirieron las raciones con una mayor concentracion de FND emitieron mas CH4 en
términos absolutos (g an/d: 5,2 vs 3,8 s.e. 0,48) o relativos al peso (mg CHa/kg PV0.75: 234,2 vs 177,7
s.e. 18,02 para AF y NF, respectivamente; P<0,05). Cuando los valores de emision se expresaron por
unidad de fibra digestible ingerida (mg CHa4/g FND ingerida) la emisién fue numéricamente mayor en
los animales que ingirieron las raciones mas ricas en fibra, sin embargo, las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. Si se observo un efecto significativo (P<0,05) en dicho parametro con la
maduracion del sistema digestivo [edad/fase] de los animales, aunque las diferencias sélo alcanzaron
significacion estadistica entre las Fases Il y Il (las tasas de emision fueron de 12,6, 9,4 y 17 mg/gFNDI
para las Fases |, Il y lll, respectivamente). La ingestion de proteina en ningun caso modific6 las tasas
de emision de metano (acorde con Hansen et al., 2014; Le et al.,, 2009), no obstante, el nivel de
emision (por unidad de PB ingerida) siempre fue superior en aquellos animales que ingirieron las

mayores concentraciones de FND (13,6 y 10,2 mg/gPBI, para AF y NF, respectivamente).

A continuacién se analizara la emisién de CHs4 procedente de las deyecciones. Dicha emisién se
registré mediante las campanas de flujo constante (CFC, Apartado 4.1.1.3) que permitieron aislar la
emisién de una fraccién representativa de la superficie del purin en la fosa. En este caso, si se
apreciaron interacciones entre los diferentes factores a estudio, concretamente entre los valores de
emision registrados en los animales que ingirieron las diferentes concentraciones de fibra-proteina y el
efecto fase. Por ello los valores medios de emision y tratamiento se presentan por cada una de las

fases de cebo analizadas (Tabla 5.4.2.3).

La emision de CH4 a partir de las deyecciones expresada en valores absolutos (g CH4 an/d) o
relativa al peso (kg PV075) vari6 entre los 0,02 a 1,57 g an/d y 1,6 a 50 mg CHa/kg PV0.75. En funcién
del purin generado en volumen (g/m3) o peso de la MS (g CHa/kgMS) los niveles registrados oscilaron
entre los 0,3 a 15,2 g CH4/m3 0 0,07 y 1,64 g/kgMS. Contrastar los valores obtenidos con valores

previos publicados requiere conocer los procedimientos con los que dichas emisiones fueron
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calculadas, en este sentido debemos distinguir dos sistemas, sistemas externos (SE) en los que las
emisiones han sido determinadas en purin fresco, aislado en diferentes tipos de contenedores y
sometido a procesos de fermentacion bajo diferentes condiciones (i.e. temperatura, nivel de aireacion:
Aarnink y Verstegen, 2007; Blanes-Vidal et al., 2008; Haeussermann et al., 2006) y los que, como en
nuestro caso, han sido determinados “in situ” ( Zhang et al., 2007). Son mas relevantes desde el punto
de visto de nuestra discusion, aquellos valores derivados de los procedimientos in situ y en las
unidades méas comunes en que dicho pardmetro ha sido expresado (g/m? de purin). En este caso el
rango de valores obtenidos por Zhang et al. (2007) (de 0,3 a 30 g CH4/m3) engloba los valores
obtenidos en nuestro trabajo, aunque sus niveles de variacion responden a mayores tiempos y
temperaturas de almacenamiento del purin. Los valores obtenidos en sistemas externos son mas
variados, como lo son las condiciones en que han sido obtenidos. A partir de la literatura consultada
los valores se moverian en un rango de (3,4 g CH4/m3: Amon et al., 2007 a los 41,9 g CH4/m3: Moset et
al., 2009, 2010b) (0,98 a 1,1 g CHa4/kg MO: Cerisuelo et al., 2012). Una revision més detallada de los

trabajos a los que hemos tenido acceso se presenta resumida en la Tabla 5.4.2.5.

Tabla 5.4.2.3. Emision diaria de CHs originada a partir de las deyecciones (fosas), estimada a partir de
la colocacién de CFC en las fosas de cerdos en cebo alimentados con raciones a dos concentraciones
de proteina (PB: AP y BP) y dos de fibra (FND: AF y NF) en un sistema de alimentacién en tres fases,
alos 33,66y 102 kg PV.

Proteina (PB) Fibra (FND)

Nivel de significacion

ltems Fase  p BP  AF NF % "Fase PB FND PBFase FNDFase
mg  Fi 141y 1% 362 125
CH, Fll 278 353%  370v 261 839 ** ps ns
an/d  FIl  12520¢ 12930% 976 1570,0%
mgkg P 1My 166 29 10 ) *
e Fl 13y 17 18y 120 282 ns
Fl 30x A 3bx BQax
gme P 186V 033 1108 1,00
Suin Pl 403 304 4fer 242 0875 U ns ons ns &
FIl 1190 125 93 152
gkg P 0509 0072 018 045
e FI 05y 070 074 050 009 ** s o

Fill 1,060x 142y 0,83 1,64

N Fi 0629 009 014y 057
?nog Fil 068 088 092 064y 010 ** ps o
FIl 125 182a (99 208

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); FI-
Il fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; PV075, peso metabolico; MS, materia seca; MO, materia organica.
(@b) valores en la misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05) en nivel de PB o nivel de FND, y (¥2) en
columnas indican diferencia entre fases.

ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001.
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La emision de CHs originada en las deyecciones incremento con la fase de crecimiento (6,7, 15,0
y 41,4 mglkg PVO75 para las Fases |, Il y Ill, respectivamente), aunque dicho incrementé no fue
homogéneo, asi las diferencias registradas entre las Fases Il y Il alcanzaron siempre relevancia
estadisticas (P<0,05), mientras que la existencia de diferencias entre las Fases | y Il estuvo
condicionada tanto por el nivel de fibra (Interaccién Fase x FND: P<0,05) como por el de proteina
(Interaccion Fase x PB: P<0,05). Es necesario sefialar que el efecto de la fibra sobre la emision de CH4
fue de signo contrario a la excrecion total y la emision en fosa fue mayor en los purines procedentes de
aquellos animales que habian consumido las raciones con una menor proporcion de fibra digestible. En
tanto, Cerisuelo et al. (2014) en purines de cerdos alimentados con pulpa de citrico y/o algarrobo como
fuentes de fibra no detectaron efecto sobre el potencial y la producciéon de CHa. En relacién a la
emision por unidad volumen de purin (g CHa4/m?3) producido, esta incrementé con la fase de crecimiento
y al igual que sucedia en el caso anterior, los incrementos registrados entre las Fases Il y I
alcanzaron significacion estadistica (3,5 vs 12,3 s.e. 0,62; P<0,05), mientras que las diferencias entre
las Fases | y Il s6lo alcanzaron significacion estadistica en aquellos purines procedentes de los cerdos

que habian ingerido las raciones con mayores proporciones de fibra (Interaccion Fase x FND; P<0,05).

La fermentacién de la materia organica del quilo en condiciones anaerdbicas produce un exceso
de actividad reductora que es eliminada via formacion de CHs4 (Morgavi et al, 2010), esta via,
mayoritaria en el rumen conlleva producciones de CHs4 elevadas (400 a 500 L/d/vaca adulta: Moss et
al., 2000; 38 L/d/oveja: Yafez-Ruiz et al., 2007). Este proceso también sucede en animales
monogastricos, aunque en dichos compartimento coexisten otras vias de eliminacion de dicha
actividad (Belenguer et al., 2011) y es menor, la emision en cerdo se ha valorado entorno 0,1% a 1,3%

de la ED ingerida (Jergensen, 2007).

Nuestros resultados obtenidos en condiciones experimentales, que no difieren de las comerciales
y que rigen el cebo de cerdo en nuestro pais, confirman la existencia e importancia de dichas
emisiones. La emisién media de CH4 de un cerdo ingiriendo una racién “estandar” seria de = 4,72 g
an/d con un minimo de 2 g an/d en las Ultimas semanas del cebo (28 a 90 kg: Osada et al., 1998).
Nuestra cabafia porcina es de 24 597.154 y 2.271.338 (26.868.492) millones de cabezas en cebo y
reproductores, respectivamente (MARM, 2013), y la emision diaria de CH4 se sitlia por tanto en las
142,83 Tm/d4 0 52.131,62 Tm anuales (en Eq. CO2 1,303 x 103 Gg)5. De esta emisién media el 90,3%
corresponderia a la emision entérica y el 9,7% a la emision procedente de la fosa de deyecciones, la

contribucion méxima de las deyecciones se situa al final del cebo con un porcentaje del 17%.

* Estimado a partir de resultados experimentales de engorde (estudio) y reproductoras (Medina et al., 2013).
5 A partir de Solomon et al. (2007) [25 Eq.-CO2en un horizonte de 100 afios].
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La contribucién de las deyecciones a la emision de CH4 es la més variable dada la variacion que
existe en las condiciones de manejo (tiempo de almacenamiento, temperatura, condiciones de la fosa,
etc.). En cualquier caso al analizar los valores publicados referidos a la emisién de las deyecciones
(Tabla 5.4.2.5) es necesario discriminar aquellos valores obtenidos en Sistemas Externos, optimizando
condiciones de fermentacion para obtener la maxima produccién de metano. Estos niveles de emision
tienen que ser discriminados de los casos en los que dichos valores de emisién han sido obtenidos “in
situ” y que pretenden reflejar una situacion méas real. En este sentido, la escasa relevancia de su
contribucion a la emisidn total de CH4 confirma la importancia de la emisién entérica, su constancia y la

consistencia de nuestras estimaciones.

La administracion de dietas ricas en fibra incrementé los niveles de emision de CH4, confirmando
los resultados previos descritos en bibliografia (Jensen y Jargensen 1994; Monteny et al., 2001; Noblet
y Shi, 1993). Con el desarrollo del animal incrementd la emisién de CH4, respuesta acorde con trabajos
de Ji et al. (2011), y ello fue asi porque el animal incrementd los niveles de ingestién, pero también
porqué incremento la emision por unidad de MS y FND ingeridas. Con el desarrollo del animal va a
producirse una maduracién de los compartimentos de fermentacién, asi como la flora simbiética que
permitiran una mejor fermentacion del alimento especialmente de la fibra. Una relacién temporal en la
colonizacion del tracto digestivo por parte de las arqueas metanogénicas ha sido descrita previamente

en bibliografia (Haussermann et al., 2006).

No obstante, a partir de nuestros resultados resulta dificil justificar la relacién inversa entre la
proporcion de FND de la racion y la emision de CH4 de sus correspondientes purines registrada al final
del cebo (Fase Ill). Tampoco hemos podido validar esta respuesta contrastandola con resultados
previos. La emision de metano en la fosa se halla sujeta a multitud de factores, i.e. disponibilidad de
oxigeno y solidos volatiles, presencia de compuestos inhibidores, temperatura dptima para las arqueas
(25 a 35 °C), y en su conjunto podian explicar los resultados obtenidos. Sin embargo, el hecho que las
mayores emisiones en fosa se correspondan con las menores emisiones entéricas nos permite
hipotetizar, con el hecho de, que la mayor fermentacion entérica de la racién limite la probabilidad de

una posterior fermentacion residual durante el almacenamiento de las deyecciones.

No se registro ningun tipo de respuesta en la emisién de CHs al incrementar la proporcién de PB
de la racion, ello sugiere que las necesidades de proteina degradable utilizable por las bacterias
intestinales fueron ya cubiertas con la racion basal, y por tanto al incrementar el nivel proteico de la
racion no se logrd ningun efecto sobre los patrones de fermentacién ceco-colonica y

consecuentemente sobre la emisién CHa.
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Tabla 5.4.2.4. Emision de CH4 (mg/kg PV o g an/d) obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

proteina y fibra, tipo de suelo y temperatura. Emision total (emision entérica + fermentacion de deyecciones).

Suelo Procedimiento PV 0 0 Temperatura Emision

Autor e moarrillado]  Analitico (kg)  PB % FND o Q, mls mglkg PV ganid
[1] Yacija de Espectro- 47,0-105 23,5 80,2 s.e. 14,3

paja. fotometria 30,0-74,4 214 454 s.6.9,2

Removiendo el 31,0-92,9 22,5 34,7s.e. 17

estiércol 31,8-104 20,5 225s.6.53

diariamente de 60,7-110 241 31,1s.e. 11,5

la paja. 32,5-107 19,7 21,7s.e.55
2] Camarast Infrarrojos 55s.e.1,3 12,16,19,5 16,4,22,6 y 241 240-250 L/min 17,176y 23,2

Camarast 17,8y 19,8 231y254 239y 254
[3] Parcial Fotoacustico 86 a122 174 s..05 0,36s.e.013 1334 s.e.45/1
[4] Camaras Cromatografia ~ 58,7 20,1y 33 215s..0,26  80-100 L/min 255y1,61s.e.0,3
(5] Camaras Fotoacustico 25-120 16,5y 18,3 18-22 6-6,5 m¥h 14-9,2
[6] Total Fotoacustico 18,7 (15-21) 2,19 410

Total 27 (25,9-27,7) 8,52 386

Total 27,5(23-33,5) 7,75 336
(7] Parcial Cromatografia ~ 42-90 14-25 Natural 64,2 s.e. 23,4
8] Camaras 85a160 15;14,7:15:146 135;18,4:17,7;172 20 3,8:32;2,7:56
9] Camaras Cromatografia 59y894 17a16,1 18a 16,2 23,7s.6.3,74 15L/min 1,13y2,01
[10] Camaras 28-94 2,8-40 20 0,2-7,86
[11] Compilacién 25-152 0,26-45 20 0,18a7,92
[12] Total Cromatografia  24,7-113 14,9-30,6 724 s.e. 4

Total 23,9-106 15,2-30,4 576 s.6.3,6
[13] Parcial Fotoacustico 31,9-87,1 16,4y 16,6 4,78-5,39
[14] Total Fotoacustico 234-110 18,1a15,6 205s.e.1,0 70,1 s.e. 22,1 15,2 s.e. 2,58
[15] Total Fotoacustico 55,5-102 13,6y 15,9 21 0,63y0,57 411y3,6

t: Alimentacion a base de cebada,
t. Alimentacion a base de trigo,

[1] Amon et al., 2007; [2] Atakora et al., 2011; [3] Blanes-Vidal et al., 2008; [4] Cao et al., 2013; [5] Christensen y Thorbek, 1987; [6] Costa y Guarino, 2009; [7] Dong et al., 2007; [8] Galassi et
al., 2004; [9] Ji et al., 2011; [10] Jargensen, 2007; [11] Jergensen et al., 2011; [12] Ni et al., 2008; [13] Osada et al., 1998; [14] Philippe et al., 2007a; [15] Hansen et al., 2014
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Tabla 5.4.2.5. Emision de CHa (g/m3) obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de proteina, tipo de

alojamiento y temperatura. Emision a partir de la fermentacion de deyecciones.

