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I
INTRODUCCIÓN
I.1. CENSOS PORCINOS
I.1.1. Censos mundial y europeo

En al ámbito mundial, la producción porcina ocupa un lugar muy destacado dentro de las producciones pecuarias. En 2010, el censo total de porcino en el mundo fue de 965.855.414 cerdos de los que el 60% se encontraban en el continente asiático, destacando China como el primer productor mundial, con más del 49% del censo mundial de cerdos. Europa es el segundo continente en cuanto a censos de porcino se refiere, con casi 190.000.000 cerdos (Figura I.1); le sigue América con el 16% del censo, con el segundo y tercer país con más censo porcino del mundo, los Estados Unidos de América con un 6,4% y Brasil con el 4,0%, respectivamente (FAOSTAT, 2010). 
Figura I.1 Distribución de la producción mundial de cerdo (FAOSTAT, 2010)
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A nivel de la Unión Europea (UE-27) (Figura I.2), el censo porcino en el año 2010 fue de 126.053.132 cabezas (FAOSTAT, 2010). Por países, Alemania es el país con más cerdos concentrando el 21,0% del censo, seguido muy de cerca por España, con el 20,3% del censo. A continuación, están Polonia y Francia con un 11% del censo cada uno. 

Figura I.2 Censos de ganado porcino en la Unión Europea-27 durante el año 2010 (miles de cabezas) (FAOSTAT, 2010)
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En cuanto a la estructura del sector, existen variaciones importantes entre los Estados Miembros, encontrándose las tres cuartas partes de la producción en tan sólo el 1,5% de grandes criadores, mientras que los pequeños productores se encuentran básicamente en los últimos países adheridos. La principal cuenca de producción se extiende desde Dinamarca a Vlaams Gewest, en Bélgica, y representa el 30% de las cerdas de la UE. No obstante, hay otras regiones importantes, donde se concentra la producción, como Cataluña y Murcia, en España, Lombardía en Italia, Bretaña en Francia y algunas zonas de la Polonia central y el norte de Croacia (Marquer, 2008) (Figura I.3).
Figura I.3 Número de cerdas por región (1 punto=1.000 cerdas)
(Marquer, 2008)
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I.1.2. Censo español y estructura del sector


En España, el sector porcino representa el 35,2% de la Producción Final Ganadera, ocupando el primer sector de la ganadería con una producción anual de 3.368.920 t de carne en el año 2010 (FAOSTAT, 2010). 


La producción porcina en España ha estado ligada tradicionalmente a la economía familiar rural como actividad complementaria, es a partir de los años 60 cuando el país sufre una transformación socio-económica traducida entre otros aspectos en un importante incremento de la población, un aumento del grado de urbanización y un auge del sector industrial y terciario, llevando todo esto consigo un incremento de los niveles de renta y del poder adquisitivo de los ciudadanos, lo que desemboca en un aumento de la demanda, en cantidad y calidad, de productos alimenticios, sobre todo de origen ganadero (carne, leche, huevos). Tras la eliminación de la Peste Porcina Africana en 1986, el sector porcino inicia su despegue llegándose a convertir en lo que es actualmente, un país productor de un producto sano y seguro, tal y como demanda la sociedad actual. En nuestro país, si bien es cierto que el censo sufrió un fuerte incremento en las últimas décadas, en los últimos años se ha estabilizado como consecuencia del incremento de los precios de materias primas en 2007 y la crisis económica en la que nos encontramos, circunstancias que han llevado a un descenso de la demanda. Según los últimos datos del MARM en el año 2011 el censo se situó en 25,6 millones de animales (Figura I.4) (MARM, 2012). 
Figura I.4 Evolución del censo porcino en España (MARM, 2012)
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Actualmente, la cabaña porcina se encuentra mayoritariamente explotada en régimen intensivo con el 80,5% de las explotaciones, y tan sólo el 15% corresponde a explotaciones de tipo extensivo, a pesar de que del 2007 a 2011 observamos una tendencia descendente del número de explotaciones de tipo intensivo (9,4%), y un ligero ascenso de las de tipo extensivo (2,9%) (MARM, 2012). En cuanto al tamaño de las explotaciones de cerdos, la tendencia actual es el incremento en el censo medio y productividad de las granjas, disminuyendo por el contrario el número de explotaciones. Según los últimos datos del MARM (2012), desde 2007 a 2011 se ha producido un aumento del 12,3% de explotaciones de mayor tamaño, aquellas con más de 120 unidades de ganado mayor (UGM: equivalente a 1 bovino adulto, R.D. 324/2000) en detrimento de las de menor tamaño, capacidad menor a 120 UGM, que han disminuido un 49% (Tabla I.1). 
Tabla I.1 Evolución del número de explotaciones de ganado porcino por capacidad productiva (MARM, 2012)
	
	Reducidaa
	Grupo 1b
	Grupo 2c
	Grupo 3d
	Otrase

	abr-07
	32710
	24311
	7476
	1425
	33639

	abr-08
	28710
	23202
	7754
	1494
	37023

	nov-08
	27634
	21757
	7859
	1526
	37935

	ene-09
	27679
	21596
	7897
	1534
	38352

	nov-10
	23337
	19898
	7991
	1595
	41431

	nov-11
	22288
	20163
	7575
	1582
	41399


aExplotación reducida: capacidad productiva < 4.8 UGM (Unidad Ganado Mayor)

bGrupo primero: capacidad hasta 120 UGM

cGrupo segundo: capacidad entre 120 y 360 UGM

dGrupo tercero: capacidad entre 360 y 864 UGM

eGrupo especial: explotaciones de selección, multiplicación, recría de reproductores, las de transición de reproductoras primíparas, agrupaciones de reproductores para desvieje, centros de inseminación artificial y los centros de cuarentena

El aumento de explotaciones de gran capacidad origina una intensificación de la producción porcina en determinadas zonas de la geografía española. Por Comunidades Autónomas, existe una distribución muy irregular en el número de explotaciones, concentrándose en algunas Comunidades un elevado número de explotaciones, tal es el caso de Galicia con el 32,2% o Extremadura con el 15,4% de las explotaciones españolas, mientras Aragón o Cataluña alojan únicamente el 4,3 y 6,9%, respectivamente, de las explotaciones nacionales (Figura I.5). Sin embargo, la distribución de las explotaciones no sigue un paralelismo con el censo ganadero, observando los mayores censos en Comunidades como Cataluña y Aragón donde el número de explotaciones era menor. Es importante destacar que el 60% del total del ganado porcino español se concentra en tres comunidades (Cataluña, Aragón y Castilla-La Mancha), situándose la comunidad de Murcia en quinto lugar  (Figura I.6) (MARM, 2012). No obstante, Murcia, como región, ocupa la segunda posición en cuanto a densidad porcina, con un promedio de 154,6 cerdos/km2, superado únicamente por Lérida con 289,6 cerdos/km2, densidad que está muy por encima de la media nacional de 50,9 cerdos/km2 (Figura I.3) (MARM, 2011; DAAM, 2011).
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Figura I.5 Distribución del número de explotaciones porcinas por Comunidades Autónomas (MARM, 2012)

