o Andina

El pais debe incrementar los indices de
productividad, calidad e inocuidad de la leche
para cubrir la demanda nacional y producir
excedentes para los mercados externos, sin
afectar en forma significativa el medio ambiente.
Porlo tanto, es imperativo desarrollar sistemas de
alimentacion que contribuyan a aumentar la
produccion de leche pero que simultaneamente
reduzcan las emisiones de entérico (Ch,). El
objetivo de este trabajo fue implementar la técnica
del gas trazador de hexafluoruro de azufre (SF,)
para determinar las emisiones de CH, entérico en
vacas de leche en pastoreo al incorporar una
suplementacion estratégica en el centro de
investigacion Tibaitata de Agrosavia (Mosquera,
Cundinamarca), ubicado a 2560 msnm, en el
tropico alto andino colombiano. Para este
experimento se seleccionaron diez vacas
multiparas en tercer tercio de lactancia, las cuales
fueron aleatorizadas en dos tratamientos: 1.
manejo convencional (pastura + balanceado
comercial) y 2. suplementacion estratégica
(pastura + mezcla preparada a minimo costo). En
cada periodo de evaluacion se estimé la
produccion de metano entérico a través de la
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metodologia del marcador de hexafluoruro de
azufre (SF,) fa produccion y la composicion lactea
y se tomaron muestras de los recursos
alimenticios y excretas para la evaluacion de
consumo. La cuantificacion de CH, y SF, se
realizd por cromatografia de gases. La
suplementacion elaborada con materias primas
disponibles y en funcion de la calidad nutricional
de la biomasa forrajera, no modificé la produccion
lactea (convencional: 13.0 y estratégico: 12.6
litros/v/d), ni las emisiones de metano por unidad
de materia seca consumida (convencional: 20.8 y
estratégico: 20.3 g kg-1MS). Sin embargo,
incrementd las concentraciones de sdlidos en la
leche (convencional: 11.5 y estratégico: 11.8%),
redujo las emisiones de metano por unidad de
leche corregida (convencional: 30,6 y estratégico:
26.5 g kg-1LCG) y disminuyo6 en 15.7% los costos
por litro producido. La suplementacion estratégica
aumento la calidad composicional de la leche y
redujo las emisiones por unidad de leche
corregida grasa.

Palabras claves: Tropico alto colombiano,
estrategias nutricionales, emisiones de metano,
produccion lechera.
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La actividad lechera en el tropico alto colombiano
tiene algunos rasgos de insostenibilidad como lo
son el incremento de los costos unitarios de
produccion, asociados con el aumento de uso de
suplementos concentrados y de insumos
agricolas; y un balance nutricional negativo,
generado por la limitada oferta alimenticia en
términos de calidad y cantidad (Pulido, 2005). En
los sistemas ganaderos de trépico alto
colombiano es tradicional encontrar una base
forrajera sustentada en el monocultivo de kikuyo
(Cenchrus clandestinum), con niveles elevados
de fertilizantes nitrogenados, y en donde
- generalmente se usan suplementos alimenticios
ricos en proteinas y carbohidratos solubles
(Pulido, 2005). Es por esto, que el balanceo
adecuado y la incorporacion de subproductos
agroindustriales en la dieta de los rumiantes
resulta en la mayor fermentacion ruminal (Losada
et al.,, 2017 Garg et al., 2016), incremento en la
productividad animal y reduccién en las
emisiones de metano entérico (Knapp et al.,
2014). De otra parte, dentro de los métodos de
evaluacion de las emisiones de CH, entérico bajo
condiciones en pastoreo en rumiantes, se
encuentra la técnica con el trazador SF,, descrita
por Berndt et al. (2014). Esta técnica permite
medir las emisiones CH,, sin impedir ni limitar los
movimientos ni los habitos de los animales en la
pastura (Johnson et al., 2007; Woodward et al.,
2004; Grainger et al., 2010, Hristov et al., 2018).
En este orden de ideas el objetivo de este estudio
fue implementar la técnica del gas trazador SF,
para determinar las emisiones de CH, entérico en
vacas Holstein en pastoreo suplementados
estratégicamente en un sistema pastoril del
tropico alto andino colombiano.