Referencia Alojamiento Prf::;i:?éinto kg PV % PB Tempotgatura Q, m¥s Er;;rsr:?n

Amon et al. (2004) Tanque Espectroscopia 19a18 0a12 0,05a 0,51 1,48

Amon et al. (2005) 411

Amon et al. (2007) Balsa 16,4y 17,9 0,37 34y5

Blanes-Vidal et al. (2008) Bidon (7 dias) Fotoacustico 86 a122 18,2 1,85 L/min 6,23s.e. 14

Cerisuelo et al. (2012) Bidon Fotoacustico 103,3+3,2 20 2,1-2,9 L/min 0,98 —1,1%

Clark et al. (2005) Bidon Cromatografia 50a85 13,9-18,6 2 L/min 42

Loyon et al. (2006) Bidon Cromatografia 0,88 22,68

Moset (2009) Bidon Fotoacustico 21 afin 15,1 239s.6.185 0,3a1,03méh 41,9s.e.0,86

Moset et al. (2010b) Bidon 48a12f

Massé et al. (2003) Bidon Cromatografia 15 174s.e. 33a196s.e 11
Bidon 10 35se.18a866s.649

Zhang et al. (2007) Fosa Cromatografia 500 8a32 0,3 0,3s.e.05a30s.e. 25

1, Unidad de emisién expresada en g/m?
. Unidad de emision expresada en g/lkg MO, calculada asumiendo una temperatura de 20°C y 1 atmésfera de presion.
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5.4.2.2. Emision de amoniaco: efecto del nivel de fibra y proteina de la racion.

Siguiendo un esquema similar al que se ha seguido en la emision de metano, se analizara de
forma previa a la emisién, las variaciones en la concentracion media de NH3 detectada (mg/m?) en el
aire de los mddulos estancos y el evacuado de la CFC. En relacion a las concentraciones medias
registradas en los modulos estancos se apreciaron variaciones relacionadas con la fase de crecimiento
(Fases I, Il 'y lll: 3,8, 6,1y 48 s.e. 0,64 mg/m3), aunque sélo los valores registrados en la Fase |l
difirieron (P=0,07) aparentemente a los registrados en la Fase |. En este sentido reiterar el escaso
valor de dichas determinaciones dado que los valores de concentracion registrados siempre van a
estar distorsionados por el nivel de renovacion de aire, cuyo perfil y evolucion se discutieron en el
apartado [5.4.2]. En cualquier caso sefialar que el sistema de renovacion de aire impidi6 que las
concentraciones de NH3 alcanzasen el valor toxico determinado para este gas (> 15 ppm y 50 ppm

como maximo aceptable y téxico, Babot y Revuelta, 2009; Banhazi et al., 2008).

Las concentraciones de NH3 en los ME si estuvieron relacionadas con el nivel de proteina de la
racion, de forma aparente, asi las concentraciones mas elevadas se detectaron en los modulos que
alojaron los animales que recibieron las raciones con una mayor concentracion de proteina (5,3 y 4,5
s.e. 0,52 mg/m3 para AP y BP, respectivamente). De esta forma en la Figura 5.4.2.4 se presentan las
concentraciones medias diarias de NH3 registradas en los mddulos que alojaron los animales que

recibieron las raciones con mayores (A) y menores niveles (B) de PB en las tres fases de crecimiento.
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Figura 5.4.2.4. Evolucion de la concentracion diaria de NH3 en los mddulos estancos de los animales
que recibieron las mayores (A: 19,7; 17,3 y 17,5%) y menores (B: 17,2; 15,1 y 12,5%) niveles de
proteina (PB) en la racidn y que corresponden a las tres fases de engorde o pesos vivos objeto del

presente estudio.
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Tal como se aprecia en la Figura 5.4.2.4 los datos registrados si muestran una variacion
circadiana en los niveles de contaminacion por amoniaco del aire, especialmente en los cerdos que
recibieron las raciones con un mayor contenido en proteina. Si asumimos que el nivel de renovacion
diario de aire fue constante se detecta una mayor emisién durante el dia, bien por una mayor actividad
metabolica de los animales durante la vigilia o bien porque se produjo, durante estas horas, un
aumento de la temperatura que pudo favorecer la evaporacion y la concentracion de amoniaco. Este
punto puede ser confirmado a partir de los datos que se muestran en la Figura 5.4.2.1, en los que se
presentan las temperaturas y sus oscilaciones diarias en los mddulos en los que la temperatura fue
controlada. En ninguin caso se aprecid un efecto definido del nivel de fibra sobre la concentracion de
NHs.

En la Figura 5.4.2.5 se muestra la evolucidn circadiana de la concentracion de NH3 del aire
evacuado del espacio de cabeza de las CFC. La concentracion media de NH3 estuvo ligada a los bajos
ritmos de renovacion del aire (35 L/m2/h) y la contaminacién amoniacal media del aire evacuado de las
CFC (24,8 y 26,5 s.e. 5,02 mg/m? para AP y BP) fue muy superior a los valores registrados en los
maédulos (5,3 y 4,5 s.e. 0,52 mg/m3 para AP y BP). En ningun caso dichas concentraciones fueron
modificadas de forma significativa por el tratamiento experimental, aunque si se observaron ciertas
variaciones a lo largo del dia, de menor relevancia y mas irregulares que las registradas en los

maodulos, pero con su misma tendencia.
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Figura 5.4.2.5. Evolucién de la concentracion diaria de NH3 en el aire evacuado de la fosa de
deyecciones. Los valores corresponden a las medias registradas en cada fase.
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En las condiciones de alimentacion y manejo detalladas en el apartado 4.4.2.3 de material y
métodos, se detallan y analizan los niveles de emision de NH3 registrados en los modulos (procedente
de los animales y su entorno) y de las CFC (procedente de las deyecciones), dichas emisiones fueron

evaluadas a tiempos discretos de su fase de crecimiento o cebo.

Tabla 5.4.2.6. Emision diaria de NH3 en sala (mddulos estancos), en cerdos en cebo alimentados con
raciones a dos concentraciones de proteina (PB: AP y BP) y dos de fibra (FND: AF y NF) en un

sistema de alimentacion en tres fases, a los 33, 66 y 102 kg PV (Fases |, Il y IlI).

, c Fase de NivelPB  Nivel FND Significacién
items recimiento s.e. s.e.

FIlOFl Il AP BP AF NF Fase PB FND

glan 18 48 85 038 638 38 53 48 031 Py

mglkgPVO7s 127y 209« 262 165 2432 156> 215 185 135 *** = pg
g/kgMS| 142 2.2 3,2« 0,18 2,82 18 252 21b (15 *** *kk *
mglg PBI 642 121y 191x 098 138 1120 137 113 080 ** * ns
mg/gPBDI 7,62 146y 233 1,18 166 13,7 16,82 136° 097 ™ ns *
mg/g FNDI 89 131y 194« 107 170° 106° 136 140 087 ** *  ns

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); F .,
fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; PV075, peso metabolico; MSI, materia seca ingerida; PBI, proteina
bruta ingerida; PBDI, proteina bruta digestible; FNDI, fibra neutro detergente ingerida.

Valores en las misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05) en la fase (%2), nivel de PB o nivel de FND ().
ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001. ': P=0,059

La emisién de NHs en las fases analizadas oscilé entre los 1,19 y 10,44 g NH3z an/d o referido al
peso metabdlico entre los 89,5 y 325,4 mg NHa/kg PVO75 y dicha emisién fue modificada de forma
significativa por el tratamiento experimental. No se apreciaron interacciones entre los tratamientos a
estudio, por lo que Unicamente en la Tabla 5.4.2.6 se presentan los valores correspondientes a los
efectos principales, con una excepcion, las diferencias entre fases cuando la emision fue expresada en
g NHs an/d fueron mas pronunciadas en la Fase Ill que en las Fases | y Il, y ello dio lugar a una
interaccién significativa entre el efecto Fase Ill y el nivel de proteina (Interaccion Fase x PB: P<0,05),
no obstante, cuando dicha emisién se corrigié por el peso del animal (PV975) la citada interaccion

desaparecio.

La emision de NH3 (g an/d) increment6 con la fase de crecimiento (1,8, 4,8 y 8,5 para las Fases |,
II'y lll, respectivamente), dicho incrementd se mantuvo al expresar la emision por kg PV0.75 (1275,
209,5 y 262,6 para las Fases |, Il y Ill, respectivamente), aunque en este caso las diferencias sélo
alcanzaron significacion estadistica entre la Fase | vs Fases Il y lll. La emision de NH3 estuvo también
determinada con el nivel de proteina de la racion, los mayores niveles de ingestion de PB se reflejaron
en una mayor emision de NHs, y ello fue asi con independencia de la fase de cebo y forma de
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expresion, en g an/d: 6,3 vs 3,8 s.e. 0,31 o corregida por el peso del animal mg/kg PV0.75: 2432 vs
156,5 s.e. 13,5). La bibliografia consultada referente a las emisiones de NH3 es amplia y sujeta a las
condiciones de alojamiento de los animales, por ello se ha realizado un esfuerzo de sintesis y asi
poder comparar de forma coherente los resultados obtenidos, considerando como referencia tedrica
los datos propuestos por el BREF (European Commission, 2003). A partir de los cuales y en animales
de méas de 30 kg PV, con suelos enrejados parcialmente y temperaturas variables los niveles de
emision medios deben de situarse entre los 2,46 y 6,57 g an/d (Tabla 5.4.2.8), rangos que coincidirian
con los valores medios registrados en las Fases Il y IIl (4,8 y 8,5 g an/d). No obstante, en condiciones
de produccion similares podemos encontrar autores que obtienen emisiones inferiores (Osada et al.,
1998; Philippe et al., 2007a) o superiores (Fernandez et al., 1999). Niveles de emisidn que serdn mas
variables al incrementar el rango de peso de los animales experimentales (Sun et al., 2010) e
incrementaran al considerar valores derivados de unidades experimentales provistas de suelos sin
emparrillar (European Commission, 2003; Sun et al., 2010). Por ello, en la Tabla 5.4.2.8 se presenta

una descripcion comparativa de las condiciones ambientales y los registros de emision registrados.

En cualquier caso, en nuestras condiciones experimentales, que no diferirian de las condiciones
de produccion comercial, la produccion media de NH3 se situaria en torno a los 4,8 g an/d y un méximo
de 8,5 g an/d al final del cebo. A partir de estos datos la emision total de nuestra cabafia de animales
en cebo seria de 145,19 Tm/d 0 52.992,9 Tm/afio.

Con la fase de crecimiento la emision de NH3 (g an/d) incrementé (1,8, 4,8 y 8,5 para las Fases |,
II'y 1ll, respectivamente) y dicho increment6 se mantuvo, aunque mas moderado al expresar la emision
por kg PV075 (1275, 209,5y 262,6 para las Fases |, Il y lll, respectivamente). Reflejando el manejo
convencional se procedié a una alimentacion por fases, reduciendo el contenido en PB de la racién (de
2,5,2,2y 5% para las Fases |, Il y lll, respectivamente) para lograr un éptimo ajuste entre necesidades
y aportes, lo que ha demostrado ser efectivo para reducir substancialmente el N excretado y NH3
emitido (Dourmad y Jondreville, 2007; Rademacher, 2000), no obstante, la emisién sigui6
incrementando con el desarrollo de los animales, es probable que las raciones empleadas admitan
posteriores reducciones en el contenido de PB si se combina con un éptimo ajuste del aporte de AA en

la racién sin afectar de forma negativa a las producciones (Dourmad et al., 1993).

Para la presente discusion podemos considerar que debe existir una relacion directa entre
excrecion de N, basicamente urinario, y la emisién de NH3 (Laubach et al,, 2013; Ocepek y Skorjanc,
2013). El origen del N urinario es diverso, pero podemos distinguir dos origenes mayoritarios, en
primer lugar las pérdidas irreversibles resultantes de la renovacion enddgena de los tejidos y una
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fraccion mas variable procedente de la ineficiencia en la utilizacion de los AA absorbidos. Las pérdidas
endogenas de AA pueden ser modificadas por la cantidad diaria de alimento ingerido, sin embargo, el
nivel de excrecidn no varia al expresarlo en g/kg MS ingerida (Cervantes-Ramirez et al., 2001),
Aunque dichas pérdidas en el animal no son constantes (Leterme, 2002), el efecto del peso corporal
sobre la pérdida expresada por kg de MSI disminuye cuando aumenta el peso del cerdo, mientras que
cuando se expresa por dia, aumenta de manera lineal (Leterme, 2001). Considerando que las pérdidas
enddgenas constituyen una fraccién minoritaria y que no habria razones tedricas que explicasen un
aument6 en dichas pérdidas con el desarrollo del animal, el incremento en la emisién de NHs
registrada con la edad nos permite considerar que aun existe margen en la elaboracién de las raciones

que permita reducir las pérdidas urinarias y por ende los niveles de emision de NH3.

Con el desarrollo del animal el consumo N se redujo (2,79, 2,56 y 2,06 g N/kg PVe75en FI, Il y Il
respectivamente) y con ello la emision de NH3, expresada por g de PB ingerida incrementd (6,4, 12,1y
19,1 mg NHas/gPB, P<0,05; para las Fases |, Il Ill, respectivamente). Esta expresién nos permite
calcular las pérdidas irreversibles de N (NH3) que incrementaron con la edad, entre el 4,0 y el 11,9%
del N ingerido, datos que confirman resultados obtenidos por Hansen et al. (2014): 10%; Philippe et al.
(2007a): 8,6%; y Groenestein y Van Faassen (1996): 12%.

Resultados previos han demostrado la relacion negativa entre ingestion de PB y emisién de NH3
(Canh et al., 1998a-d; Le et al., 2008ab; Zervas y Zijlstra, 2002), nuestros resultados avalarian dicha
relacion y por cada unidad porcentual que excedid al nivel de proteina utilizado en la racién control la
emision de amoniaco incrementd entre el 15 y 37%. El incremento en la emisién de NH3 se evidencio
también cuando los resultados se expresaron por unidad de PB ingerida. En este sentido diversos
trabajos (Canh et al., 1998a-d; Kay y Lee, 1997; y Latimier y Dourmad, 1993) demostraron que los
incrementos en los niveles de emisién de NH3 por unidad de PB dietética, variaron entre el 3,2 y el
12,5%.