Figura I.6 Distribución del censo porcino por Comunidades Autónomas

(miles de animales) (MARM, 2012)
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I.2. PRODUCCIÓN PORCINA Y MEDIO AMBIENTE
I.2.1. Problemática general


El incremento de la producción animal intensiva que ha tenido lugar en los últimos años con objeto de satisfacer la demanda creciente de alimentos de origen animal, ha traído consigo un aumento de la problemática medioambiental ligada a la actividad pecuaria. Dada la rápida expansión de la demanda mundial de carne y las previsiones que apuntan a un incremento de la producción de alimentos hasta 2050, el sector porcino continuará desempeñando una función primordial a la hora de responder a esta demanda (FAO, 2006). Así, en el caso particular de la especie porcina, debido al gran desarrollo que ha tenido la cría intensiva, ha sido uno de los sectores que más controversia medioambiental ha generado. 


La actual ganadería intensiva, hace que los residuos orgánicos de las explotaciones, que tradicionalmente eran aprovechados como abono para el enriquecimiento de los cultivos, se hayan convertido en uno de los principales contaminantes medioambientales. La gran densidad de producción en determinadas zonas junto con el desarrollo de los sistemas intensivos, origina gran cantidad de sustancias que, en exceso, saturan la capacidad de los ciclos naturales y se convierten en contaminantes para el suelo, aire y agua, provocando un desequilibrio entre las aportaciones y las extracciones (Tamminga et al., 1995). Además de este desequilibrio, los factores que han contribuido en agravar la problemática medioambiental de la producción ganadera en general y del porcino en particular podrían resumirse en:
· La desvinculación de la actividad ganadera a la actividad agrícola.
· La existencia de explotaciones sin una base territorial suficiente para reutilizar los purines generados en las zonas con una elevada densidad ganadera.
· El aumento del censo porcino de los últimos años unido a la disminución de la superficie agraria útil y el aumento considerable de la dimensión media de las explotaciones porcinas (Williams, 1995). 

Conocedores del problema, a nivel europeo numerosos países han desarrollado medidas correctoras para prevenir el impacto medioambiental de las explotaciones ganaderas intensivas. Sin embargo, en la actualidad todavía se eliminan elevadas cantidades de valiosos nutrientes a través del purín. En este sentido, el ganado porcino, principalmente en áreas con alta densidad de producción, se ha asociado a una potencial contaminación de la atmósfera, suelo y aguas (tanto superficiales como subterráneas), originado por el purín y el estiércol generado en las propias explotaciones, así como el sistema de almacenamiento, manejo y posterior aplicación agrícola (Tabla I.2). La calidad y composición del purín son los principales factores determinantes de emisión de sustancias contaminantes. Inicialmente, tanto el estiércol como el purín, son productos que no contienen compuestos de alto riesgo medioambiental, pero poseen elementos precursores de otros compuestos perjudiciales, que originan que la producción y acumulación de los mismos en grandes volúmenes pueda plantear problemas. 

Así, los posibles contaminantes de explotaciones porcinas pueden resumirse en:

· Emisiones al suelo y al agua. Los elementos que principalmente afectan a estos medios son el nitrógeno (N) y el fósforo (P) provocando fenómenos de eutrofización en aguas, y acidificación en suelos y aguas. 

· Emisiones al aire. El medio aéreo puede verse afectado al ser alcanzado por contaminantes en forma de gases, fundamentalmente consecuencia del metabolismo animal y la degradación del estiércol.

Tabla I.2 Principales efectos medioambientales derivados de la ganadería intensiva

(Adaptado de BREF, 2003)

	Fenómeno
	Compuesto

	Eutrofización
	 Nitrógeno, fósforo

	Acidificación
	 Amoniaco, óxidos de nitrógeno (NOx), compuestos de azufre

	Efecto invernadero
	 Dióxido de carbono, metano, óxidos de N (N2O)

	Acumulación metales pesados
	 Cobre, zinc

	Olores
	 Amoniaco, metano, sulfuro de hidrógeno

	Ruidos
	 Operaciones de manejo

	Polvo
	 Pienso

	Residuos
	 Envases, purines, animales muertos



Del aumento del conocimiento y concienciación por parte de la sociedad de los problemas ambientales generados por los sectores industriales, surge la necesidad en los Estados Miembros y en la Unión Europea de crear políticas efectivas de protección, que eviten, o al menos minimicen la contaminación ambiental. En este sentido las diferentes directivas medioambientales europeas han dispuesto que la ganadería intensiva, especialmente porcinocultura y avicultura, sean actividades que deben ser reguladas. Por ello, se han desarrollado políticas tanto a nivel nacional como comunitario e internacional en materia de protección ambiental, y se han impulsado prácticas agrarias compatibles con el entorno natural.

En distintos Convenios Internacionales, como los Protocolos de Kioto y de Gotemburgo, se contempla al sector ganadero en general como una actividad potencialmente contaminante y por tanto sujeta a regulación. También a nivel internacional, se adopta en Aarhus (Dinamarca) en 1998, la Convención sobre el acceso a la información, la participación del público en las decisiones y el acceso a la justicia en asuntos medioambientales. En ella, los registros de emisiones y transferencias de contaminantes se reconocen como una herramienta útil de seguimiento y un instrumento adecuado para la difusión pública de este tipo de información. Posteriormente, en mayo de 2003, fue firmado por las Partes del Convenio de Aarhus y otros países el Protocolo PRTR (European Pollutants Release and Transfer Register traducido al español como Registros de Emisiones y Transferencias de Contaminantes), cuyo objetivo es la implantación de registros de las emisiones declaradas por los Estados Miembros.
I.2.2. Normativas europeas y nacionales


La Unión Europea posee algunas de las normativas de medio ambiente más estrictas del mundo, implantadas tras décadas de estudios encaminados a proteger el medio ambiente y asegurar el crecimiento sostenible del sector industrial.

La Directiva 2001/81/CE de 23 de Octubre de 2001 sobre techos nacionales de emisión de determinados contaminantes atmosféricos, se dicta con el fin de cumplir el Protocolo de Kyoto. En ella se obliga a los diferentes Estados Miembros de la Unión Europea a limitar sus emisiones de contaminantes (acidificantes y eutrofizantes, y de precursores de ozono) para reforzar en toda la Unión Europea la protección de la salud humana y del medio ambiente frente a los riesgos de los efectos nocivos de la acidificación, eutrofización del suelo y el ozono en la baja atmósfera. Los umbrales de emisión anual establecidos para España (excluyendo el territorio de las Islas Canarias) y a cumplir, a más tardar, en el año 2010 son de:

· Dióxido de azufre (SO2) en 746 kilotoneladas (kt).