Para cuantificar el CH, entérico emitido por los
animales se utiliz la técnica del trazador de SF,
su implementacion en condiciones de trépico alto
colombiano const6 de dos fases.

2.1 Fase 1: Ajuste de las condiciones de
muestreoy cuantificacion de CH,y SF,

Los ajustes realizados durante esta fase fueron
previos al periodo experimental y se realizaron en
condiciones de laboratorio.

2.1.1 Cuantificacion de SF,y CH,

La cuantificacion de SF, y CH, se realizé en un
cromatografo de gases marca Shimadzu GC-
2014 equipado con un detector de captura de
electrones (ECD) y una columna capilar marca
Restek Rt-M sieve 5A (40-60 mesh). Para el CH,
se utilizo un cromatdgrafo de gases Perkin Eimer
Autosystem XL equipado con un detector de
ionizacion de llama (FID) y una columna capilar de
Aluminosilicato (referencia # N931-6361 PE-
MOLESIEVE) marca Perkin Elmer.

21.2 Ajuste de los tubos de permeacion con
SF,

Se adquirieron 20 tubos de permeacion a‘la
Universidad de la Florida con seguimiento
gravimétrico durante seis semanas. Una vez
llegaron a Colombia, se mantuvieron en una
estufa Mermet 100 a 39° C y se continud la
evaluacion de los pesos utilizando una balanza
analitica digital (Mettler AE 200) durante 8
semanas. Posterior a ello, se determing las tasas
de liberacion de los tubos, descartando aquellos
que presentaron un coeficiente de determinacion
menor a 0,999. Se determind que la tasa
promedio de liberacion de SF, fue de 2146,67
ng/min + 138,26 a una en las condiciones
experimentales.

2.1.3 Construccion de canistery lineas

En este ensayo, se construyeron canister en
forma de “U”, con un volumen de 2170 ml, hechos
en PVC'y con una extension en manguera entre el
codo y el adaptador quick connect (swagelok),
que da flexibilidad y evita que el codo se rompa
(Imagen 1), en caso de que el animal golpeé el
canister contra alguna superficie de acuerdo con
el Dr. Nicolas Di Lorenzo de la Universidad de
Florida, USA(Comunicacién personal).

Imagen 1. Canister en forma “U” con manguera flexible, utilizado
en el ensayo animal.



2.1.3.1 Lineas de flujo

La linea permite el paso de los gases desde los
ollares del animal y hasta el canister. Esta
conformada por mangueras de nylon de 1/8”, un
tubo capilar de cromatografia de 10 c¢cm de
longitud (1/16” de diametro externo y de 0.005” de
diametro interno), accesorios (nuez B-202-1, rula
B-200-SET de 1/8", marca Swagelok), un filtro
para evitar el taponamiento del capilar por
particulas y humedad hecho con una manguera
flexible de silicona perforada.

2.1.3.2 Calibracion de capilares

Durante el armado de la linea de flujo, se ajusta el
capilar para asegurar que el paso del aire se
constante (velocidad y duracion) durante el
tiempo de medicion (24 h). Segun Berndt et al.
(2014) la tasa de flujo puede modificarse a través
de la longitud o la constriccién mecanica del
capilar. En los ensayos realizados se utilizaron
capilares de acero inoxidable (10 cm) y la
restriccion de flujo se hizo mediante constriccion
utilizando unas pinzas y una prensa manual. La
velocidad de paso del aire por la linea se
determiné conectandola a un canister (presion -7
atm) y a un medidor de flujo digital (Marca: Cole-
Parmer). Dado que la literatura no reporta valores
de tasas de paso de capilares en ensayos en
condiciones de altura, se realizaron diferentes
experimentos que permitieron definir un flujo de
paso de 0.48 cc/min resultando en el llenado del
33% de la capacidad del canister durante las 24
horas de medicion. Por ultimo, se recubrio la
totalidad de la linea con cinta adhesiva, para
protegerla de dafios mecanicos que puedan ser
ocasionados por el roce contra otros objetos por
parte del animal, y se aseguré con amarres
plasticos sobre lajaquima.