Las pérdidas urinarias de N y la emisién de NH3 pueden reducirse vehiculando una fraccion de la
urea plasmatica al intestino grueso. Esto es, el incrementar la actividad bacteriana en el colon
mediante la adicién dietética de fibra fermentable (FND), se permite fijar N no proteico plasmatico y con
ello reducir su excrecion renal. Existen varias referencias en las que se ha demostrado un incremento
en la excrecion fecal de N en detrimento de las pérdidas urinarias cuando se administraron diferentes
tipos de fibra fermentable (Bakker, 1996) y dicha reduccion fue cuantificada por Kreuzer y Machmiiller
(1993), quienes cifraron que por cada incremento porcentual de hidratos de carbono no amilaceos la
excrecion renal de N se reducia entre el 0,9 y 1,4%, y con ello la consiguiente emision de NHs.
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No obstante, en nuestro caso y en relacion a los niveles de FND de la racion, no se pudieron
detectar diferencias significativas (P>0,05) en la emision de NH3 relacionadas con la ingestion de fibra
fermentable cuando estas se expresaron en g an/d (5,3 vs 4,8 s.e. 0,31), mg/kg PV075 (215 vs 184,7
s.e. 13,5) o mg/gFND ingerida (13,6 vs 14,0 s.e. 0,87 para AF y NF, respectivamente). El reciclaje de N
plasmatico a través del intestino grueso se produce cuando existe un déficit de N degradable en el
compartimento de fermentacion, este valor deficitario en el rumen se ha cifrado alrededor de 5 mg
NH3/100 ml de contenido ruminal (Satter y Slyter, 1974) y se considera que esta concentracion debe
ser menor en los compartimentos de fermentacion post-gastricos (Belenguer et al., 2005), aunque no
se ha establecido un valor umbral. En cualquier caso, y dadas las concentraciones colonicas de NH3
detectadas en aquellos animales que recibieron las raciones con una mayor disponibilidad de MO
fermentable y menor de N (cerdos que recibieron las raciones <PB y >FND) (13,1y 10,7 mg NH3/100 g
contenido coldnico, para BP y AF, respectivamente), las concentraciones de N-NH3 registradas
parecen descartar la posibilidad de este posible trasvase de N plasma-tracto ceco-colénico. El hecho,
comentado en el apartado anterior, referente a la ausencia de efecto del nivel de proteina de la racién
sobre la emision de CHs podria confirmar este efecto dado que al incrementar la fermentacion
microbiana en el intestino grueso lo haria también la concentracion de AGV y la emisién de CHs4
(Jargensen, 2007).

La emision de NH3 registrada con las CFC representa las emisiones procedentes de la fosa de
deyecciones y su medida nos permite diferenciar aquellas emisiones relacionadas con el animal (o su
alojamiento) y la procedente del almacenamiento de las deyecciones, sujetas como se coment6 en
capitulos anteriores a unas determinadas condiciones de almacenamiento. Los niveles medios de
emision de NHz procedente de la fosa de deyecciones (14,9 mg an/d) representaron una minima
fraccion de la emision total (10,1 g an/d), y constituy6 segun la fase de crecimiento en los siguientes
porcentajes: 1,21, 0,17 y 0,18% de la emision total en las Fases I, Il y Ill, respectivamente, por tanto
los niveles de emision fueron irrelevantes y minimamente afectadas por el tratamiento experimental.
Esto es, la ingestion de diferentes niveles de proteina o fibra no alteraron la emision de NH3 en el purin
(Tabla 5.4.2.7; Ps>0,05), aunque si se apreciaron ciertas modificaciones de escasa relevancia

relacionadas con la edad o el desarrollo de los animales (P<0,05).

El efecto fase se tradujo en una reduccion en la emision de NHs, cuando dicha emision se
expres6 en funcion del peso vivo de los animales (mg/kg PV®7) o de signo contrario, incremento
significativamente cuando se expreso en funcion de los constituyentes del purin (m3, kg MS, gMO o N;
Tabla 5.4.2.7). Sin duda este cambio en la evolucién de los resultados puede indicar que las
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variaciones en el peso registrado en los animales experimentales no fueron proporcionales al

incrementd en la produccidn de purin.

Tabla 5.4.2.7. Emision diaria de NH3 del espacio de cabeza de las CFC (deyecciones) de las fosas
donde se alojaban cerdos en cebo alimentados con raciones a dos concentraciones de proteina (PB:
APy BP) y dos de fibra fermentable (FND: AF y NF) en un sistema de alimentacion en tres fases, a los
33,66y 102 kg PV (Fases |, Il y lIl). Los valores de emisidn se presentan expresados en funcién de los

animales o el purin almacenados.

. Fase de Nivel PB | Nivel FND Significacién
Item Crecimiento s.e. s.e.
FlFIlFI AP BP AF NF Fase PB FND
Animal
mg an/d 213 83 152 400 149 149 105 193 566 ns ns ns

mg/kg PVO.75 15« 04y 05 026 08 08 05 11 026 * ns ns
Purin

mg/m3 333 78 145y 656 178 193 146 225 928 *ns ns
mg/gMS 0,07« 002 002 00717 004 003 002 005 0015 *™ ns ns
mg/gMO 0,09« 0,02 002 00714 005 004 003 006 0019 *™ ns ns
mg/gN 0,09« 0,02 003 00714 005 004 003 006 0020 * ns ns

mg/gN-NH; 0,16x 0,04y 005 0027 009 0,08 005 011 0038 * ns ns
mg/g N-Org 0,24 0,05 006y 003 012 012 0,09 015 0049 ™ ns ns

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); Fu,
fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; an/d, animal y dia; PV075, peso metabolico; y referente a composicidn
del purin: MS, materia seca; MO, materia organica; N, nitrogeno total; N-NHa, nitrdgeno amoniacal; N-Org, nitrégeno
organico.

Valores en las misma fila con superindices distintos (¥) son diferentes (P<0,05) en la fase.

ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01.

Existe una relacion directa entre el nivel de aireacién de una fosa y el nivel de produccién de
amoniaco, dadas las condiciones de aerobiosis que el proceso de amoniacion requiere (Espagnol et
al., 2008), sin embargo, el efecto contrario se ha detectado en la sintesis de metano y su relacion
inversa con la anaerobiosis. Por tanto, al decidir el caudal de renovacion experimental del aire de
cabeza de las CFC se busco una solucion de compromiso y se utilizo un nivel de renovacion de aire de
35 L/m2/h. El ritmo de renovacién utilizado no parecio alterar la producciéon de CHa, pero si lo hizo con

la emisién de amoniaco, cuyos valore fueron en general bajos.

Los niveles de emision registrados (g/m3: 0,07 a 0,3) aunque se situaron en el rango descrito por
Amon et al. (2004); cuyos registros variaron entre 0 y 2 g/m?, cuando se expresaron en g/m2 (0,01-0,2)
los valores fueron inferiores a los trabajos previos, pero de naturaleza similar en los que se utilizaron
CFC flotantes sobre el purin (0,69 a 3,11: Blanes-Vidal et al., 2008; Le et al., 2008ab; Zhang et al.,
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2007), citar en este caso que los niveles de aireacion fueron siempre superiores a los 0,5 L/min (Tabla
5.4.2.9).

Tal como fue detallado en el apartado de revision, distinguimos dos procesos de amonificacion o
sintesis de NHs. El primer proceso, el mas rapido y mayoritario donde la urea y el acido urico son
degradados por dos enzimas especificas, que son la ureasa y la uricasa, ambas enzimas son ubicuos,
de origen microbiano (bacteriano en su mayor parte, 90%) y su actividad maxima se desarrolla en
aerobiosis a pH alcalino y con un rango térmico muy amplio (de 10 a 50 °C: Sommer et al., 2006). El
segundo proceso de amonificacion, menos conocido, es el que sufre el N organico fecal y cuyos ritmos
son mucho mas complejos y lentos de ejecucion. El primer mecanismo de amonificacion se activara
donde se conjuguen aquellos factores predisponentes, es decir las superficies de contacto entre orina
y ambiente, y esta fraccion se cuantificara mayoritariamente en la emisién en sala. Todos aquellos
factores que incrementen la cantidad de orina, urea urinaria y/o optimice las condiciones enzimaticas
que incrementaran la emision de NH3 en el emparrillado, piso y paredes (i.e. cantidad de PB ingerida,

peso de los animales, efc.).

No todo el proceso de degradacion de la urea (i.e. amonificacion) va a dar lugar a amoniaco, una
fraccion importante y variable sera transformada a ion amonio (NH4*), que se mantendra en disolucién
y en un equilibrio dinamico con el NH3, este equilibrio esta modulado por dos factores, la temperatura y
la acidez del medio (Hansen et al., 2007; Saha et al., 2010). El reservorio de NH4* es la fosa de
deyecciones, y ahi las concentraciones de NH4* registradas fueron elevadas y variaron entre 33,9 y
78,1 glkgMS. Probablemente la fosa actle también de reservorio para la mayor parte del N-organico,
cuyas concentraciones fueron de 28,8 y 46,9 g/kgMS y cuya generacién de NH3 se ha demostrado que
es mas paulatina y de menor relevancia si consideramos ademas que el tiempo medio de
almacenamiento de purin en las fosas fue de 7 a 10 dias. Si la temperatura de la fosa es estable el
equilibrio entre NH4* y NH3 depende del pH en el medio. El purin es un ecosistema microbiano
alimentado por los residuos organicos del alimento y las excretas, y cuya poblacion debe estar

relacionada con la poblacion fecal.

El pH de este ecosistema depende de las concentraciones de los catabolitos de fermentacion, asi
las elevadas concentraciones de NH3 alcalinizan el medio e incrementan la sintesis de amoniaco,
mientras que niveles elevados de fermentacién incrementan la produccion de AGV, acidificando el

medio y manteniendo elevadas las concentraciones de la forma ionizada (NH4*).
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La escasa emision registrada a partir de la fosa, el pH y las elevadas concentraciones de NH4* en
el purin parecen sugerir una elevada estabilidad del N amoniacal en la fosa, lo que confirmaria su
escasa contribucion a la emision total. La inclusion experimental de FND deberia constituir una fuente
de energia adicional para el ecosistema del purin lo que deberia incrementar la produccién de AGV,
reducir el pH y reducir ain mas la emision de NH3 (Aamink y Verstegen, 2007; Dourmad y Jondreville,
2007), pero estaria modulada por la fuente de fibra, asi estudios de Cerisuelo et al. (2014) muestran
tendencia hacia una menor emision de NHs en purin cuando los cerdos son alimentados con pulpa de
citrico, respuesta que no detectaron al utilizar el algarrobo como fuente de fibra. No pudimos detectar
esta respuesta y ello podria estar justificado por una persistencia de un pH no lo suficientemente acido
para estabilizar la forma ionizada (NH4*) 0 que los AGV producidos sean posteriormente metabolizados
hasta la formacion final de CO2 y CHg, y no contribuyan a la acidez del medio. Incrementando el aporte
de fibra a los animales no pudimos alterar el sistema, ni obtuvimos ninguna relacion significativa entre
temperatura, contenido de materia organica o la concentracion de N-amoniacal (forma ionizada NH4*)
y la emisién de amoniaco en la fosa de deyecciones. La evolucion de las poblaciones a nivel cualitativo
y cuantitativo para poder esclarecer algunos de los resultados obtenidos se desarrollara en préximos

apartados.
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Tabla 5.4.2.8. Emision de NH3; (mg/kgPV o g an/d) obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

proteina, tipo de suelo y temperatura.

. Suelo Procedimiento 0 Temperatura Emision
Referencia [Emparrillado]  Analitico kg PV % PB oC mglkg PV g anid
Amon et al. (2007) Cama paja Espectro- 47,0-105 235 110,4 s.e. 24,9
fotometria 30,0-74,4 214 101,9s.6. 13,4
Removiendo el 31,0-92,9 22,5 112,8 s.e. 29,4
estiércol 31,8-104 20,5 89,8 s.e. 26,9
diariamente de 60,7-110 241 92,0s.e.42
la paja. 32,5-107 19,7 92,1s.. 17,7
Blanes-Vidal et al. (2008) Parcial Fotoacustico 86-122,5 121,9 s.e. 28,8
European Commission (2003) Total >30 3,70 - 8,21
Parcial 2,46 - 6,57
Yacija 5,75-10,96
Fernandez et al. (1999) 51,1-107 19,2-19,4 12,4y 20,7 129-159
Hansen et al. (2014) Total Fotoacustico 55,5-102 13,6 y 15,9 21 6,0y78
Madrid et al. (2013) Parcial Infrarrojos 59,3-92,2 17,2-15,3 16,3-20,7 17,7
Parcial Catalitico 60,6-94,7 15,5-15,1 94,2
Parcial 57,4-91,0 14,3-13,9 85,5
Osada et al. (1998) Parcia Fotoacustico 31,9-87,1 16,4 y 16,6 3,0y3,23
Philippe et al. (2007a) Total Fotoacustico 23,4-110,2 18,1-15,6 205s.e.1,0 498 s.e.0,85
van der Peet-Schwering et al. (1999) Fotoacustico 74-89
Sun et al. (2010) Parcial Andlisis de 20-120 18,2 s.e. 4 71-292t
Total infrarrojos 18,85.6.3,7 95,6-304,41

t: Unidad de emision en mg/kg PVo7s
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Tabla 5.4.2.9. Emision de NH3 (g/m?) de las deyecciones obtenidas a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, nivel de

proteina, tipo de alojamiento y temperatura.

Referencia Alojamiento Procedl’n.uento PV (kg) % PB Temperatura °C Flujo m/s Emision
analitico (g/m2)
Amon et al. (2004) Tanque Espectroscopia 19a18 0a12 0,05-0,51 O0a2f
Amon et al. (2007) Tanque Espectroscopia 16,4y 17,9 1,32y 2,36
Espagnol et al. (2008) Tanque 19,3 0,01-0,1 0,21a0,31
Le et al. (2008a) Fosa Trampas &cidas 56-117 12 19 s.e.0,6 ME 504 L/m2/h 1,12
Fosa 12 0,69
Fosa 12 0,95
Fosa 18 3,1
Fosa 18 2,68
Fosa 18 2,07
Le et al. (2008b) Fosa Trampas &cidas 41 14,8 21s.e.0,8 ME 504 L/m?/h 1,21 s.e. 0,26
Fosa 15,4 0,95s.e.0,26
Fosa 16,1 112 5.e.0,6
Le et al. (2009) Fosa Trampas &cidas 58 12 19s.e.0,6 ME 504 L/m?/h 1,30 s.e. 0,26
Fosa 15 1,81 s.e. 0,34
Welford et al. (2003) Camaras 58-94 18y 15 20 0,23 m3/h 0,20a 0,41

891

t: Unidad de emisién en g/m3
ME: Médulo estanco
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5.4.2.3. Emision de oOxido nitroso: efecto del nivel de fibra y proteina de la racion.

Siguiendo un esquema similar al seguido en los apartados anteriores, se analizara - de forma
previa a la emision - la concentracion (mg/m?) media detectada en el aire evacuado en los ME y en el
vaciado de la CFC. En la Figura 5.4.2.6 se presenta la evolucion circadiana de la concentracion de
N20. Los niveles de emision incrementaron con la fase de cebo (0,10 s.e. 0,044; 0,26 s.e. 0,044 y 0,48
s.e. 0,046 mg/m3, para las Fases I, Il y lll, respectivamente) y aunque las diferencias entre las Fases |
y Il no alcanzaron significacion estadistica, si se diferenciaron estadisticamente de la Flll. Si bien el
nivel de proteina de la racién no alterd la concentracion ambiental de N2O, el nivel de fibra si tuvo un
efecto significativo y desigual, asi en las dos primeras fases los modulos con los animales que
ingirieron raciones con las mayores proporciones de fibra mostraron las menores concentraciones del
gas, aparentemente, en la Fase Il dicha tendencia se invirti6 [Interaccion nivel de Fibra x Fase [(FI:
0,07y 0,14 s.e. 0,06), (FII: 0,20 y 0,32 s.e. 0,06) y (FlIl: 0,74 y 0,23 s.e. 0,06 mg/m3) para AF y NF,

respectivamente; P<0,01].
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Figura 5.4.2.6. Evolucién circadiana de la concentracion diaria de N2O en médulos estancos, siendo A,
las concentraciones detectadas en los animales que recibieron los mayores niveles de fibra (AF) y B
los menores (NF), las concentraciones corresponden a los diferentes tiempos de muestreo en las tres

fases del engorde analizadas.