· Óxido de nitrógeno (NOx) en 847 kt.

· Compuestos orgánicos volátiles (COV) en 662 kt.

· Amoniaco (NH3) en 353 kt. 


En esta línea las últimas emisiones publicadas por el MARM son del 2009 y aunque vamos reduciendo emisiones, en tres de los cuatro contaminantes controlados no llegamos a los límites marcados en dicha Directiva, ya que para el SO2 las emisiones han pasado de 2.178 kt a 432,36 kt, de 1.331 a 1.107 kt para NOx, de 321 a 358 kt para el NH3 y de 2.543 a 2.195 kt para compuestos orgánicos volátiles desde el año 1990 hasta el 2009 (MARM, 2011), de lo que se deduce que España tiene que seguir haciendo más esfuerzos para ayudar a reducir su contaminación atmosférica. 

La Directiva 96/61/CE del Consejo, de 24 de septiembre de 1996, relativa a la prevención y al control integrado de la contaminación, conocida como IPPC (Integrated Prevention of Pollution Control), fue transpuesta al Ordenamiento Jurídico español mediante la Ley 16/2002, de 1 de julio. El objetivo de esta normativa es evitar o, cuando no fuera posible, reducir y controlar la contaminación mediante el establecimiento de un sistema de prevención y control integrados, teniendo en cuenta todas y cada una de las fases del proceso productivo, tomando el medio ambiente como un todo y considerando las particularidades de cada instalación y de cada medio ambiente receptor. En definitiva, proteger al medio ambiente en todo su conjunto (agua, suelo y atmósfera) de los impactos provocados por ciertas actividades industriales y agrícolas para evitar en la medida de lo posible la transferencia de la contaminación entre los diferentes medios. La principal novedad de esta Directiva es que establece prioridad a la prevención de la contaminación desde su origen, lo que se realiza con el apoyo de dos herramientas, la aplicación de las Mejores Técnicas Disponibles (MTDs) y el establecimiento de los Valores Límite de Emisión (VLM), entendiendo como MTDs “La fase más eficaz y avanzada de desarrollo de las actividades y de sus modalidades de explotación, que demuestren la capacidad práctica de determinadas técnicas para constituir, en principio, la base de los valores límite de emisión destinados a evitar o, cuando ello no sea posible, reducir en general las emisiones y el impacto en el conjunto del medio ambiente y de la salud de las personas”   

Posteriormente, la Directiva 96/61/CE fue sustituida por la Directiva 2008/1/CE, en la que se agrupa en un solo acto la Directiva original junto con sus sucesivas modificaciones, sin variar las disposiciones fundamentales.


En concreto, los aspectos más relevantes de esta normativa son:

· Introduce el concepto de las Mejores Técnicas Disponibles (MTDs) como referencia para establecer los Valores Límites de Emisión (VLE). 

· Establece la Autorización Ambiental Integrada (AAI), que integra y coordina los procedimientos y autorizaciones existentes, con la consiguiente simplificación de los trámites administrativos. 

· Fomenta el diálogo y el intercambio de información entre las administraciones y sectores industriales.

· Promueve el principio de transparencia informativa de los complejos industriales hacia el público, a través de actuaciones como los registros EPER (European Pollutant Emission Register) primero, que en el 2008 fueron sustituidos por el actual E-PRTR (European Pollutants Release and Transfer Register).


En el ámbito de las instalaciones ganaderas, éstas deben obtener la AAI cuando estén recogidas en el anexo 1 de la Ley 16/2002, que en su epígrafe 9 punto 3 contempla:

“Instalaciones destinadas a la cría intensiva de aves de corral o de cerdos que dispongan de más de:

a) Cría intensiva de aves de corral (>40.000 emplazamientos)

b) Cría intensiva de cerdos (>2.000 plazas para cerdos de más de 30 kg y >  2.500 plazas para cerdos de más de 20 kg)

c) Cría intensiva de cerdas:

· 750 plazas para cerdas reproductoras

· 530 plazas para cerdas en ciclo cerrado (equivalentes a las 750 reproductoras)”

Las MTDs se recogen en los documentos de referencia (BAT References Documents; BREF, 2003) aprobados para cada sector por la Comisión Europea. A nivel nacional, el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM) elaboró la guía de MTDs para el sector porcino, teniendo en cuenta las peculiaridades del sector ganadero y las condiciones ambientales específicas de nuestro país (MAPA, 2006, MARM, 2010). La finalidad de esta guía es servir de referencia, tanto para el sector correspondiente como para las autoridades ambientales responsables de establecer los valores límite de emisión en la Autorización Ambiental Integrada.

Otro punto a destacar de la Ley 16/2002 es la obligación, por parte de los titulares de las instalaciones citadas anteriormente, a informar a las Comunidades Autónomas en las que estén ubicadas, de los datos sobre sus emisiones al aire y al agua de determinadas sustancias anualmente. A su vez, según indica el Reglamento E-PRTR (Reglamento (CE) 166/2006), los Estados Miembros están obligados a informar a la Comisión Europea cada tres años de dichas emisiones cuando éstas superen los umbrales establecidos para cada instalación (Tabla I.3), además, dicha información quedará recogida en un registro (Registro E-PRTR, en España el Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes del Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente) que lo hará público y accesible en Internet (http://www.prtr-es.es/). 

Pese a que el Reglamento E-PRTR es directamente aplicable en todo el territorio de la Unión Europea, en el caso de España se han dictado normas adicionales que lo complementan. Así se promulgó el Real Decreto 508/2007 de 20 de abril, que regula el suministro de información sobre emisiones al Registro E-PRTR y de las AAI. 
Tabla I.3 Sustancias derivadas de la actividad ganadera recogidas en el E-PRTR

(Anexo II, Reglamento (CE) 166/2006)

	Contaminantes/sustancias a informar
	Valores umbrales por instalación de información pública de emisiones en kg/año 

	
	Atmósfera
	Agua
	Suelo

	Metano (CH4)
	100.000
	*
	*

	Óxido nitroso (N2O)
	10.000
	*
	*

	Amoniaco (NH3)
	10.000
	*
	*



	Monóxido de carbono (CO)
	500.000
	*
	*

	Nitrógeno total
	*
	50.000
	50.000

	Fósforo total
	*
	5.000
	5.000

	Cobre y compuestos
	100
	50
	50

	Zinc y compuestos
	200
	100
	100

	Carbono orgánico total
	+
	50.000
	*

	Partículas (PM 10)
	50.000
	*
	*


* No obligación de notificar información.

+ Se notificarán las emisiones aunque de momento no se incluirán en la información que el Ministerio remite a Organismos Europeos o Internacionales.