2.1.4 Presurizacion de canister con Nitrégeno
(N,) y toma de submuestras de gas

Previo a los ensayos con los animales, se
realizaron ejercicios en laboratorio para definir el
protocolo de toma de submuestras y limpieza de
los canister. Para la toma de las submuestras
desde los canister se definio que se debe utilizar
una linea para presurizar los canister (hasta una
presion de 1.2 atm), con N, UAP Grado 5.0, para
equilibrar la presién interna con la atmosférica y
facilitar la toma de las submuestras. Dado que el
SF, es un gas con un peso molecular alto y con
caracteristicas de adherirse a las paredes de los
canister, se realizaron ensayos preliminares en
los cuales se colocaron canister en una estufa a

21°C durante 2 hora y se gener¢ turbulencia
utilizando una jeringa de 60 ml para generar una
distribucion homogénea de los gases al interior
del canister. Luego, empleando una jeringa de 10
ml se tomaron 5 submuestras que fueron
conservadas en tubos al vacio (vacutainer) para
posterior andlisis de cromatografia. Finalmente,
lalimpieza de los canister fue realizada saturando
con N, y evacuado el gas de los canister por tres
ocasiones.

2.2 Fase 2: Determinacion de CH, entérico de
vacas bajo pastoreo

El ensayo con animales se realiz6 en el hato del
centro de investigacion Tibaitata en Mosquera,
Cundinamarca a 2560 m.s.n.m, con una media de
precipitacion de 669 mm a-1y una temperatura de
13°C. Se seleccionaron diez vacas multiparas de
raza Holstein con un peso vivo de 683494 kg, una
produccion de leche de 18+2 L y 240+55 dias en
leche, las cuales fueron aleatcrizadas en dos
tratamientos (Imagen 2): 1. manejo convencional
(pastura + balanceado comercial) y 2.
suplementacion estratégica (pastura + mezcla
preparada.a minimo costo). Se mantuvo una sola
etapa de acostumbramiento de 10 dias antes del
inicio de los periodos experimentales, en la cual
se colocaron las jaquimas y mangueras flexibles
de 2 pulgadas (simulando el canister) a cada
vaca, cambiandolas a diario luego del ordefio de
latarde. El experimento consté de cuatro periodos
de 20 dias cada uno, en donde, los primeros 15
dias se consideraron de adaptacion y los 5 finales
de evaluacion.
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Imagen 2. Pastoreo de kikuyo y suplementos nutricionales
evaluados.

Periodo de Adaptacion (dia 1 a 15): Se
introdujeron los tubos de permeacion a cada
animal utilizando una pistola lanza bolos.
Posterior a la insercion, los animales estuvieron
30 minutos en observacion para asegurar que no
regurgitaran el tubo. Se inicié el suministro de la
mezcla experimental (4 kg/v/d) y del marcador
externo sobre el suplemento (dioxido de titanio,
10 g al dia). Para complementar la informacion de
las emisiones de metano se recolecté una
muestra de aproximadamente 50 ml de fluido
ruminal a través de sonda oro-ruminal y se tomo
una muestra de 200 g de heces, directamente del
recto del animal, las cuales fueron conservadas
en congelacién a -20 °C para posterior analisis.
Finalmente, se realizd el pesaje de los animales
con bascula. Luego del ordefio de la tarde los
animales ingresaron en el corral de manejo donde
se realizaron actividades de rutina, cambio de
mangueras y jaquimas hasta el dia de instalacion
delos canisteren el animal.

Periodo de evaluacion (dia 16 al 20): Se tomaron
muestras de leche, heces, forraje y gases
diariamente. Durante el ordefio de la tarde se
colocaron las jaquimas con las lineas y los
canister limpios y evacuados. Luego de 24 horas,
se quitaron los canister, se les reviso la presion
final y se cambiaron por canisters limpios (Figura
1). Después de retirar los canister con la muestra
de gas, éstos fueron procesados para la toma de
submuestras, fueron saturados (hasta 1.2 atm)
con N, y conservados durante 16 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se
metieron en una estufa de aire forzado a 25°C
durante 2 horas, se genero turbulencia con una
jeringa de 60 mly se tomaron muestras de 7 mlen
tubos de vidrio al vacio (vacutainer) debidamente
rotulados, usando una valvula de tres pasos. Las
muestras fueron conservadas al ambiente para
posterior andlisis de cromatografia. Para limpiar
los canister se saturaron con N, hasta alcanzar
una presion de 5.6 atm y posteriormente vaciados

a -7 atm utilizando una bomba de vacio (este
procedimiento se repitio 3 veces).