En el aire evacuado del espacio de cabeza de las CFC se apreciaron las variaciones circadianas
que se presentan por fases en la Figura 5.4.2.7, las concentraciones medias en cada fase fueron de
0,60, 1,45y 0,89 s.e. 0,16 mg/m3, para las fases de crecimiento I, Il y lll, respectivamente, no se

observé una evolucién regular dado que las mayores concentraciones se mostraron en la Fase I
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(P<0,05), ni un efecto directo sobre la concentracion derivado de la cantidad y tipo de fibra o proteina

que recibian los animales.

La concentracion media de N2O en el espacio de cabeza de las CFC no fue modificado de forma
relevante por el tiempo de muestreo (ver Figura 5.4.2.7). Remarcar el escaso valor de las
concentraciones registradas dado su nivel de dependencia con el nivel de aireacidn, basicamente en el
caso de los mddulos estancos, pero también de las CFC. La emisidn, considerando ambos

parametros: la concentracion del gas y ritmos de renovacion de aire se analizaran a continuacion.
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Figura 5.4.2.7. Evolucién de la concentracion diaria de N2O en fosa de deyecciones registrada a

diferentes tiempos de muestreo, correspondiente a tres fases de engorde de cerdos.

La emision diaria de N2O total en los ME (g an/d) fue muy variable, los niveles de emision se
situaron entre los 0,034 a 1,61 g an/d, dicha variabilidad se redujo consistentemente al expresar los
valores por kg PV075 (2,7 a 38 mg/kg PV0.75), con lo cual se puso de manifiesto una relacién positiva
entre el desarrollo de los animales y los niveles de emision. Incluso al corregir los niveles por el peso
(PVO75) la emision de N2O sigui6 incrementando con el peso o desarrollo (4,35, 10,48 y 27,12 mg/kg
PVO.75 para las Fases |, Il y lll, respectivamente; P<0,05). En la Tabla 5.4.2.10 se presentan de forma
detalladas los niveles de emisién para cada uno de los efectos principales (fibra y proteina), asi como
su interaccién con la fase de cebo. En ningin caso se apreciaron niveles significativos de emision

entre los niveles de proteina y fibra digestible (FND).
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El valor medio de emision de N2O en cerdos en cebo fue = 0,46 g an/d, alcanzando un maximo a
final del cebo (1,61 g an/d), lo que traducidos a equivalentes CO, a partir de la capacidad radiativa del
N20 (298 veces la del CO2, para un horizonte de 100 afios: Solomon et al., 2007) la emision media
seria de 137,1 g CO2 an/d, con un méximo de 480 g CO2 an/d. Considerando ademas que la cabafia
de cerdos de engorde en nuestro pais es de 24.597.154 y 2.271.338 (26.868.492) millones de cabezas
en cebo y reproductores, la emisién global de N2O se situaria en torno a los 13.313,5 kg/d® 0 4.859,43
Tm/afio. Dicha transformacién a Eq-CO2 nos permite comparar el impacto del N2O con el impacto
registrado en capitulos anteriores, con el CHs, de esta forma el efecto invernadero del N.O
representaria el 10,87% mas del impacto que representa el CHs4. No es posible comparar con el
impacto de la emisién de NH3 dado que la transformaciéon de NHz a N2O que se produce a partir de la

radiacion ultravioleta en la troposfera esta escasamente documentada (Mosier et al., 1998).

Al analizar los valores de emision registrados y expresados por unidad de peso (kg PV07%) los
niveles de emision siguieron incrementando v lo hicieron de forma altamente significativa con la edad
del animal, desafortunadamente los autores de la presente memoria no han podido contrastar los
resultados obtenidos con otros autores que hayan descrito este efecto, pero sin duda ello deberia estar
relacionado con ambos, el desarrollo del tracto digestivo y del ecosistema ceco-coldnico para propiciar
la emision de este gas toxico. No obstante, en estudios de Osada et al. (1998) con independencia de
remover o no el purin de la fosa cada semana, la emisiéon de N2O fue constante entre los 32 y 65 kg
PV (5 semanas de estudio: 3,9 a 4,7 mg/kg PV0.7%), registrando un incremento sustancial a los 72 kg
PV (10,1 mg/kg PV0.75) con posteriores reducciones a 79 y 86 kg PV (8,7 y 7,8 mg/kg PV0.75), cambios
que dicho autor atribuye a la lenta y variable adaptacion de las especies microbianas involucradas en

el proceso de Nitrificacion y Desnitrificacion.

No se aprecié una relacion positiva entre la composicion de proteina de la racion y la emision de
N2O, asi aquellos animales que ingirieron las raciones con una menor proporcion de proteina
mostraron los mayores niveles de emisién (10,5 vs 17,5 s.e. 2,44 mg/kg PV0.75 para AP vs BP; P<0,05).
Un efecto contrario se observé en el caso de la fibra, los individuos que ingirieron una mayor cantidad
de fibra y por tanto tuvieron una mayor disponibilidad de carbohidratos fermentables (MO) en el tracto
ceco-coldnico produjeron aparentemente mas N2O (15,3 vs 12,7 s.e. 2,44, para AF y NF,
respectivamente; P>0,05) y ello acaecié mayoritariamente en la tercera fase del cebo, coincidiendo con
un mayor desarrollo de los compartimentos de fermentacién. Ambas interacciones [FND x Fase y PB x

Fase] tendieron a la significacion (P<0,1).

6 Estimado a partir del valor medio del estudio y emisiones reportadas por Medina et al. (2013).
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Tabla 5.4.2.10. Emisién total de N2O en sala (mddulos estancos), en cerdos en cebo alimentados con
raciones a dos concentraciones de proteina (PB: AP y BP) y dos de fibra (FND: AF y NF) en un

sistema de alimentacion en tres fases, a los 33, 66 y 102 kg PV (Fases |, [y ll).

Proteina (PB) Fibra (FND)

Nivel de significacién

items Fase

AP BP AF NF 5% “Fase PB FND  PBFase FNDwFase

. H 706 337y 33 712

anfd FIl 195 24529 1828y 2485 3031 * ns  ns ns *
FIl 794 1.4197x  1612,0% 6019

kg P 59 28 2.7y 5.9

oo Fll 91 11,9y 8,8y 12,2 422 o ns * T
FIl 164b 379 34 5x 19,8

a A 05 01 0¥ 0,25

pr|9 FIlL 045 065 048 0,61 036 * "  ns w T
FIl 078  311ax 248 142

ngg B 037 05 05 0,37

IS FIl 05t 071w 045 0,78 026 ns " ns
FIl 099 262x 215 145

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); FI-
IIl, fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; mg an/d, mg animal y dia; PV07, peso metabdlico; FNDI, fibra
neutro detergente ingerida; PBI, proteina bruta ingerida.

ab valores en la misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05) en nivel de PB o nivel de FND; »z en columna
para la fase.

T: P>0,05; ns, P>0,1; *, P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001.

Cuando los niveles de emision se corrigieron por la ingestion de PB (mg/gPBIl) o FND (mg/g
FNDI) se observé una evolucion similar, los niveles de emision incrementaron con la fase (P<0,01),
pero las diferencias s6lo alcanzaron significacion estadistica en el caso de aquellos tratamientos que
habian consumido los menores niveles de proteina (P<0,01), siendo dicho efecto especialmente

manifiesto en la ultima fase de cebo (P<0,01).

En nuestras condiciones experimentales que pretenden simular los sistemas de explotacion
comercial, los niveles de emision diaria de N2O se situaron entorno a los 0,034 a 1,61 g an/d (0,02 a
0,89 L an/d)” o corrigiendo por el peso de los animales entre los 2,7 a 38 mg/kg PV975, Los niveles
registrados se sitian en el rango propuesto por la European Commission (2003) (Tabla 5.4.2.12), que
propone tres niveles medios de emision (g an/d) en funcién de la proporcion de superficie emparrillada
del corral: emparrillado total (0,05 a 0,41), parcial (1,61 a 9,42) y sin emparrillado y/o tipo yacija (0,14 a
0,67). Considerando que en nuestro caso los cubiculos eran parcialmente emparrillados (52% aprox.)
nuestros resultados estarian en el rango mas bajo propuesto por dicha comisién. Confianza en
nuestros resultados deriva del hecho que menores valores de emisién de N2O expresados en mg/kg
PVO0.75 han sido descritos también en otros trabajos con el mismo tipo de emparrillado parcial (Blanes-
Vidal et al., 2008: 0,7 a 1; Dong et al., 2007: 4,8; Osada et al., 1998: 7,44 a 8,76), emparrillado total

7 Asumiendo 25°C y 1 atmdsfera de presion.
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(Costa y Guarino, 2009: 13 a 21; Philippe et al., 2007a: 28) o suelos sélidos (Amon et al., 2007: 1,43 a
9,12). En los trabajos citados previamente se han utilizado niveles dietéticos de proteina, fibra y

condiciones experimentales (i.e. temperatura) equivalentes a las utilizadas en nuestro trabajo.

En nuestro trabajo el purin de la fosa era descargado o limpiado semanalmente, con este método
se han descrito reducciones en la emision de N2O del 10%, en relacion al procedimiento tradicional de
fosas profundas (Osada et al., 1998), aunque otros autores (Guarino et al., 2003) pudieron confirmar
dicha reduccién en la emision de CHs4 y NHs3, no obstante en el caso del N2O las emisiones se
doblaron. Estas dos referencias constatan la variabilidad existente en este tipo de pruebas. En los
trabajos citados, que figuran resumidos en la Tabla 5.4.2.12, los valores de emisién propuestos se han
obtenido mediante metodologias de coleccion de deyecciones diversas, la utilizacién de fosas mas
profundas con vaciados mas espaciados o sin vaciado, en algunos de ellos también se utilizaron fosas
con pendiente (0 en V) donde se pretende incrementar la separacion heces/orina (fraccion liquida y
solida de las excretas) y aumentar los niveles de anaerobiosis en la zona de coleccion. A pesar de las
diferencias metodoldgicas descritas, nuestros resultados sugieren que no existe una relacién clara y

directa entre el tipo de fosa y su tiempo de vaciado con la emision total de N20.

La formaciéon de N2O se produce por diferentes tipos de deficiencias durante el proceso de
Nitrificacion del NHa, impidiendo su transformacion completa a N no contaminante (N2). Dicha
transformacion va a suceder mediante un proceso continuo donde se encadenan dos procesos,
Nitrificacion y Desnitrificacion. Durante el proceso de Nitrificacion el N2O es sintetizado cuando se dan
algunos de los siguientes factores, la carencia de oxigeno o la acumulacién de nitritos (Poth y Focht,
1985), sin embargo, durante el proceso de Desnitrificacion el N2O se sintetiza, por lo contrario, por la
presencia de oxigeno y/o una baja disponibilidad de carbohidratos fermentables (Driemer y Van den
Weghe, 1997; Poth y Focht, 1985).

Adicionalmente el N2O puede formarse por actividad microbiana, esto es la oxidacién (aerdbica o
anaerdbica) del amonio (proceso que conocemos respectivamente como anamoxificacion). La mayor
parte de las especies que desarrollan estos procesos no son termdfilas y las temperaturas elevadas (>
40 °C) las inhiben. Por ultimo, se puede formar también N2O por conversién abidtica del NH®*); bajo
condiciones acidas, lo que denominamos como quemodenitrificacion (Oenema et al., 2005; Petersen et
al., 2006). Se conoce la existencia de diversas rutas, pero se considera que el proceso de Nitrificacion
microbiana del NH3 es la ruta mayoritaria para la formacién de N2O (Driemer y Van den Weghe, 1997)
y que el Ultimo proceso de formacion de N0 - la quemodenitrificacion - puede ser descartado dado

que en ningun caso se apreciaron las condiciones de acidificacion que requiere dicha ruta bioquimica
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(Petersen et al., 2006). De esta forma, la sintesis de N2O responde a la combinacion de situaciones de
aerobiosis-anaerobiosis que no se cumpliria en el purin, exceptuando tras la formaciéon de una capa
superficial “crash” en la fosa o en el resto de superficies y que permita generar las situaciones de
anaerobiosis necesarias para su sintesis. Dadas la diversidad de rutas bioquimicas, y por tanto de
controles que interviene en la sintesis de N2O su sintesis va a tener un componente estocastico muy

importante y bajo esta perspectiva deben ser discutidos los resultados.

En nuestro caso, aquellos tratamientos en que los animales ingirieron las mayores cantidades de
PB, excretaron mayores cantidades N y emitieron las mayores cantidades de NH3, dichos tratamientos
mostraron los registros méas bajos en la emision de N20O. Es decir, no existio una relacion positiva entre
la concentracion y/o pérdidas de NH3 en el purin y la emisiéon de N2O, de forma que reduciendo la
volatilizacion de NH3 no necesariamente se reduciran la emision del N2O. Nuestros resultados
confirman, en granja, los resultados previos descritos por otros autores durante la aplicacion
agronémica del purin porcino (Clemens et al., 1997), y si bien es cierto que la sintesis de N2O se
incrementa al hacerlo la concentracién de la molécula oxidada, los nitritos (Poth y Focht, 1985), la
presencia en el medio del N reducido en forma de amonio podria no tener el mismo efecto y mejorar el

proceso de Nitrificacion y por tanto reduciendo las pérdidas de N2O.