En el marco nacional, se han desarrollado otras normativas de carácter medioambiental que afectan a la ganadería porcina como el Real Decreto 324/2000, de 3 de marzo, por el que se establecen normas básicas de ordenación de las explotaciones porcinas, donde se recogen una serie de exigencias en materia de utilización de estiércoles y establece los procedimientos para su gestión, con el fin de ofrecer suficientes garantías medioambientales; el Real Decreto 509/2007, de 20 de abril, por el que se aprueba el Reglamento para el desarrollo de la Ley de prevención y control integrados de la contaminación; y el Real Decreto 987/2008, de 13 de junio, por el que se establecen las bases reguladoras para la concesión de subvenciones destinadas a proyectos de mejora de la gestión medioambiental de explotaciones porcinas.

I.2.3. Niveles de emisión

A nivel europeo, según datos publicados por el registro E-PRTR Europa (comprende los 27 Estados Miembros de la UE, Islandia, Liechtenstein, Noruega, Serbia y Suiza) en el año 2009 las emisiones atmosféricas derivadas de la actividad ganadera porcina ascendían a 181.798 t declaradas por 5.364 complejos de esta categoría. España en esta emisión aportó 48.656 t de 1.625 complejos que proporcionaron información superando el umbral, esto hace que la contribución de las explotaciones porcinas españolas sobre la contaminación atmosférica europea sea del 26% según datos del citado registro (E-PRTR Europa, 2012). Respecto a las emisiones al suelo y al agua, no hay declaradas por complejos ganaderos porcinos hasta la fecha (E-PRTR Europa, 2012), únicamente la acuicultura intensiva declara emisiones al agua. 

En el territorio nacional, el número de complejos industriales registrados que realizan actividades contaminantes en todos los sectores afectados por la Ley IPPC, en el año 2010 fue de 6.201 (PRTR España, 2012) de los cuales sólo declaran emisiones que superan el umbral 2.418 y entre ellos 1.481 fueron complejos ganaderos (“ganadería y acuicultura intensiva”). Los complejos correspondientes a explotaciones porcinas fueron 1.235, y de ellos casi el 69% pertenecen a la categoría de explotaciones con más de 2.000 emplazamientos de cerdos de peso superior a 30 kg (Tabla I.4). Este número se ha duplicado desde el año 2002, año en el que entra en vigor la IPPC en la Unión Europea (Figura I.7).
Tabla I.4 Distribución por categorías de complejos correspondientes a explotaciones porcinas con información pública (PRTR España, 2012)
	Tipo complejo
	Número

	>2.000 emplazamientos cerdos de más 30 kg
	850

	> 750 plazas cerdas ciclo cerrado
	345

	Explotaciones mixtas
	40
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Figura I.7 Evolución del número de complejos porcinos con información pública  (>2.000 emplazamientos de cerdos de más de 30 kg) (PRTR España, 2012)

Asimismo, la distribución de complejos industriales de cerdo con más de 2.000 emplazamientos de cerdos de peso superior a 30 kg por CCAA se ilustra en la Figura I.8. El 30% de los complejos con información pública pertenecen a Cataluña, seguido por Castilla-León con el 19,4 %. El 5,4% corresponde a complejos ubicados en la Región de Murcia. 
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Figura I.8 Complejos industriales de cría intensiva de cerdos (> 2.000 emplazamientos para cerdos de más de 30 kg) con información pública de al menos 1 año de referencia desde 2001 (PRTR España, 2012)


Las emisiones atmosféricas son prácticamente la totalidad de emisiones declaradas, apenas hay datos de contaminación al agua y al suelo. De estas emisiones al aire, casi el 80% corresponden a emisión de amoniaco. Además, son las explotaciones con más de 2.000 emplazamientos con cerdos de peso superior a 30 kg las que más aportan (Figura I.9).
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Figura I.9 Evolución de la contaminación atmosférica declarada por explotaciones porcinas (PRTR España, 2010) 
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I.3. EMISIONES NITROGENADAS DERIVADAS DE LAS EXPLOTACIONES PORCINAS

I.3.1. Tipos de emisiones

El aspecto medioambiental clave de la producción pecuaria intensiva está relacionado con los procesos vitales naturales, es decir, el modo en que los animales metabolizan el alimento, excretando las partes no digeridas y otros residuos a través del purín, sobre todo compuestos de nitrógeno y fósforo. Las principales emisiones e impactos relacionados con la ganadería intensiva están asociados a la producción y al manejo del estiércol.

En el animal, una vez absorbida la proteína, sufre un proceso metabólico por el cual una fracción pasa a formar parte de los tejidos o producciones de los animales (crecimiento, leche, fetos, etc), mientras que el resto se cataboliza, eliminándose por la orina en forma de urea que pasa al purín, siendo susceptible de degradarse hasta amoniaco. Por otro lado, la proteína que no se absorbe es eliminada por las heces y el nitrógeno de la misma también pasa a formar parte del nitrógeno orgánico contenido en el purín. 

El nitrógeno es un gas que se encuentra en una proporción del 79% en la atmósfera, pero el nitrógeno gaseoso debe ser transformado en una forma químicamente utilizable antes de poder ser utilizado por los animales y ser devuelto posteriormente a la atmósfera siguiendo el conocido Ciclo del Nitrógeno (Figura I.10). Son las bacterias y algas cianofíceas las que pueden fijar el nitrógeno del aire y convertirlo, mediante el proceso de nitrificación, en otras formas químicas (nitratos y amonio) asimilables por las plantas. El nitrógeno, fijado en forma de amonio y nitratos, es absorbido directamente por las plantas e incorporado a sus tejidos en forma de proteínas vegetales. Los animales obtienen su nitrógeno al comer plantas u otros animales, en forma de proteína, péptidos o aminoácidos. El exceso no retenido en los tejidos corporales es eliminado a través de las heces y la orina después de ser o no metabolizado. El ciclo se completa con el proceso de desnitrificación cuando los microorganismos convierten el ión nitrato, presentes en el agua o en el suelo, en nitrógeno molecular, en condiciones de anaerobiosis. Los nitratos son la forma más soluble del nitrógeno y son altamente móviles, pudiendo producirse fácilmente pérdidas por lixiviación. Los nitratos no aprovechados por los cultivos se acumulan y quedan disponibles para ser trasportados por el agua percolante contaminando las aguas y acuíferos subterráneos o bien son arrastrados hacia los cauces y reservorios superficiales.
Figura I.10 Ciclo del nitrógeno. Principales transformaciones y emisiones ambientales (López, 2011)
[image: image4.emf]

La naturaleza del N excretado por los animales es diferente según la vía de excreción. La urea se encuentra principalmente en la orina, mientras que en las heces se encuentran formas de nitrógeno orgánico más complejas como son péptidos y aminoácidos (McCrory y Hobbs, 2001). Después de la excreción, estos productos son transformados en otras formas de nitrógeno a un ritmo diferente. Así, la urea es convertida en NH4+ por las ureasas microbianas en términos de horas a pocos días después de la excreción, para que esta reacción tenga lugar la orina debe entrar en contacto con las heces, ya que las ureasas sólo están presentes en las excretas sólidas. Sin embargo, la ruptura de los complejos de nitrógeno orgánico presentes en las heces es más lenta, requiere de meses a años (Beline et al., 1998). 