Figura 1. Proceso de seguimiento de los canister en los animales
bajo experimentacion.

2.3 Analisis Estadistico

Por la variacion en aspectos experimentales
asociados al comportamiento productivo de los
animales y la forma en la que se realizd el
muestreo de los gases evaluados, se analizd
cada periodo por separado-mediante estadistica
descriptiva con el fin de evaluar el nivel de
variabilidad obtenido por los ajustes en la
medicion y estimacion de los valores de los gases.
Los andlisis fueron realizados en el programa
SAS Enterprise 7.12.

El consumo de alimento estimado fue similar
entre los tratamientos evaluados (convencional:
10.6 y estratégico: 10.6 kg MS). La produccion de
leche no fue diferente entre las dietas evaluadas
(convencional: 13.0 y estratégico: 12.6 litros/v/d).
Sin embargo, la concentracién de grasa y solidos
totales fue mayor en la leche de los animales que
recibieron el suplemento estratégico frente a los
animales alimentados con concentrado
convencional (estratégico: 4.42 y 11.8 %;
convencional: 3.93y 11.5%, respectivamente).

Larespuesta de las emisiones de metano dadas a
lo largo de los cuatro periodos experimentales
mostré diferencias numéricas que sugirieron
fueron causadas por los ajustes metodoldgicos
que se estaban realizado en la técnica del
trazador SF,. Por esta razén, los datos obtenidos
durante cada uno de los cuatro periodos de
experimentacion por cromatografia de gases
fueron analizados mediante cinco escenarios
propuestos, que permitiera dar mas consistencia
a los resultados y asi poder llevar a cabo un




analisis correcto de la informacion. En un primer
escenario se evaluaron los datos crudos
obtenidos por cromatografia de gases, en el
segundo escenario se eliminaron valores que no
reportaron valor en cromatografia en SF,, en el
tercero se incluyeron solamente los valores de los
blancos de SF; que se encontraron entre 6 y 11
ppt, en el cuarto se excluyeron los blancos para el
analisis de SF,, y por Ultimo se tuvieron en cuenta
solo los valores que estuvieron entre los rangos
biol6gicos reportados por la literatura (Hristov et
al., 2018). Al utilizar la metodologia propuesta en
el escenario cinco, la produccién de metano no

fue diferente entre el tratamiento convencional y
el estratégico cuando se expreso en g dia-1, g Kg-
1 MS consumida estimada, ni respecto a la
proporcion de la EB consumida. Sin embargo, el
grupo que recibié el suplemento convencional
presentd una mayor producciéon de metano al
expresarlo por kilogramo de leche corregida por
grasa respecto al grupo que recibié el suplemento
estratégico (30.6 vs. 26.5 g/kg leche corregida,
respectivamente) (Tabla 1). Esta respuesta se
explica por la mayor produccién de leche
corregida grasa de los animales que recibieron la
suplementacion estratégica.

Tabla 1. Emisiones de metano de vacas de leche suplementadas con concentrado comercial o una mezcla formulada a minimo
costo en tropico alto colombiano.

Convencional

g dia’ S0l

g Kg' MS consumida estimada ~ 20.8

g Kg" leche corregida grasa 30.6°
- %EB 5.0

Estratégico ESM Significancia
334.8 | (1725 ns
20.3 14 ‘ns
26.5" 107 i
Ay ] ns ,.

z /]
o /

**, Letras diferentes dentro de la fila, diferencias significativas entre tratamientos. ns: no significativo,

*: p<0,05

Finalmente, la suplementacion estratégica redujo en 15.7 % los costos por litro de leche y en 17% los costos por gramo de

CH, producido.
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