En relacion al efecto de la ingestion de FND sobre la emision de N2O, existen muy pocos trabajos
en los que se analice el efecto de este tipo de manipulaciones sobre su emision (Cardenas et al.,
2007). En general, se acepta que una reduccion en la concentracion de materia organica (i.e. AGV) en
las deyecciones puede reducir la emisién de N.O. Sin embargo, esta relacion positiva entre la
presencia de C-soluble (AGV) en las deyecciones y el incrementd en la emision de N.O fue
cuestionado por el grupo de Scholefield et al. (1997), quienes demostraron que la adicién de C-soluble
a las deyecciones redujo la tasa de emision N2O / N2 dado que ello estimulé la transformacion de N2O
como aceptor de electrones en las poblaciones desnitrificantes, produciendo N2 (de Wever et al.,
2002). Nuestros resultados estarian en la linea de estos ultimos autores dado que un incremento en la
ingestion/concentracion de fibra de la racion y el consiguiente incremento de fibra fecal - como material
potencialmente fermentable - en las heces redujeron de forma manifiesta la emisién de N.O. Es
posible que la forma de andlisis del proceso de sintesis de N2O deba ser realizado en su conjunto,
dado que dicho proceso es posible que responda a la accion combinada de los diferentes factores y la
relacion que se establece entre los sustratos potencialmente fermentables en un proceso altamente

estocastico.
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En la Tabla 5.4.2.11 se presentan los niveles de emisién de N2O registrado en las CFC, el bajo
nivel de emision de N2O en fosa (0,05-0,92% medio de la emision total) indica que la sintesis se
produjo de forma previa a su llegada a fosa. El patrén de emisiones registradas confirman las hipétesis
de Cabaraux et al. (2009) y Philippe et al. (2007a), por las cuales el N2O se originaria mayoritariamente
en el suelo de los cubiculos, estén o no emparrillados. Los datos disponibles en la literatura se
caracterizan por una elevada variabilidad y se situarian entre 6 y 410 mg an/d (Cabaraux et al., 2009;
European Commission, 2003; Osada et al., 1998). Nuestros resultados se situarian en este entorno,
aunque cabe sefialar que la mayor parte de citas relativas a la produccion de N.O en el purin se
refieren a resultados obtenidos en fermentadores “in vitro” en los cuales se ha regulado el nivel de
aireacion, temperatura y anaerobiosis. En tales circunstancias los niveles de emisiéon son siempre mas
elevados (Tabla 5.4.2.11), aunque deben de ser expresados por metro cubico (m3) dada la

imposibilidad, como es nuestro caso, de expresarlo por tasas de produccion referidas al animal.

En el purin, no pudimos detectar ningun efecto de los tratamientos analizados sobre la emision de
N20. No obstante, si mostraron un efecto significativo cuando los resultados se expresaron por unidad
de MS. Sorprendentemente se observo una respuesta diametralmente opuesta a la observada en la
emision total. La emisién de N2O expresada en mg/100 gMS de purin disminuy6 con el desarrollo de
los animales y el de su sistema digestivo (0,17, 0,14 y 0,05 para las Fases |, Il y Ill, respectivamente) y
con los niveles de fibra (0,09 y 0,14 para los animales que recibieron las raciones con AF y NF,
respectivamente) e incremento con el nivel de PB (0,14 vs 0,10 para AP y BP, respectivamente),
siendo estas diferencias mas pronunciadas entre las Fases Il y Ill (Interacciones nivel de FND o PB x
Fase; ambas P<0,05). Cuando los valores de emisién se expresaron por unidad de N total en purin la
evolucién fue muy similar. Desafortunadamente no hemos podido contrastar nuestros resultados con

referencias de otros autores que se planteasen estudios similares.
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Tabla 5.4.2.11. Emision de N2O en fosa de cerdos en crecimiento, determinado la emision gaseosa en
3 fases (PV=33,66y 102 kg).

Proteina (PB) Fibra (FND) Nivel de significacion

ems Fase "4p BP AFNF_ ® TFase PB FND PBFase FNDFase

Fl 0,66 030 028 068

amnf’d FIlL 059 08 056 08 017 ns ns ns ns ns
FIl 085 027 051 062

ngme Pl 9382 535 660 807

purin FlI 6,53 7,67 6,52 7,68 2,11 ns ns ns ns ns

Fill 6,21 480 741 3,61

mg/100g Fl 0,23> 0,700 0,100 0,23
MSen FIl 0,13 0,152 0,122 0,16 0,03 ¥ ns * * *
purin Flll 0,05 0,052 0,072 0,03

mg/gN  Fl 029> 012> 012> 0,29
total Fll 019 0,18 0,14 023 0,038 *ns * * *
purint  Flll  0,07% 0,09 0,11 0,05y

PB, proteina bruta (AP, alta proteina; BP, baja proteina); FND, fibra neutro detergente (AF, alta fibra; NF, normal fibra); Fl-
[Il, fase de crecimiento; s.e., error estandar de la media; mg an/d, mg animal y dia; PV075, peso metabdlico.

ab valores en la misma fila con superindices distintos son diferentes (P<0,05) en nivel de PB o nivel de FND; » en columna
para la fase.

ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01

1, Valores x102

Los trabajos de Le et al. (2008ab) y Zhang et al. (2007) muestran valores registrados en fosa,
captando la emision de gas en un sistema superficial, muy similar al utilizado en la presente memoria,
en este caso no se describieron las emisiones de N2O por no ser detectables (Zhang et al., 2007).
Posiblemente el mayor nivel de aireacion evitd toda posibilidad de deteccidn. En este mismo sentido
podemos sefialar que los datos de Clark et al. (2005) aunque fueron determinados en un fermentador
artificial, las emisiones de gas se determinaron mediante camaras de superficie, en este caso tampoco
se pudieron detectar niveles significativos de N2O emitido. Por ello podriamos sefialar que los bajos
niveles registrados en nuestra memoria estarian avalados por la dificultad de determinar este gas en la
fosa cuando los purines son sometidos a mayores niveles de aireacién y confirmarian nuestro
procedimiento experimental, que permitié detectar con suficiente precision la produccién de N2O en las
condiciones experimentales que reflejan aquellas en las que normalmente el purin es almacenado en

las condiciones comerciales de explotacion.
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Tabla 5.4.2.12. Emisién de N2O (mg/kgPV%75 o g an/d), obtenidos a partir de la bibliografia considerando los siguientes factores: métodos analiticos, tipo de

suelo y temperatura.

Referencia Tipo de piso Procedimiento PV kg Temperatura Emision
[Emparrillado] Analitico °C mglkg PV%75 gan/d
Amon et al. (2007) Cama paja Espectro-fotometria 47,0-105 235 9,12 (3,1 s.e. 1,31
30,0-74,4 214 2,57 (0,96 s.e. 0,541)
Relnjovienqo.el 31,0-92,9 22,5 7,22 (2,58 s.e. 1,91)
estiércol diariamente 318104 205 143 (0,50 s.e. 0,221)
de la paja 60,7-110 24,1 4,01 (1,32 s.e. 0.4
32,5-107 19,7 1,59 (0,55 s.e. 0,171)
Blanes-Vidal et al. (2008) Parcial Fotoacustico 86-122,5 0,7 (0,22 s.e. 0,041)
Costa y Guarino (2009) Total Fotoacustico (70 kg) 18,7 (15-21) 13 (4,81)
Total (70 kg) 27 (25,9-27,7) 21 (7,381)
Dong et al. (2007)s Parcial Cromatografia 42-90 -9a32 48(1,72s.e.1,5D
European Commission (2003) Total 0,05-0,41
Parcial 1,61-9,42
Yacija 0,14-6,7
Osada et al. (1998) Parcial Fotoacustico 31,9-87,1 16,4y 16,6 7,44-8,76 0,1-0,25
Philippe et al. (2007a)* Total Fotoacustico 23,4-110,2 20,5s.e.1,0 (28) 0,67 s.e. 0,52

(*) Unidad de emision en mg/kg PV;
& removiendo el estiércol 2 veces por dia.
¥, nivel de PB entre 18,1 a 15,6%
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5.4.3. Condiciones de fermentacion y evolucion de las poblaciones microbianas en el intestino
grueso a lo largo del tracto ceco-coldnico y en el purin: Efecto del nivel de fibra y proteina de la

racion.
5.4.3.1. Condiciones de fermentacidn en el intestino grueso.

En este apartado se presentaran y analizaran los valores medios de pH, concentracion de N
amoniacal (N-NH3), acidos grasos volatiles (AGV) y sus proporciones molares (de AGV) registradas al
inicio y final del intestino grueso (IG) de cerdos alimentados con raciones convencionales
suplementadas con diferentes niveles de PB y FND a final del cebo (21 semanas). Los componentes
dietéticos que escapan de la digestion enzimatica alcanzan los tramos posteriores del tracto digestivo
donde son susceptibles de ser fermentados por las poblaciones microbioldgicas simbidticas que
cohabitan dichos compartimentos, en qué medida puedan ser fermentados dependera del tipo de fibra,
estructura y solubilidad, grado de lignificacién, tamafio de particula y tiempo de retencién de la digesta
en el intestino grueso (Cao et al, 2013). De la presencia de nitrdgeno, azufre y otros minerales,
esenciales, dependera el crecimiento de dichas poblaciones microbioldgicas y su actividad sobre quilo
(Varel et al, 1997). Los productos generados durante el proceso de la fermentacion (lactato y
succinato) van a ser metabolizados a AGV de cadena corta (acético, propionico, butirico), urea, ciertos
gases (H2, CO2 y CHa) y calor (Jorgensen et al, 2011), finalmente la mayor parte de los AGV
generados son absorbidos a través de la pared ceco-colénica y van a contribuir de forma significativa
al metabolismo energético del animal (7,1 al 30% de las necesidades de mantenimiento del cerdo,
Anguita et al., 2006; Bergman, 1990; Varel y Yen, 1997) y los gases excretados via respiratoria y

flatulencias (Jargensen et al., 2011).

El impacto de diferentes proporciones de fibra y proteina sobre los parametros digestivos (pH,
NHz y AGV) y sus interacciones se muestran en Tabla 5.4.3.1. Los valores medios de pH
incrementaron a lo largo del intestino grueso (IG: 6,0 y 6,3 s.e. 0,06 para ciego vs colon,
respectivamente; P<0,01) y dicha evolucion no fue alterada por el nivel de PB ingerida (P>0,05),
aunque si lo fue por el nivel de FND (Interaccién FND x IG: P<0,01), se aprecidé un incremento
significativo en el pH de los animales que habian consumido una mayor cantidad/proporcion de FND
(pH: 6,5 vs 6,1 s.e. 0,08 para AF vs NF, respectivamente; P<0,05). Tanto el ligero incremento en el pH
de la digesta en su transito por el tracto ceco-colonico (Urriola y Stein, 2010), como el efecto registrado
en relacion a la PB y FND han sido descritos previamente en bibliografia (Lynch et al., 2007a, 2008).
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En relacion a la concentracion de N-NHs, esta incrementé a medida la digesta recorrio por el 1G
(P<0,05) (69,7 vs 156,3 s.e. 8,38 mg/L en ciego vs colon, respectivamente), aunque dicha evolucién no
fue homogénea y el incrementd en la concentracion de N-NH3z fue mayor en aquellos animales que
habian recibido las raciones con una menor proporcion de proteina y fibra (Interacciones PB y FND x
IG; P<0,05). La concentracion de N-NH3 en los compartimentos de fermentacion (i.e. colon) responde
a un doble equilibrio entre la degradacidn-biosintesis microbiana y los procesos de intercambio
(absorcion-reciclaje) a través de la pared del IG. En los fermentadores post-gastricos recibiendo, como
es nuestro caso, proteinas de elevada digestibilidad la mayor parte del N-NH3; presente en el
compartimento y el N bacteriano se han originado a partir del reciclaje de N enddgeno a través de la
pared ceco-coldnica (Abecia et al, 2008), cuyo alcance viene delimitado por el gradiente de
concentraciones y la permeabilidad, limitada de la pared (Van Soest, 1994). El hecho que el N-NH3
incrementase a lo largo del tracto ceco-colonico puede ser un indicador de la degradacion microbiana
de los residuos de N indigestible, pero basicamente el reciclaje de N prevalece sobre los procesos de
absorcion y biosintesis. El hecho que los animales que ingirieron una mayor cantidad de fibra (AF vs
NF) tuvieran una mayor disponibilidad de energia fermentable (FND) y crecimiento microbiano podrian
explicar una mayor utilizacion del N-NH3 disponible, con una reduccién en la concentracion de N-NH3
colonico, siempre que exista una limitacion en el reciclaje endégeno de N. Este hecho coincide con los
resultados de aquellos autores que tras administrar almidén en los compartimentos de fermentacion
post-gastricos tuvieron un incremento neto en la produccién microbiana con un descenso marcado en
la concentracion colonica de NH3 (Surra et al., 1997), una mayor utilizacién microbiana podria ser la
responsable de menores concentraciones de N amoniacal en dicho compartimento. Es mas dificil, no
obstante, explicar la diferencia registrada en los incrementos de las concentraciones colonicas de N-
NHs, que fueron inferiores en los cerdos que ingirieron las mayores cantidades de proteina, siempre
que la proteina excedentaria o su interaccién con la presencia de fibra pudiesen resultar en un
incremento de la energia fermentable disponible y actuasen mecanismos similares a los descritos con

la fibra.

Durante el transito de la digesta por el tracto ceco-colénico la concentracién de AGV se redujo
(efecto 1G: P<0,05), reflejando la desaparicion del sustrato y por tanto los procesos de fermentacion y
generacion de AGV. Dicha evolucién fue independiente de los niveles de ingestion de PB (154,1 y
162,2 s.e. 9,84 mM para AP y BP, respectivamente; P>0,05), pero no de la ingestion de fibra y el
descenso fue mas pronunciado en los animales que ingirieron las mayores concentraciones de fibra
(de 175,6 a 110,7 y de 174 a 171 s.e. 13,8 mM para AF y NF, Interaccion FND x IG; P<0,05). Esta
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correlacion negativa entre los niveles de fibra y la concentracion de AGV en el tracto ceco-colénico

coincide con los resultados previos propuestos por Cao et al. (2013).

Las diferencias registradas deben ser analizadas con una doble perspectiva, la primera es que la
concentracion de AGV depende de dos factores, produccion y absorcion. En relacién al segundo
proceso, la absorcion depende del pH, concretamente en la evolucion del pH a lo largo del tracto
analizado y el punto isoeléctrico (pK) de la mezcla de AGV (a > pH, hay mas disociacion y absorcion
mas lenta). La tendencia a una mayor acidez en los tramos anteriores y la relacion de concentraciones

podria explicar parcialmente las diferencias registradas.

En relacion al segundo factor, la produccién de AGV, esta depende de la composicion del material
indigestible que alcanza el tracto ceco-colénico y del ecosistema del compartimento (Morales et al.,
2002). La FND de la pulpa es altamente fermentable y ello implica, en funcidén de su proporcién en la
racion, de una rapida fermentacion y adaptacion de las poblaciones microbianas en el intestino grueso
pero también en intestino delgado, de esta forma una fraccién considerable (= 50; Gidenne y Jehl,
1996) de la FND digerida lo es en el intestino delgado. Por ello podemos hipotetizar que una mayor
disponibilidad microbiana y de FND podia desplazar los procesos de fermentacién a tramos anteriores
del intestino (ID,) con lo cual una menor proporcién de sustrato alcanzaria el colon terminal y explicaria
el descenso en la concentracién molar registrada. Sefialar que otros autores han descrito con otro tipo
de raciones una relacion positiva entre fibra y concentracion de AGV en las heces (Canh et al., 1998a-
d; Hansen et al., 2007).

Las proporciones molares de los AGV mayoritarios (acético, propionico y butirico) se situarian en
los rangos propuestos previamente por otros (Christensen et al., 1999; Morales et al., 2002; Urriola et
al., 2013) y en su transito a través del tracto ceco-colénico, junto al descenso en la concentracion de
AGV se observé una reduccion significativa en la proporcion de acético, un increment6 en la de butirico

(IG: P<0,05), sin que se apreciasen modificaciones en las proporciones de propionico (I1G: P>0,05).