En cualquier caso, en el purín del cerdo tanto la urea procedente de la orina, como el N orgánico más complejo presente en heces, se irá transformando a N amónico que se integrará en el ciclo del N, bien por su emisión al aire o al suelo. En efecto, el ión amonio (NH4+) está en equilibrio químico con el amoniaco (NH3), que al ser un gas, puede volatilizarse a la atmósfera fácilmente (Figura I.11). Este equilibrio es dependiente del pH, a pH ácido o cercano a la neutralidad predomina la forma de ión amonio (no volátil) y a pH alcalino se favorece la formación de amoniaco (volátil). Este proceso ocurre de forma continua desde que se genera el purín y a lo largo de los procesos de recogida, almacenamiento y aplicación agrícola. Los principales factores que afectan a este equilibrio son la temperatura del purín, la temperatura ambiente, la ventilación, el pH del purín, su contenido en amonio y la superficie de contacto con el aire (MAPA, 2006).


Figura I.11 Reacciones de transformación de urea a amoniaco
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En el suelo continúa la hidrólisis de la urea y la producción de amonio. El nitrógeno en forma de amonio es estable en el suelo y por tanto es retenido en los sitios de intercambio, por lo que no se pierde por lixiviación. El nitrógeno amoniacal del suelo sufre una serie de transformaciones químicas y biológicas formándose en primer lugar nitritos y en segundo lugar nitratos. 

Además, fruto de la transformación microbiana del nitrógeno del purín, como parte del proceso de nitrificación-desnitrificación en condiciones de anaerobiosis, se genera óxido nitroso. Este gas forma parte junto con el metano del grupo de gases de efecto invernadero. Mayoritariamente se produce durante la aplicación del estiércol en la tierra aunque puede generarse también, aunque en menor cantidad, en las instalaciones ganaderas y durante el almacenamiento del purín. Las deyecciones animales son una de las fuentes de emisión de este gas a la atmósfera, junto con la combustión de energía fósil y los procesos microbiológicos del suelo, si bien la proporción de emisiones declaradas de óxido nitroso no supera el 0,5% del total de contaminantes atmosféricos declarados por los complejos porcinos (Figura 12) (PRTR España 2012). Por tanto, entre las emisiones más abundantes y perjudiciales derivadas de la ganadería y en concreto de las explotaciones porcinas se encuentran las atmosféricas, principalmente en forma de amoniaco. De los gases emitidos por las explotaciones porcinas y cuya declaración es obligatoria, cerca del 80% corresponden a emisión de amoniaco (Figura I.12) (PRTR España, 2012).
Figura I.12 Proporción de gases declarados por explotaciones porcinas (> 2.000 cerdos superior a 30 kg y > 750 cerdas reproductoras en t/año)
 (PRTR España, 2012)
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I.3.2. Efecto sobre el medio ambiente

Los principales efectos medioambientales derivados del nitrógeno proceden del nitrógeno eliminado por el purín, ya sea como emisiones atmosféricas, o directamente en su aplicación al suelo, contaminando el suelo o el agua.

Según los datos recogidos en el registro PRTR (PRTR España, 2012), la cría intensiva de cerdos y aves es la principal responsable, casi la única, de las emisiones de amoniaco al medio ambiente en nuestro país, ya que supone el 89% del total de amoniaco emitido que se registra públicamente. Respecto al porcino, es responsable directo del 65% total de emisiones de amoniaco a la atmósfera que se registran en España por la actividad industrial (Figura I.13). 

Figura I.13 Reparto de las emisiones de amoniaco a la atmósfera por la actividad industrial (PRTR España, 2012)
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Las emisiones aéreas del exceso de N tienen una serie de efectos perjudiciales para el medio ambiente, pero también para la sanidad de los animales y de las personas. Estos efectos son básicamente debidos a la acción del amoniaco y al manejo que habitualmente se realiza de los purines. El amoniaco es el gas más común en las granjas de porcino, los umbrales de exposición son de 7,0 y 11,0 ppm para preservar la salud del hombre y cerdos, respectivamente. Niveles por encima de estos valores se asocian con una mayor proporción de enfermedades relacionadas con el trabajo, enfermedades en los cerdos, retraso de la pubertad, un empeoramiento de los parámetros productivos o del bienestar animal (Williams, 1995). El amoniaco también es uno de los responsable del mal olor generado por las instalaciones porcinas (Le et al., 2008). 

En las explotaciones porcinas, además del amoniaco, se emiten otros gases contaminantes como el óxido nitroso (N2O), dióxido de carbono (CO2), metano (CH4) y sulfuro de hidrógeno (SH2); algunos relacionados con el efecto invernadero (CH4, N2O y CO2) o con malos olores (SH2 y CH4).  

Respecto a la contaminación del suelo y agua, el nitrógeno amoniacal del suelo sufre una serie de transformaciones químicas y biológicas formándose en primer lugar nitritos y en segundo lugar nitratos. Estas formas de N contaminan las aguas superficiales donde llegan por escorrentía, tras la aplicación de purines, o por el desbordamiento y fugas durante el almacenamiento del purín. Los riesgos de contaminación medioambiental están relacionados con el elevado nivel de nitratos encontrado en el agua potable, la eutrofización de las aguas superficiales (en sinergia con el fósforo) y de las aguas costeras, así como la acidificación de los suelos y las aguas. 

La eutrofización del agua consiste en el enriquecimiento de las aguas por nutrientes (nitratos y fosfatos principalmente), lo cual provoca la aparición de algas y plantas acuáticas que consumen gran parte del oxígeno impidiendo que la fauna acuática habitual se desarrolle. Además, el aumento de fitoplancton provoca la pérdida de transparencia del agua (que disminuye la fotosíntesis por la falta de luz) y aumenta así la descomposición de la materia orgánica. Todos estos efectos, hacen que disminuya la concentración de oxígeno. Esta disminución de oxígeno va a provocar la muerte de organismos aeróbicos. Si no hay oxígeno aumentan las fermentaciones anaeróbicas y como resultado se desprenden gases tóxicos como el metano y el amoniaco.


La acidificación consiste en un incremento de la acidez natural del suelo como consecuencia del aumento de iones H+. Durante el proceso de nitrificación el amonio cambia a nitrato con liberación de iones H+ a la solución del suelo, los cuales desplazan a los cationes de intercambio favoreciendo su posterior lavado del suelo. Cada molécula de urea (con 2 N) produce 2 H+, lo que equivale a 1 H+ por cada N como urea. La variación en el pH que se produce afecta al ecosistema acuático y a la vegetación (Fangmeier et al., 1994).

La contaminación de aguas subterráneas por lixiviación principalmente por el exceso de nitratos ha llevado a una gran preocupación por el hecho de rebasar en ocasiones los límites autorizados para considerar el agua apta para consumo humano (50 mg/l) (MTDs, 2010). El origen de este acúmulo de nitratos son los abonos nitrogenados, y en este sentido, debe considerarse al estiércol y purines como un abono nitrogenado más y por tanto como fuente potencial de contaminación del agua. 

I.3.3. Estrategias de mitigación

En el animal, la cantidad de nitrógeno excretado depende del nivel de proteína bruta en el pienso, la digestibilidad de ésta y su valor biológico, siendo este binomio “animal-pienso” poco eficiente (Dourmad y Jondreville, 2007). Así, el nitrógeno retenido en cerdos en fase de crecimiento – cebo con las habituales raciones basadas en cereales y harina de soja es alrededor del 32% del N ingerido (Dourmad y Jondreville, 2007). Del total del N excretado por los cerdos, el N fecal representa el 15% y procede del alimento no digerido y de las pérdidas endógenas. Las pérdidas de N urinario son cuantitativamente más importantes y proceden del recambio proteico de los tejidos (turnover) y del catabolismo de los aminoácidos absorbidos. 


 Doumard y Séve (1997) indicaban que se precisan 8,7 kg de nitrógeno en el alimento (incluyendo la parte proporcional de cerdas reproductoras) para producir un cerdo de 108 kg.  De esta cantidad, un tercio se retiene como proteína corporal, otro tercio se pierde al aire como amoniaco y el tercio restante queda disponible para las plantas. En la Figura I.13 se esquematiza la utilización del nitrógeno alimentario aportado en el ganado porcino. 

Las principales emisiones relacionadas con la ganadería intensiva están asociadas a la producción y al manejo del estiércol como hemos comentado anteriormente, y la composición del estiércol depende fundamentalmente de la dieta suministrada y del metabolismo del animal. Cuanto mejor y más eficientemente utilicen los animales los nutrientes presentes en el alimento, menor será la carga de elementos (compuestos nitrogenados y fósforo principalmente) eliminados con las deyecciones (MAPA, 2006).

Figura I.13 Aprovechamiento del nitrógeno en el ganado porcino (BREF, 2003)
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Es por ello que entre las técnicas integradas en el proceso de producción se encuentran las técnicas nutricionales, las cuales pretenden tanto evitar el exceso de nutrientes ingeridos en la ración como mejorar la eficiencia de utilización de los mismos por parte del animal. Siempre que los animales sean alimentados considerando sus necesidades, se podrán reducir las emisiones al medio manteniendo la retención de nutrientes. Con este fin se han definido diferentes técnicas nutricionales (incluidas como MTDs) para su control (MARM, 2006, 2010). Básicamente se agrupan en tres estrategias:

1.3.3.1.  Ajustar al máximo el aporte de nutrientes


Lo que se pretende es conseguir el máximo equilibrio de nutrientes en la formulación del pienso, en particular de la proteína bruta, evitando su aporte en exceso. Principalmente, lo que se persigue es la disminución de la ingesta de nitrógeno, aunque a veces sea necesaria la suplementación de la dieta con aminoácidos de síntesis. Le et al. (2008) al estudiar el efecto de la reducción de la proteína del 18 al 12%, en dietas suplementadas con AA, de cerdos en fase de engorde (57 kg), observaron una disminución de la ingestión de N en los cerdos alimentados con la dieta de menor proteína, lo que supuso una reducción del 62% en la emisión de amoniaco. Otros estudios han mostrado el efecto beneficioso de reducir la proteína en la dieta de cerdos de cebo con objeto de reducir la excreción de N. Así, O’Connell et al. (2006) en un estudio realizado con cerdos de 80 kg peso vivo (PV), observaban una reducción del 23% en la concentración de N total del purín cuando la proteína en el pienso se reducía del 22 al 16%, lo que se traducía en una disminución en la emisión de amoniaco. Resultados similares, fueron obtenido en cerdos de finalización por Hayes et al. (2004); Portejoie et al. (2004) y Leek et al. (2007), al reducir la emisión de amoniaco por animal y día en torno al 63% cuando la proteína pasaba del 22 al 13%; del 20 al 12% y del 21 al 13%, respectivamente. Posteriormente O’Shea et al. (2009) observaron, también en cerdos de engorde, y Patrás et al. (2009) en cerdos en crecimiento, una reducción en la excreción de N del 42% cuando la proteína de la dieta bajaba del 20 al 15%, y del 19 al 14%, respectivamente, efecto atribuido principalmente a la disminución de la excreción de N en orina. En general, estos resultados suponen que por cada unidad porcentual de reducción de la proteína bruta de la dieta, la emisión de amoniaco se reduciría alrededor del 8-10%. Sin embargo estos niveles de reducción de proteína en piensos son muy drásticos y en general, poco extrapolables a situaciones comerciales. La excreción de nitrógeno debe reducirse mediante la equiparación del nivel de proteína y aminoácidos de la dieta, siendo tan próxima como sea posible a los requerimientos de los cerdos, objetivo que persigue la formulación en proteína ideal.

En la práctica, los niveles de proteína habitualmente utilizados en los piensos para cerdos superan las necesidades requeridas por el animal. Según Rademacher (2000), en una dieta típica basada en maíz y harina de soja, un 25% de la proteína no puede ser utilizada debido a un desequilibrio en aminoácidos, por lo que el exceso es catabolizado y el nitrógeno es excretado principalmente como urea en la orina. Sin embargo, algunos autores han observado que la reducción de los niveles de proteína en el pienso puede tener efectos negativos sobre el crecimiento de los animales. Así, Yue y Qiao (2008) y Lynch et al. (2009) en lechones recién destetados observaban una disminución de su crecimiento tras reducir la proteína del 23,1 al 17,2%, y del 20 al 16%, respectivamente. No obstante, otros estudios en cerdos, muestran que el contenido en proteína de la dieta puede ser reducido en 30-40 g/kg con la suplementación de aminoácidos esenciales sin que ello suponga un efecto negativo sobre la tasa de crecimiento o la eficiencia alimentaria (Kerr et al., 2003; Carpenter et al., 2004; Hinson et al. 2009; Yi et al., 2010) 
1.3.3.2.  Alimentación por fases


Esta técnica consiste en ajustar la alimentación en función de las necesidades de los animales teniendo en cuenta los cambios con la edad o el tamaño del animal, reduciendo así el número de animales que son alimentados con un exceso o un defecto de nutrientes. Cuanto mayor sea el número de fases mayor será la precisión para cubrir las necesidades en nutrientes del animal. Se pasaría de los tres piensos tradicionales (pienso único para reproductoras, pienso para lechones hasta 20 kg y pienso para cebo de 20 hasta 100 kg) a una alimentación multifase. Con esta estrategia las MTDs (MARM, 2010) recomendarían un total de 6 tipos de piensos para la producción porcina, ajustados en proteína, tal y como se indica en la Tabla I.5.