En relacién al tratamiento experimental, las proporciones molares no fueron modificadas por la
proporcion de PB en la racién (P>0,05; Tabla 5.4.3.1), no obstante, si lo fueron por nivel de FND
(P<0,05), asi los animales que ingirieron la raciones con una mayor proporcion de fibora mostraron
mayores concentraciones acético y menores de butirico (Tabla 5.4.3.1). Es sabido que niveles altos en
fibra inducen una fermentacién mas acética (Hansen et al., 2007) y esta evolucion coincide con
resultados descritos por Morales et al. (2002). La proporcion de butirico incrementé de forma

significativa, ello puede ser debido a un efecto artefactual por una reduccién en la proporcion de
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acético o debido a la variacién en los componentes de la digesta. La fermentacion paulatina de la fibra
podria dar lugar a un incrementé proporcional en la fermentacion de detritus no digeridos, entre ellos
fracciones de N no digestible lo que podria dar lugar a un incrementé en la presencia de butirico y los

acidos AGV ramificados (isobutirico y isovalérico) (Lynch et al., 2007b).

Tabla 5.4.3.1. Condiciones de fermentacion a nivel digestivo: efecto del nivel de proteina (PB) y fibra
neutro detergente en la dieta (FND).

items Tramo PB FND se Nivel de significacion
(IG) AP BP AF NF ™ IG PB FND IGPB IGFND
Ciego 59 6,1 57 6,1 w NS ns ns x
pH Colon 63 62 65« o 008
N‘NH3, ClegO 75’3)’ 64,1)/ 55,5)/ 84,0y 11 85 o ns ns * *
mg/L Colon  130,5™ 1821  106,7¢ 1459 ’
Ciego 169,6 180,8 1756 1748 «ns . ns .
AGV, MM coon 1388 1435 1107 1715 092
. Ciego 60,9 64,2« 64,1% 61,0%
0, y y y ’ %% ns * ns ns
Acetico,o  coon 572 572 sor  sem S
Propiénico, Ciego 243 238 24,5 23,5 087 NS ns ns ns ns
% Colon 23,4 224 22,0 23,8 ’
.. Ciego 10,9 8,9y 7,8y 11,92
0, ’ ’ ’ ’ *% ns *k *%k ns
Butirico,%  coon 115 140« 118 137 074
Butirico,%  Colon 2,3x 1,9 2,2 2,1 ’
Iso- Ciego 1,1 0,6Y 1, 0,7y 043 *+ 0s ns ns ns
Valérico,%  Colon 3,3 2,8% 3,1% 3,0% ’
Valérico, % Ciego 17 1.1 12 16 030 NS ns ns ns ns

Colon 2,2 1,7 2,0 2,0

Superindice distintos en fila (2 b) indican diferencia significativas en nivel de PB o FND, y en columna (¥ X) para tramos
(P<0,05). ns, P>0,05; *, P<0,05; **, P<0,01; **, P<0,001

5.4.3.2. Condiciones de fermentacion: purin.

En Tabla 5.4.3.2 se presentan los valores de pH, las concentraciones de N amoniacal (N-NH3) y
acidos grasos volatiles (AGV), asi como sus proporciones molares registradas en las fosas de
deyecciones, generadas por cerdos alimentados con distintos niveles de PB y FND en fase final de
cebo. Los valores medios de pH oscilan entre los valores descritos previamente por otros autores
(Conn et al., 2007; Le et al., 2008a) en purines frescos almacenados en fosa [pH: 5,7 - 8,1], el nivel de
acidez fue modificado por el nivel de PB de la racién (7,5 vs 7,0 s.e. 0,12 para las deyecciones de los
animales que ingirieron AP o BP, respectivamente; P<0,05). La concentracién media de N-NHs en el
purin fue elevada (4,55 g/L o 267,2 mM), aunque dentro del rango descrito por otros autores (96 - 500
mM: Conn et al., 2007; Le et al., 2008a; Snell-Castro et al., 2005), incrementé de forma significativa en
purines de los animales que ingirieron los niveles mas altos de proteina (6,2 vs 2,9 g/L en fosas de

cerdos alimentados con AP y BP, respectivamente; P<0,001). Las elevadas concentraciones de N-NH3
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en el purin y su respuesta positiva a los niveles de proteina de la racién coinciden, en general, con la
bibliografia existente (Canh et al., 1998a; Portejoie et al., 2004; Sutton et al., 1999). Aunque en ningun

caso los niveles dietéticos de fibra alteraron la concentracion de N amoniacal.

La acumulacion de AGV en las deyecciones fue importante (199,3 mM/L), aunque se detectd una
variacion residual importante entre muestras (s.e. = 33,70; CV = 20%), por ello aunque las diferencias
aparentes entre los tratamientos fueron relevantes tanto en los que se refiere a PB (219,3 vs 162,7;
para AP y BP, respectivamente) como a FND (176,7 vs 205,3 para NF y AF, respectivamente) las

diferencias en ninguin caso alcanzaron significacion estadistica.

El pH en los diferentes compartimentos de fermentacidn, entre otros, esta regulado por la
concentracién/acumulacion de los AGV y amonio en el medio, en el primer caso la acumulacion de
AGV acidificara, y la del segundo compuesto, el NHs, lo alcalinizara. En este caso, la elevada
concentracion de amonio en el purin fue el factor que determind los niveles de pH, asi los animales
que ingirieron la racion con un mayor porcentaje de proteina mostraron las mayores acumulaciones de
NHs y dichas acumulaciones se reflejaron en un pH mas alcalino. No obstante, ni la acumulacion de
amoniaco, ni los pH registrados dieron lugar a una mayor emision de amoniaco (NHs) en los
correspondientes purines (Apartado 5.4.2.2, Tabla 5.4.2.7). En este sentido se ha descrito la estrecha
relacion entre el equilibrio NH3/NH4* y los niveles de pH, con una predominancia de NH3 (emision de
gas) gas en los pH alcalinos. Es dificil explicar, dada la acumulacion de NH4* en el medio y los niveles
de pH, los escasos niveles de emision de NH3 y que las diferencias en los niveles de pH no se
reflejasen en diferencias en los niveles de emision. Probablemente los niveles de aireacion del purin
que se limitaron para facilitar la deteccion de otros gases toxicos (i.e. N2O) sea la causa mas probable
que pueda explicar los resultados obtenidos.

Tabla 5.4.3.2. Condiciones de fermentacion en el purin.

item PB FND se Significacion
AP BP AF NF e PB FND
pH 7,52 7,00 7,2 7,2 0,12 * ns
N-NH3, g/L 6,22 2,90 51 4.1 039 ** ns
AGVT, mM 219,3 162,7 176,7 205,3 33,70 ns ns
VFA, mol /100 mol
Acético 66,7 64,4 65,8 65,4 102 ns ns
Propiénico 14,2 17,8 14,9 171 0,26 T T
Butirico 11,6 10,3 11,4 10,5 256  ns ns
Iso-Butirico 2,8 2,7 3,0 2,5 060 ns ns
Iso-Valérico 3,3 3,0 3,3 3,0 0,50 ns ns
Valérico 1,4 1,7 1,6 1,5 0,18 ns ns

Superindices distintos en fila (= ) indican diferencias significativas en nivel de PB (P<0,05). T, P>0,01; ns, P>0,05; *,
P<0,05; ***, P<0,001.
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El nivel de FND no indujo variaciones significativas a nivel del pH ni en el N-NH3, en este sentido
sefialar que al incrementar los niveles de fibra en la racion, lo hace el sustrato potencialmente utilizable
por los microorganismos del intestino, incrementando la produccién de AGV y reduciendo las
concentraciones del N que es utilizado para la sintesis microbiana (Zervas y Zijlstra, 2002), este
proceso intestinal deberia reflejarse también en las heces con una reduccion significativa del pH en el
purin (Canh et al., 1998a; Dourmad y Jondreville, 2007). Posiblemente, si existié este proceso, estuvo

enmascarado por la elevada concentracion y alcalinidad del amoniaco presente en el medio.

Las proporciones medias de acético, propidnico y butirico en purin (65,5, 15,7 y 11,0,
respectivamente) reflejaron las registradas en colon para el butirico (57,2, 22,9y 12,7), y en general los
valores registrados coinciden con los valores previos publicados (Cerisuelo et al., 2012; Conn et al.,
2005; Le et al., 2008; Snell-Castro et al., 2005), en general el tratamiento experimental tuvo un escaso
efecto sobre las condiciones de fermentacion, sélo se aprecié un ligero aumento en la proporcion de
propionico, que tendidé a la significacion en las deyecciones correspondientes a los animales que

habian ingerido las raciones con una mayor proporcion de PB o FND (P<0,06 y P<0,10).
5.4.3.3. Concentracién de bacterias totales y arqueas metanogénicas en intestino grueso.

En la Tabla 5.4.3.3 se presentan las concentraciones medias de bacterias totales y arqueas
determinadas al inicio [ciego] y al final del compartimento de fermentacion, el colon medio. Expresadas
en valores absolutos [n° Copias / g MF] o en el caso de las arqueas, también en su valor relativo [% del
tipo especifico de arqueas en relacion al total de arqueas], se presenta también el analisis de varianza
de los factores principales objeto del presente estudio, tramo [ciego vs colon medio], proteina [alta vs
baja proporcion de proteina en la racién], fibra [alto vs normal nivel de fibra digestible en la racién] y
sus interacciones. En muchos casos los factores principales interaccionaron entre si y por tanto en la
tabla se presentan los valores medios obtenidos para cada racion experimental. Se presentan también
los valores del cuadrado medio estimado para cada uno de los factores principales analizados. La
distribucién bacteriana y de arqueas en los diferentes tramos del intestino grueso tiene su continuacion
en el apartado siguiente (5.4.3.4), donde se presentan y analizan, con una estructura similar la
distribucién de las mismas poblaciones en las deyecciones o purin. Dada las diferencias en la
distribucion estadistica de ambos parametros los resultados se han presentado en capitulos

independientes, aunque una parte importante de la discusion pueda ser conjunta.

La concentracion de bacterias totales (BT) increment6 a lo largo del IG, los valores medios
determinados en el ciego (8,85) fueron inferiores a los registrados en el colon medio (23,98 s.e. 0,574)
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y dicho incrementd fue en general independiente del tratamiento experimental, aunque se observé que
en aquellos animales que recibieron la racidn con la proporcidn de fibra mas bajo (NF), al incrementar
el nivel de proteina las concentraciones de bacterias totales incrementaron, mientras que en aquellos
que recibieron el nivel alto de fibra (AF) se observé el efecto contrario, los titulos disminuyeron
(Interaccion PB x FND; P<0,04).

Nuestros resultados coinciden con trabajos previos, los que han demostrado un incremento de la
concentracion (Butine y Leedle, 1989; Jensen y Jargensen, 1994) y diversidad microbiana (Roca,
2008; Roca et al., 2014) en el transito de la digesta a lo largo del compartimento de fermentacion. No
obstante, no pudimos constatar la relacion positiva entre los niveles de fibra fermentable y los titulos de
BT, como se ha descrito en otros trabajos en los que se refiere a la concentracion de bacterias
celuloliticas y hemiceluloliticas [i.e. F. succinogenes (intestinalis), R. albus, R. flavefaciens, Butyrivibrio
spp., Bacteroides spp., Varel et al. (1984, 1997)] o Léacticas y Bifidobacterias (Gibson y Wang, 1994;
Lynch et al., 2007a).

La concentracion absoluta de arqueas metanogénicas hidrogenotréficas (AMHap) incrementé
también con la evolucion del quilo a través del tracto ceco-col6nico y los valores medios registrados en
colon medio (13,07) fueron superiores a los registrados en el ciego (3,38, s.e. 0,30; P<0,05). En este
caso se aprecié un efecto significativo de la racion sobre los titulos AMHap registrados, asi los titulos
registrados en animales que ingirieron la racion con un mayor contenido en proteina y bajo en fibra
(APNF) fueron superiores al resto de los grupos, incluyendo aquellos cerdos que habian recibido el
mismo nivel proteina pero con un nivel de fibra alto (T=0,08) (8,13, 7,90 y 7,25 s.e. 0,427 para APAF,
BPAF y BPNF; P<0,05), asi la proteina y fibra como efectos principales, interaccionaron (Interaccién
PB x FND; P<0,02), tampoco pudimos detectar dicho efecto al inicio del compartimento (muestras Cg),

con lo cual la interaccién PB x IG también alcanzé significacion estadistica (P<0,05).

El increment6 en los titulos de arqueas, en general y AMHa» en particular puede ser explicado
atendiendo a dos factores, el primero, porque mejoran las condiciones de fermentacion propias de las
arqueas (pH, anaerobiosis, presion osmotica, etc.), la segunda deberia ser la competencia por el
sustrato, efectivamente la degradacion de los diferentes sustratos que alcanzan el compartimento de
fermentacién es un proceso complejo donde actuaran sincronicamente distintas poblaciones en las
cuales las arqueas acetoclasticas o hidrogenotréficas ocupan las Ultimas posiciones. A lo largo del
colon este proceso de fermentacion progresara y con ello deberan hacerlo aquellas especies que
actuan en los ultimos estadios de las cadenas tréficas de degradacion. Podemos encontrar referencias
bibliograficas de las concentraciones registradas de AMHa, (Luo et al., 2012; Su et al., 2014) y la
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evolucidn creciente de dichos titulos a través del colon (Butine y Leedle, 1989), es cierto que en otros
casos, dicha evolucion no se ha descrito aunque se detect6 a lo largo del colon un incrementé en la

biodiversidad y actividad de dichas poblaciones (Cao et al., 2012).

La mayor produccién de metano se realiza en los compartimentos de fermentacion pre-gastricos
(i.e. rumen; Monteny et al., 2001) y es por ello que en dicho compartimento la cinética de produccion
de CHs y su relacion con las especies implicadas estan mas estudiados. La fermentacion ruminal de
raciones fibrosas, va a dar lugar a un incrementé en la concentracion (= produccion) de acético,
disponibilidad de H* (Morgavi et al., 2010), promocidn de bacterias hidrogenotréficas y finalmente la
produccidn de CHa. No obstante, la relacion entre la concentracion de AMH y produccion de metano no
esta clara (Yanez-Ruiz et al., 2008) y se ha demostrado que el niumero de copias de metanégenas no
se relaciona con la produccion de metano (Zhou et al., 2011), la distribucion de especies, niveles de
biodiversidad y la promocion de ciertas especies metanogénicas van a ser los factores de los cuales va
a depender fundamentalmente la produccion cuantitativa de CH4 (Zhou et al., 2010, 2011). Nuestros
resultados podrian sefialar en este sentido que los niveles dietéticos de fibra que dieron lugar a una
mayor produccion efectiva de metano (Tabla 5.4.2.2; apartado 5.4.2.1) no se correspondieron con
aquellos niveles en los que se detectaron las concentraciones mas elevada de AMH, que solo
mejoraron en aquellos animales sujetos a niveles dietéticos de fibra bajos y niveles proteicos altos
(APNF). En cerdas lactantes Cao et al. (2013) no encontraron diferencias en la cantidad de bacterias
celuloliticas, pero si una disminucién significativa en la biodiversidad y poblacion metanogénica en

intestino grueso al incrementar los niveles de fibra.

Tampoco pudimos encontrar en los animales que habian ingerido dicha racidn mayores
concentraciones o proporciones molares de acido acético, cuya sintesis tiende a incrementar la
disponibilidad de electrones. De los factores que caracterizan los procesos de fermentacion ceco-
coldnicos analizados, solo la concentracion de NH3 fue especialmente elevada en dicha racién, aunque
los autores de la presente memoria no hemos podido obtener informacion consistente que relacione la
disponibilidad de amoniaco en el compartimento de fermentacion con un hipotético incrementé en las

concentraciones absolutas de AMH.

Al expresar la evolucién relativa de las AMH en relacién al valor registrado de arqueas totales (2
ACt |ivak y Schmittegen, 2001: AMH(2-ACY); dicha relacion no difiri6, en general, de la evolucion
registrada con los titulos absolutos (AMHab). La proporcién de AMH(2-2Ct) increment6 con el transito del
quilo a través del colon y aquellos animales que recibieron la racién con altos niveles de proteina y

bajos de fibra mostraron las mayores tasas, siendo estas diferencias mas pronunciadas en el colon
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medio, con lo cual dicho tratamiento interacciond del mismo modo que el registrado en sus valores

absolutos.

Tal como se ha analiz6 en el capitulo de revision, dos seran los sustratos mayoritarios para la
sintesis de CHs, i) a partir del hidrogeno y la realizaran las AMH (hidrogenotréficos o
quimiolitoautétrofos), y ii) del acético a partir de las AMA (acetoclésticas o quimioorganoheterotrofo),
dentro de este ultimo grupo distinguimos la Methanosaeta spp. grupo que se distingue por un
crecimiento exclusivo a partir del acetato, por el que muestran una elevada afinidad y ademés son
sensibles a ciertos toxicos; y la Methanosarcina spp. que muestran una menor afinidad por el sustrato,
pero que pueden utilizar también H y grupos metilo (aunque en una menor proporcién), y son mas
resistentes a los toxicos en nuestro caso (AGV, NH3) (Karakashev et al., 2005). Los titulos de ambas
se presentan también en la Tabla 5.4.3.3, analizadas a partir de gqPCR cuyo desarrollo metodoldgico se
presenta pormenorizado en el capitulo 4.1.2 de Material y Métodos. La actividad metanogénica “in
vivo” de las arqueas acetoclasticas ha sido menos estudiada porque su impacto a nivel ruminal es
minoritario, sin embargo, es la arquea mayoritaria en los procesos de digestion anaerobia del purin en
fermentadores industriales, y los titulos registrados en purin y en los compartimentos digestivos post-
gastrico son relevantes (Luo et al., 2012; Miller y Lin, 2002). Por ello en la Tabla 5.4.3.3 se presentan
junto a las concentraciones relativas de AMH(2-2%) dos especies de AMA(2-2%) la Methanosarcina spp.
y Methanosaeta. La concentracion relativa de Methanosaeta en el ciego fue superior a la registrada
con AMH (0,06789 vs 11,09 para AMH(2-2¢t) y Methanosaeta, respectivamente), incrementé de forma
significativa durante el transito del quilo a través de colon (P<0,05) y dicho incremento fue,
relativamente, mayor al registrado con las AMH (1,71 vs 53,91 para AMH(22Y) y Methanosaeta,
respectivamente, al final del compartimento de fermentacién), no se apreciaron diferencias
relacionadas con el contenido de PB o fibra de la racion sobre la concentracion relativa de
Methanosaeta. Tampoco pudo apreciarse una relacion positiva entre las concentraciones relativas de
Methanosaeta y la concentracion ceco-colonica de acético, ni se observaron relaciones entre su
concentracion y la produccion de CHa. En relacion al género Methanosarcina spp, versatil en relacion a
la utilizacion de diferentes sustratos como lo son Ha, acetato, metanol, metilaminas y CO (Cair6 y
Paris, 1988), su concentracion en el quilo fue minoritaria y su relacién con la emisién de CHs

imperceptible.
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Tabla 5.4.3.3. Efecto del nivel de fibra (AF vs NF) y nivel de proteina (AP vs BP), tipo de racion y el lugar de muestreo (ciego, Ci vs colon medio, Co) en cerdos

en crecimiento (117,5 d.e. 5,6 kg PV), sobre la concentracién en el medio de Bacterias totales (BT), arqueas metanogénicas hidrogenotroficas (AMH

(moléculas genes 16S-rRNA/g MF) y la proporciéon de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas AMH [% de las arqueas totales; AC(t)] y dos tipos de

acetoclasticas, Methanosaeta spp. y Methanosarcina.

; Tramo PB FND s.e. P-valor
item (g) APAF APNF  BPAF  BPNF o5 &F  NF + PByFND IG__PB__FND PB¥ND IGPB  IGFND
Cuantificacion absoluta
BT (Nocop/gMF)  Ci 7600 919 1006  856v 830 931y 883 888
Co 2371 2499« 2541+ 2180r 2435 2360x 2456 2339 1149 0812 <01 092 052 004 029 043
AMH (N cop/ gMF) _ Ci 2060 4017 355 3000 349 328 3260 350
Co 1328 1526 1225 1149 1427a 1187 1276+ 133n 0608 0427 <01 <01 033 002 002 067
Cuantificacion relativa
AMH? Ci 005 0200 001 001 04% 001 003 011
Co 084 493 017> 093 288 055 050 203« 2072 0405 <01 001 001 005 002 001
Wethanosaeta' Ci 1495 1920 789 233 A7 5AU 114> 1077
Co 60,00 5520 4457 5586+ 5760« 5022x 53028 5553« o287 586 <01 015 08 080 068 073
Wethanosarcina® _ Ci 467 175 016 262 321 139 242 218
o O 0m 04 oo 0 o3 Ga b7a 1906 1348 019 063 095 029 039 080

Superindice distintos en fila (2.®) indican diferencia significativas en nivel de PB, FND o en la interaccién PB x FND x IG, y en columna (¥-X) para tramos (P<0,05).
+ Interaccion PB*FND*IG, todas las interacciones no significativas (P>0,05),

T 2(-ACH x 102

+2(a0) x 108
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5.4.3.4. Concentracidn de bacterias totales y arqueas metanogénicas en el purin.

La poblacidn bacteriana y los filotipos de arqueas secuenciados en la fosa de deyecciones estan
directamente relacionados con los filotipos aislados del ecosistema intestinal (Snell-Castro et al.,
2005), sin embargo, los cambios poblacionales que se producen en el trénsito desde el recto a la fosa
de deyecciones, con la consiguiente pérdida de las condiciones de fermentacidn y su mezcla con la
orina/agua y restos de alimentos son relevantes. En la Tabla 5.4.3.4 se presenta los titulos absolutos
de bacterias totales y AMH, y las concentraciones relativas de AMH y AMA. La concentracion de
bacterias totales registradas en el colon medio (23,98 s.e. 0,57) disminuy6 de forma significativa en la
fosa de deyecciones (5,28), la misma evolucién se observé en los titulos absolutos de AMH que
también se redujeron (13,07 vs 3,10 de forma respectiva en colon y deyecciones), aunque es cierto
que existe una cierta homogeneidad en la distribucién de los géneros, especialmente en lo que se
refiere a arqueas metanogénicas (Whitehead y Cotta, 1999). Las tasas correspondientes a las

Methanosaeta spp. no sufrieron cambios relevantes.

En Tabla 5.4.3.4 se muestra, ademas, el efecto del tipo de racion sobre las poblaciones de BT y
AMH del purin almacenado en la fosa de deyecciones, efectivamente los titulos registrados estuvieron
modificados por los niveles de PB y FND de la racién y ambos factores interaccionaron de forma que el
nimero de copias cuantificadas de BTa, y AMHa, fue superior en dietas mas fibrosas con un alto
contenido en PB (APAF), mientras que los menores titulos se observaron en las deyecciones
procedentes de las raciones con las menores proporciones de ambos componentes, PB y FND (NFBP;
Tabla 5.4.3.4). No obstante, estas raciones mostraron las concentraciones mas altas de AMHay, pero
también de arqueas totales, de forma que la mayor proporcion de AMH se observé en las deyecciones
de aquellos animales que habian ingerido las raciones con mayores proporciones de PB, pero
menores de fibra (0,85 vs 0,29, 0,21 y 0,19 s.e. 0,039 para APNF vs APAF, BPAF y BPNF,
respectivamente; P<0,05). Es cierto que en el quilo no se apreci6 una relacién directa entre produccion
de CHsy n° de copias de AMH y este hecho ademas confirma los resultados de otros autores que no
han podido establecer dicha correlacion (Morgavi et al., 2010). No obstante, en nuestro caso y en el
purin las mayores emisiones de CH4 se correspondieron con los purines con mayores tasas relativas

de AMH procedentes de aquellos animales que habian ingerido una menor cantidad de fibra.

Es posible que en el purin los datos referentes a la emision de CH4 estén influenciados por la
presencia y actividad de las AMA, y dentro de ellas la Methanosaeta spp. (Tabla 5.4.3.4). Al contrario
que sucedio con las AMH, su proporcion (Methanosaeta spp. (2-2C)) en relacién a los valores
registrados en el quilo, incrementd, alcanzando mayores valores relativos que las AMH.
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Las bajas tasas de Methanosaeta spp. en los diferentes compartimentos de fermentacion se
relacionan con ritmos de crecimiento celular lentos, por debajo de las tasas de renovacion del
compartimento (Schmidt et al., 2000) y ello implicaria el lavado de dichas especies. Obviamente en la
fosa de deyecciones dicha limitacion desaparece y efectivamente los titulos de esta especie mejoraron.
Elevadas poblaciones o proporciones de Methanosaeta spp. dentro de las arqueas totales implicaria
que la sintesis de CH4 se realizaria mayoritariamente a partir del acético y ello podria justificar la
ausencia de una relacién directa entre titulos de AMH vy sintesis de metano. Es necesario sefialar que
los mayores titulos de Methanosaeta spp. se registraron en las deyecciones procedentes de los

animales que habian recibido las menores proporciones de FND.

Aunque el valor relativo de las Methanosarcina fuese menor que las Methanosaeta spp. los
incrementos registrados, respecto al quilo, fueron muy variables y en algunos casos superiores y se
situaron dos digitos por encima de los titulos registrados en la digesta del colon. La Methanosarcina es
mas resistente a los toxicos (i.e. NHs* y AGV; en este caso y en los digestores) que la Methanosaeta
spp. y favorecen su crecimiento las elevadas concentraciones de acético. Ambas condiciones que
podemos distinguir durante el almacenamiento de las deyecciones y que explicaria los cambios
poblacionales entre AMA. En ningin caso se pudo relacionar el crecimiento de las bacterias

acetoclasticas con la concentracion de acético en el medio.
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Tabla 5.4.3.4. Efecto del nivel de fibra (AF vs NF) y nivel de proteina (AP vs BP) de la racion en cerdos en crecimiento (117,5 d.e. 5,6 kg PV) sobre la
concentracion en el purin de bacterias totales (BT), arqueas metanogénicas hidrogenotréficas (AMH (moléculas genes 16S-rRNA/g MF) y la proporcién de

arqueas metanogénicas hidrogenotréficas AMH [% de las arqueas totales; AC(t)] y dos tipos de acetoclasticas, AMA: Methanosaeta spp. y Methanosarcina.

; PB FND s.e. P-valor

ltems APAF  APNF  BPAF  BPNF —3p BP AF NF PBFND PByFND PBFND PB _ FND
Cuantificacién absoluta
BT (N° cop / gMF) 6,732 4,75¢ 5,20° 4,444 5742 4.82° 5963  4,60° 0,029 0,021 <,0001 <,0001  <,0001
AMH (N° cop / gMF) 4,008 2,960 3,030 241 348 2720 3512 2,69 0,024 0,017 0,0009 <,0001  <,0001
Cuantificacién relativa
AMHT 0,290 0,852 0,21° 0,190 0,572 0,200 0,250 0,522 0,039 0,027 0,0019 0,0007  0,0024
Methanosaetat 54,220 33,60 43,80 86,52 439> 64,62 49,0 59,5 5,63 3,98 0,0052 0,02 0,135
Methanosarcina* 0,002° 0,24v 5,102 0,005° 0,120 259a 259  0,122° 0,457 0,323 0,004 0,006 0,006
Superindice distintos en fila (2 ¢ d) indican diferencia significativas en nivel de PB, FND o en la interaccion PB x FND (P<0,05).
T 2(-ACt) x 102
1 2(-ACt) x 106
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5.4.4. Evaluacion del potencial de produccion de metano de heces y el purin.

El Ultimo objetivo abordado en este experimento fue el de determinar el efecto de la PB y fibra de
la racion sobre la produccion potencial de CHa. Para ello en la seccion 4.1.2 de la presente memoria se
materializd la puesta a punto del procedimiento in vitro basado en la técnica de Theodorou et al.
(1994), mediante la cual se estimaba la produccién de metano cuando el sustrato era digerido
anaerdbicamente hasta alcanzar la metanizacion total del sustrato. En el mismo apartado se evalud
temporalmente este proceso incubando las muestras de purin a 56 dias, y se modelizé a partir del
modelo propuesto por Gompertz, aplicado a la evolucién temporal en la produccion de metano del
purin (Lay et al., 1997) para estimar la produccion potencial de CH4 cuando no se haya alcanzado la
metanizacion total del sustrato. Una alternativa al modelo propuesto podria consistir en estimar la
eficacia del modelo propuesto como predictor de la produccion potencial de CH4 cuando el sustrato
(purin) fuese incubado alternativo a periodos de incubacion mas cortos al propuesto en el citado
ensayo (56 dias). Con este objetivo se obtuvieron las correspondientes muestras de heces [coleccion

rectal como se describié en el apartado 4.1.2.1] y purin recogido en la fosa, previamente a su vaciado.