La eficacia medioambiental de esta estrategia representaría una reducción de la excreción de nitrógeno del 7% y del 10% para las cerdas reproductoras y cebo, respectivamente (MARM, 2010). Lee et al. (2000) sugería que 3 ó 4 fases eran lo óptimo para alimentar cerdos de 54 a 108 kg PV, reduciendo así la excreción de N en un 12%. De forma similar, Ferket et al. (2002) constató que el hecho de pasar de 1 a 3 fases en la alimentación de cerdos entre 25 y 115 kg de peso vivo reducía en un 17,5% la excreción de N. O`Conell et al. (2005) destacaban que los efectos positivos de la utilización de los programas de alimentación por fases en cerdos de 38 a 97 kg PV, sobre la excreción del N estimada eran debidos a la reducción en el contenido promedio de lisina. Así, estos autores observaban que si el promedio de lisina de un programa de 4 fases era de 11,1 g/kg, similar al de una única dieta, no se mejoraba ni el N retenido ni excretado, sin embargo si el contenido promedio de lisina del programa multifases descendía a 10 ó 8,9 g/kg, la excreción de N se reducía en 12,5 y 25%, respectivamente. A resultados similares llegaron Garry et al. (2007) utilizando un programa de 4 fases en cerdos de 44 a 95 kg.

Tabla I.5 Niveles indicativos de proteína bruta para cerdos, con suplementación de aminoácidos sintéticos si es necesario (BREF, 2003)

	Tipo de animal
	Fase
	Contenido en proteína bruta

(% en pienso)

	Lechones
	<10 kg
	19-21

	
	<25 kg
	17,5-19,5

	Cerdos de cebo
	20-50 kg
	15-17

	
	50-110
	14-15

	Cerdas
	Gestación
	13-15

	
	Lactación
	16-17



Dourmad y Jondreville (2007) resaltaban la importancia de la alimentación por fases para disminuir la excreción de nitrógeno, combinada con un perfecto balance entre los aminoácidos esenciales y la optimización del suplemento de los no esenciales con ayuda de programas informáticos capaces de ajustar la dieta en base semanal o incluso diaria. Recientemente, Pomar et al. (2011) proponen el uso de técnicas de alimentación individual “a medida” como medio de reducir la excreción de nutrientes. Estos autores observaron que la alimentación individual reducía la ingestión de N y P en un 25 y 29%, respectivamente (Figura I.15), lo que originaba una reducción en su excreción en más del 38%, además, esta estrategia permitía reducir el coste de alimentación por encima del 10%. 
Figura I.15 Promedio semanal de la ingestión de proteína de cerdos alimentados con un programa de 3 fases o sistema de alimentación multifase diaria 
(adaptado de Pomar et al., 2011)
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Existen varias referencias y modelos disponibles para estimar las necesidades de los animales, aunque están continuamente siendo evaluados y modificados. Son necesarias más investigaciones para desarrollar nuevos modelos matemáticos que aseguren la estimación diaria de los requerimientos individuales, la correcta calibración de esos modelos en condiciones de granja, y la evaluación de su fiabilidad ambiental y económica.

Por último debemos hacer una mención a los sistemas de alimentación líquida, ya que permiten una mayor precisión, control y flexibilidad del manejo alimentario comparado a los sistemas equivalentes con pienso seco. Este sistema, si bien está escasamente implantado en nuestro país, si lo está en otros países de la Unión Europea, en particular Alemania, Francia, Holanda, Bélgica y Dinamarca (Lizardo, 2003). Actualmente, los sistemas de alimentación líquida disponibles en el mercado son totalmente automatizados y el control se ejerce desde un ordenador central, a partir del cual se formulan las dietas, se ordena le incorporación de ingredientes y piensos complementarios, se establece la cantidad de agua a mezclar, el tiempo de mezclado y la cantidad que debe suministrarse a cada grupo de animales en función de la edad o estado fisiológico. En particular son de gran interés en la implementación de programas multifase ya que permiten un racionamiento más ajustado a las necesidades nutricionales de cada cerdo de forma continua, con la consecuente reducción del impacto medioambiental. Con estos sistemas de alimentación, cada grupo de animales puede recibir exactamente la fórmula y la cantidad de alimento que le corresponde en cada comida. No obstante, con la alimentación líquida hay riesgo de aumentar la producción de purines como consecuencia de una mayor ingestión de agua, exige una importante inversión inicial y una continua supervisión por parte de personal especializado (Rodríguez et al., 2010).
1.3.3.3.  Mejorar la absorción de nutrientes

Esta estrategia se consigue a través del uso de materias primas de alta digestibilidad y/o incluyendo enzimas o aditivos que aumenten la digestibilidad. En general, cualquier técnica o medida que permita un mejor aprovechamiento de los nutrientes del pienso puede ser considerada como una MTD (BREF, 2003). Una de las estrategias probadas para reducir la excreción de amoniaco ha sido el aumento del porcentaje de fibra en el pienso para incrementar la relación nitrógeno fecal/nitrógeno ureico. El mecanismo de acción se debe principalmente al efecto que se ejerce sobre la población microbiana intestinal, la cual incorpora la proteína más fácilmente y de forma más estable. De esta manera se excretaría menos N como urea por orina, y más en heces como proteína bacteriana. Por otra parte, resultado de esta fermentación bacteriana, se produce un aumento de los ácidos grasos volátiles en el purín lo que origina una acidificación del mismo, lo que también contribuye a la reducción de emisión de amoniaco (Shriver et al., 2003; O’Shea et al., 2009). O`Shea et al. (2009) comparando una dieta con alto contenido en fibra procedente de pulpa de remolacha (18,5% fibra neutro detergente, FND) con una dieta clásica basada en cereales (12,1% FND), observaban una reducción en la emisión de amoniaco del 40%, en condiciones de laboratorio. Esta reducción era debida principalmente al descenso en la excreción del N urinario (16,8 g vs 20,3 g N/día), el descenso del pH (5,59 vs 8,95) y el aumento de ácidos grasos volátiles (120 vs 90 mmol/l) del purín.

El tipo de cereal y la fuente de fibra pueden por tanto afectar la emisión de amoniaco como observaron O’Conell et al. (2006) y Garry et al. (2007). Así, estos últimos autores, en condiciones de campo, redujeron un 40% la emisión de amoniaco al sustituir el maíz por cebada en dietas de cerdos en etapa de finalización (Garry et al., 2007). El nivel de degradabilidad de la fibra afectará la magnitud de la respuesta, por ejemplo, la fibra pobre en lignina es más fácilmente fermentables y por tanto más eficiente para reducir la emisión de amoniaco (Garry et al., 2007). Sin embargo, el incremento del nivel de fibra en las dietas puede disminuir la digestibilidad de nutrientes de la dieta y promover la emisión de metano (Philip et al., 2008). Es por ello, que la utilización de esta estrategia debe ser considerada en su conjunto teniendo en cuenta todos estos factores.