Tabla 5.4.4.1. Produccion acumulada de metano a 56 dias post-incubacion del purin artificial
construido a partir de heces frescas y orina, junto a los parametros obtenidos mediante el ajuste del

modelo Gompertz a los niveles de produccion de CH4 producido a diferentes periodos.

items Fase Proteina (PB) Fibra (FND) se Nivel de significacion
AP BP AF NF e Fase PB FND PBrFase FND+Fase
ml FI 6,14 5,22 5,71 5,65
CH4JgMO Fll 7,46 7,18 6,69 7,95 1,198 ns ns ns ns ns
Flil- 7,51 855 8,96 7,10
Bo (ml Fl 6,33 5,54 5,93 5,94
CH./gMO) Fll 8,15 7,70 7,67 8,18 1,038 ns ns ns ns ns

Fill 819 888 918 789

R(mICHs FI 0,13 0,09 012 010
lgMOXx  Fli 0,15 0,13 0,13v 015 0024 ns ns T * T
dia) Fill 0,16 021x 022« 015

Fi -18,74  -22,02 -15,08 -25,68
A (dias)  FlI -1,715 1506 -546 -1735 5670 ns ns 7 ns ns
Flll 837  -159 -351 -645

Superindice distintos en columna (x¥) indican diferencia significativas entre fases (P<0,05).
T, P>0,1; ns, P>0,05; *, P<0,05

En la tabla 5.4.4.1 se presenta la producciéon de CH4 cuando el purin artificial fue incubado

anaerobicamente a 56 dias, junto a los parametros estimados a partir del ajuste del modelo de

Gompertz a los valores de produccion de metano registrados.
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El ajuste del modelo a los diferentes niveles de produccion de CH4 fue aceptable, sin embargo,
los niveles de CH4 producidos a los 56 dias de incubacidn fueron muy bajos, inferiores al 10% de los
niveles registrados y propuestos en apartado 5.2 de la presente memoria. El purin artificial fue
elaborado a partir de las heces de cerdos que recibieron dietas con diferentes niveles de FND y PB, y
se realizé aplicando la metodologia validada en el segundo ensayo (4.1.2 y 5.2) y por tanto las

diferencias registradas deben estar relacionadas con otro tipo de factores metodoldgicos.

Las heces frescas utilizadas en la puesta a punto del método procedian de cerdas adultas
mientras que en este casos procedia de cerdos en crecimiento (11, 16 y 21 semanas de edad), sin
duda el ecosistema intestinal de las cerdas adultas puede diferir de la de los animales jovenes. No
obstante, el hecho de que las arqueas metanogénicas colonicen el tracto intestinal a unas edades

tempranas parece invalidar esta primera hipétesis.

Una segunda posibilidad radicaria en la conservacion de las muestras, efectivamente en la puesta
a punto del método se utilizé y procesaron heces frescas. En este experimento, sin embargo, y dada la
complicacion experimental del ensayo las heces se congelaron (-20 °C) inmediatamente tras su
coleccion para pasados unos meses proceder a su descongelacion y utilizaciéon. Para ello se

descongelaron en nevera (4 °C) previa su digestion in vitro.

Probablemente la sensibilidad de las arqueas a los cambios de temperatura fue un factor
determinante en el cambio poblacional de las muestras y este sea el principal responsable de los
cambios registrados. Una congelacién lenta conduce a pérdidas del agua celular, con una
concentracion de sales a nivel citoplasmatico que pueden desnaturalizar las proteinas y deteriorar las
membranas (lafiez Pajera, 1998). El proceso de descongelacién, es otro proceso crucial, y podria
actuar incrementando de la misma forma la muerte celular. Los resultados obtenidos con el purin no se
diferenciaron del patron registrado con las heces y que se presenta en la tabla 5.4.4.1. Vistos los

resultados obtenidos y su escasa representatividad esta parte del ensayo fue abortada.
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En el analisis de los resultados obtenidos hemos podido deducir las siguientes conclusiones que

se presentan separadas por cada uno de los ensayos realizados:

A partir de los resultados del primer estudio: Estimacion directa de la emision de gases en

instalaciones convencionales: Emisién entérica vs emision de las deyecciones,

Primera: La utilizacion de modulos estancos (ME) con ventilacion controlada y el muestreo continuo
del aire a la entrada y la salida permitié cuantificar la emision amoniaco (NH3) y metano (CHs) en
condiciones similares a las que se registran en cebaderos comerciales, asi al final del cebo (= 100 kg

PV) los niveles de emision de NHz y CH4 fueron, respectivamente, de 593,1 y 720,7 mmol/d.

Segunda: El aislamiento de una fraccion de la superficie del purin (283 cm?2) mediante la utilizacién de
camaras de flujo constante (CFC), en la que el flujo de renovacion de aire era controlado y muestreado
de forma continua, permitié identificar y cuantificar aquella fraccién de la emision de gas que se origina
durante el almacenamiento del purin en la fosa de deyecciones, al final del cebo (= 100 kg PV) la
emision de NHz y CH4 proveniente de las deyecciones fue de 0,30 y 259,5 mmol/d, respectivamente.
Representado dicha fraccion el 0,05 y 36% de las emisiones totales registradas en NHz y CHg,

respectivamente.

Tercera: El muestreo continuo del aire a la entrada y salida de los compartimentos y la medida, cada
tres horas, de la concentracion de los gases objeto del presente estudio nos permitio evaluar las

variaciones circadianas en los niveles de emision.

A partir de los resultados del segundo estudio (Estimaciéon de la capacidad potencial de

emision del purin: emisién de metano)

Primera: Al incubar en anaerobiosis diferentes concentraciones de purin, que variaron entre los 2y 6 ¢
MS/100 g MF, se produjo la conversion de la MO del purin a metano. La generacion de metano se
inicio tras un periodo de latencia seguido por un periodo de maxima produccion [entre los dias 14 y 42]
tras lo cual las tasas de produccion decrecieron progresivamente, de forma que al final del periodo de
incubacion [dia 56] los sustratos utilizables por el consorcio metanogénico habian sido practicamente

fermentados en su totalidad.
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Segunda: Entre las concentraciones de purin (g MS/100 g MF) analizadas, fue la concentracion
intermedia (i.e. 4%) la que mostrd una mayor produccion de metano y una “metanizacion” mas eficaz
de la MO. La dilucién o una carga organica excesiva limitaron el proceso de fermentacién en el purin

mas diluido (2%) y méas concentrado (6%), respectivamente.

Tercera: La utilizacion de fuentes de carbohidratos de diferente naturaleza como lo son la paja de
cereal y las pulpas como sustratos potencialmente activadores del proceso de fermentacion del purin
mostraron un efecto desigual, dicha suplementacion mejord sensiblemente la produccion de CH4
(295,7 y 361,12 ml/botella) en relacion a los valores registrados con el purin sin suplementar (251,8
ml/botella). No obstante, cuando los valores se expresaron por unidad de MO incubada las diferencias
se mitigaron sensiblemente (124,2, 132,3 y 138,6 ml CH4/g MO incubada para el purin sin suplementar

0 suplementado con paja o la pulpa de manzana).

Cuarta: La utilizacion de la pulpa de remolacha como co-sustrato para la fermentacion del purin
incrementd los ritmos de produccion de metano en las fases iniciales del proceso de incubacién para
deprimirlas posteriormente, con un balance al final que mostrd6 menores niveles de produccién, en
valores absolutos (211,01 vs 251,79) o por unidad de MO incubada (88,48 vs 124,18) en relacién a los

valores registrados con el purin sin suplementar.

Quinta: La utilizacion de una fuente exdgena de arqueas metanogénicas como lo son las heces
frescas de vaca liofilizadas (co-indculo) no mejord en ningun caso los niveles de produccion de metano
(ml/g MO). Si se aprecié una ligera mejora en los ritmos de produccién, aunque las diferencias en

ningun caso alcanzaron relevancia estadistica.

Sexta: Con el tiempo de incubacion del purin se aprecioé una reduccion manifiesta en los titulos de
bacterias totales y arqueas metanogénicas y ello reflejaria la adaptacion del ecosistema del purin al
medio de incubacién. En el medio de incubacion la produccion de CH4 se correlacion6 negativamente
con los titulos de las arqueas metanogénicas, ello que sugiere que solo algunas especies de arqueas

fueron capaces de producir CH4 en las condiciones de incubacién.

Séptima: Los estudios de biodiversidad (DGGE) mostraron, con el periodo de incubacién, una rapida
adaptacién de la comunidad de arqueas al medio de cultivo. La estructura de dicha comunidad fue
alterada por la adicion de una fuente exdgena de arqueas, como lo son las heces frescas de bovino y

ello se tradujo en un incremento en las tasas (ml /h) de produccién de CHa.
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Octava: El modelo cinético de Gompertz fue el que mostré mayor capacidad de ajuste a los resultados
obtenidos en el purin que mostro los niveles maximos de produccion de CHg (i.e. 4% MS). Los niveles
de produccion potencial estimados por el modelo fueron algo superiores (15,3 d.e. 6,3%) a los valores
de produccion acumulada a 56 dias de incubacién, ello implica que, en dicho periodo aun no se
habrian alcanzado los niveles maximos de produccion de CHs y por tanto no se habria obtenido la

metanizacion completa del sustrato.

A partir de los resultados del tercer estudio: Emision de NHs; y GEI en cerdos: fase de

transicion,

Primera: Al inicio de periodo de transicion, en lo que se define como fase, las emisiones de NHz y GEI
(CH4 y N2O) en cerdos de = 22 kg PV alimentados con una racién comercial (16,7 PB y 9,9 FND), en
valores absolutos, fueron de 0,42, 3,2 y 0,043 g/d y corregidas para el peso vivo metabolico de 310,
40,8 y 4,2, mglkgPV0.75/d, respectivamente, para el NHz, CHs y N20.

Segunda: En las condiciones descritas durante la fase de transicion los niveles de emision de las
deyecciones acumuladas en la fosa, fueron (g/m? de purin y dia) de 0,031, 4,88 y 0 para el NH3, CHas, y
N2O, respectivamente. Ello significa que la emision individual (mg/an/d) fue de 7,1, 1.120 y 0,
representando dicha emisidn un porcentaje respecto al total del 1,7, 35,0 y 0% de la emision registrada
para NHsz, CHsy N20O, respectivamente. Ello implica que la produccion mayoritaria de NH3 y N2O se

efectu6 previa a la llegada de las deyecciones a la fosa.

A partir de los resultados del cuarto estudio: Efecto del nivel de fibra y proteina de la racion

sobre los parametros productivos y la emisién gaseosa en cerdos en cebo,

Primera: A nivel productivo, incrementar el valor bioldgico de la proteina de la racion mediante la
incorporacion de aminoacidos esenciales a la racion permitié reducir su contenido en PB sin alterar el
rendimiento productivo de los animales y ello fue asi hasta la undécima semana de edad. También a
partir de esta fase, incrementos dietéticos en el contenido de fibra (FND) que impliquen una dilucién
energética de la racién se reflejan en reducciones en los indices productivos y un excesivo

engrasamiento de la canal.

Segunda: Al incrementar contenido de fibra (FND) en las raciones con un bajo contenido en PB, no se
alteraron los coeficientes de digestibilidad de la proteina, lo que confirmaria la recanalizacion del urea-
urinaria via excrecion fecal con la correspondiente fijacion del N ureico urinario en N-proteico fecal. A

pesar de las ventajas que conllevan ambos, el incremento en el aporte dietético de fibra (FND) y la
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reduccion en los niveles de PB, nuestros resultados sugieren que ambos factores no deben ser

modificados simultdneamente.

Tercera: Los niveles de emision de CH4 mostraron una relacion positiva con el desarrollo de los
animales, tanto en lo que respecta a los niveles totales (g an/d: 2,5, 3,5y 7,6 s.e. 0,59) como a la
emision proveniente de las deyecciones (0,08, 0,32 y 1,29 para la Fases |, Il y Ill, respectivamente). La
contribucion relativa de las deyecciones a la emision total increment6 también con el desarrollo (3,2%,
9% y 17% registrados en las Fases |, Il y lll, respectivamente). El hecho de que, al corregir las emision
total por el peso metabdlico (kgPV075) los niveles de emision de CHy siguieran incrementando, sugiere
que dicha respuesta esta regulada por los niveles de ingestion, pero también con la maduracién del

tracto-microflora intestinal.

Cuarta: Los cerdos que recibieron las raciones ricas en fibra (AF) mostraron una mayor fermentacion
entérica y emision de CHa, en términos absolutos (g an/d 5,2 vs 3,8 s.e. 0,48) y relativos (mg kgPV0.75:
234,2 vs 177,7 s.e. 18,02) en relacion a aquellos que recibieron las raciones con una menor
incorporacion de fibra (NF). Las raciones que mostraron una mayor emision entérica mostraron los
menores niveles de emision en fosa (0,48 y 0,64 s.e. 0,053 para AF y NF, respectivamente). No se

aprecio ningun tipo de correlacion entre ingestion de PB y emision de CHa.

Quinta: La emisién de NH3 incrementd con el desarrollo de los animales, en valores absolutos (g an/d:
1,8, 4,8 y 8,5) o relativos al peso (mg kgPV0.7%: 127,5, 209,5 y 262,6), cuya magnitud media para las
Fases I, Il y Il fue de 33, 66 y 102 kg de PV. Las emisién de NHs originada en la fosa fue minima,
constituyendo segun las fases en 1,21, 0,17 y 0,18% de la emisién total (Fases I, Il y III,

respectivamente).

Sexta: La emision total de NH3 incrementd con el nivel de PB de la racion, en valores absolutos (en g
an/d: 6,3 vs 3,8 s.e. 0,31) y relativos (mg/kg PVO075: 2432 vs 156,5 s.e. 13,5, para los animales que
ingirieron AP y BP, respectivamente). Considerando como pérdidas irreversibles de N aquella fraccion
(%) del N ingerido emitido en forma de N-NHs, estas pérdidas incrementaron con la edad (6,4, 12,1y
19,1 mgNH3/gPBI para FI, Il y IIl) y el nivel de proteina de la racion (13,8 y 11,2 mgNH3/gPBI para los
animales que ingirieron AP y BP, respectivamente). El nivel de fibra de la racion no alterd los niveles

de emision de NHs.
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Séptima: La emision media individual de N20O fue en valores absolutos de = 0,46 g/d o en valores
relativos al peso metabolico de = 14 mg/kg PV075 . Los niveles de emision incrementaron con el peso
de los animales (mg/kg PV0.7%: 4,35, 10,48 y 27,12 para FI, Il y Ill, respectivamente) y el N2O originado
en la fosa de deyecciones fue irrelevante (0,92%, 0,3% y 0,05% del N.O emitido en las Fases I, [y Ill,
respectivamente). Las variaciones en la composicion de proteina y fibra de la racién tuvieron un
escaso o nulo efecto sobre la emision de N2O y sélo las raciones con mayor proporcion de fibra
ingeridas por aquellos animales con una mayor capacidad de ingestion (Flll) mostraron un incremento

en los niveles de emision de N2O cuando estas se expresaron por kg de peso metabdlico.

Octava: Los valores medios de pH (6,0 y 6,3) y NH3z (69,7 y 156,3 mg/L) incrementaron durante el
transito de la digesta en el intestino grueso (IG: ciego-colon) y la concentracion de AGV se redujeron

(175, 2 y 141,14 mM), sin embargo, la respuesta fue modulada por el nivel de PB y FND de la racion.

Novena: Las concentraciones absolutas de BTa, Yy AMHap, y las proporciones relativas de AMH vy el
género Methanosaeta en el quilo incrementaron a su paso por el IG, aunque los titulos de ambos
grupos de poblaciones (los titulos de BTap, y AMHab) estuvieron influenciados por componentes de la
dieta. Efectivamente se observo una interaccidn entre el nivel de PB y FND de la racion y los mayores
titulos de ambas poblaciones se registraron con las racion con un alto contenido en proteina y bajo en
FND.
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