Otros estudios, muestran un efecto aditivo al incrementar el contenido en fibra en dietas bajas en proteína, tal es el caso de Galassi et al. (2010) quienes observaban una reducción de la emisión de nitrógeno de un 8% por cada unidad porcentual de reducción de la proteína, pero esta reducción era mejorada si además incrementaba la proporción de fibra neutro detergente en las dietas de cerdos entre 80 y 170 kg PV.


La inclusión de enzimas, como glucanasas y xilanasas han sido probadas con éxito para eliminar los efectos antinutricionales de la fibra fermentable de algunos cereales sin suprimir los efectos beneficiosos sobre la emisión de amoniaco (Garry et al., 2007; Leek et al., 2007). Sin embargo, no todos los resultados obtenidos en la literatura son siempre beneficiosos y dependen en parte de la composición de la dieta, por ejemplo, en dietas basadas en trigo, la suplementación de estas enzimas (β- glucanasa y β-xylanasa) disminuyó la emisión de amoniaco en un 15-20% en condiciones de campo y de laboratorio (Garry et al., 2007), mientras que en dietas basadas en cebada, la suplementación de estas enzimas aumentó la emisión de amoniaco en un 30% en condiciones de campo (Garry et al., 2007; O’Shea et al., 2010). 

Otras estrategias como la adición de zeolita (Kim et al., 2005), L-carnitina (Heo et al., 2000) o el uso de probióticos (Yoo et al., 2007; Wang et al., 2009) han demostrado ser eficaces para reducir la producción de amoniaco. Según Wang et al. (2009), el uso de probióticos como las esporas de Bacillus subtillis y Bacillus licheniformis puede reducir las emisiones de amoniaco alrededor del 50% cuando se incluyen en las dietas en concentraciones de 0,05-0,2%. El mecanismo de actuación sería modificando la microbiota intestinal, favoreciendo la proliferación de bacterias ácido láctico que conllevarían una acidificación de purín. Además, B. subtillus generaría subtilisina que podría reducir la producción ureasa generada por la microbiota intestinal lo que ocasionaría una disminución de la emisión de amoniaco (Wang et al., 2009). 


La forma de presentación del pienso y los tratamientos de las materias primas también pueden afectar su utilización por el animal. De esta manera, la molienda fina y la granulación del pienso son formas de mejorar la eficacia alimenticia y disminuir la excreción de materia seca y minerales. El procesado térmico con vapor, combinado o no con presión, mejora la digestibilidad del pienso por desactivación de factores antrinutritivos y por aumento de la gelatinización del almidón (Mavrmichales y Baker, 2000). En general, una mayor eficacia alimentaria conlleva una menor excreción de nutrientes. Según Coffey (1996) una mejora del índice de conversión de 0,1 unidades reduce la excreción de nutrientes en un 3%.

Existen otras estrategias nutricionales no relacionadas con el aprovechamiento de los piensos para mitigar la emisión de contaminantes. Así, la acidificación de la orina mediante la inclusión de sales acidificantes en el pienso como el sulfato cálcico (1,7%), el ácido benzoico (1%) o el ácido adípico (1%) han sido probados in vitro, reduciendo la emisión de amoniaco en un 5, 20 y 25%, respectivamente (Van Kempen, 2001; Velthof et al., 2005; Guiziou et al., 2006). Según Daumer et al. (2007) la adición de un 1% de ácido benzoico puede reducir la emisión de amoniaco hasta cerca del 40%. En condiciones de campo la adición de ácido benzoico (1-3%) ha sido validada para cerdos en crecimiento y finalización consiguiendo reducciones de hasta 57% (Hansen et al., 2007; Aarnink et al., 2008). Sin embargo, el alto coste del mismo hace difícil su utilización habitual. Aarnink et al. (2010) estimaba el coste por plaza y año de la inclusión de ácido benzoico de 6,2 euros para una reducción de la emisión de amoniaco del 10%.
La reducción del pH de la orina con objeto de disminuir la emisiones de amoniaco también puede ser alcanzado alterando el equilibrio electrolítico del pienso. En condiciones de laboratorio, Canh et al. (1998a) observaba una reducción del pH de la orina y del purín de 0,46 y 0,17 unidades, respectivamente, cuando el balance electrolítico de la dieta (Na+ + K+ - Cl-) descendía de 320 a 100 mEq/kg de materia seca, y consecuentemente la emisión de amoniaco se reducía en un 11%. En condiciones de campo, Colina et al. (2001) observaban reducciones del 20% en la emisión de amoniaco cuando a una dieta de lechones recién destetados se le incluía CaCl2, principalmente por la disminución del balance electrolítico que originaba (de 343 a -7 mEq/kg).

Otras estrategias relacionadas con la nutrición comprende la alimentación separada por sexos, la formulación de piensos en nutrientes digestibles minimizando los márgenes de seguridad, la disposición de tablas de valoración de materias primas con niveles de nutrientes precisos que sean confirmados frecuentemente mediante análisis de las materias primas en fábrica, etc.


Respecto a las técnicas no nutricionales, van dirigidas a mejorar el diseño de instalaciones y la eficacia alimentaria con el fin de prevenir y reducir la emisión de amoniaco. La forma en que el estiércol es almacenado y su manejo tiene un efecto muy importante sobre las emisiones de amoníaco. La utilización de suelos parcialmente enrejillados en proporciones adecuadas con el suelo continuo, o modificaciones del diseño de los listones del enrejillado pueden suponer una menor superficie de intercambio y de emisión (Kim et al., 2008; Hamelin et al., 2010). Hamelin et al. (2010) observaron reducciones en la emisión de amoniaco del 23%, incluso hasta un 42% dependiendo del tipo de rejilla utilizada. El diseño de los comederos o su localización  pueden hacer que el animal desperdicie gran cantidad de pienso que será depositado en el purín (Bruma et al., 2000). Por lo que además de las técnicas nutricionales, las MTDs relacionan otras estrategias para disminuir la contaminación ambiental generada por las explotaciones porcinas (MARM, 2010).
I.4. EMISIONES DE FÓSFORO DERIVADAS DE EXPLOTACIONES PORCINAS
I.4.1. Origen del fósforo en alimentación porcina

El fósforo es un mineral esencial en la alimentación animal, juega un papel primordial en el desarrollo y mantenimiento de las estructuras óseas, además, forma parte del ATP, ácidos nucleicos, fosfolípidos (fosfoglicéridos, esfingomielina), compuestos ricos en energía (fosfoenolpiruvato, 1,3-difosglicerato y creatina fosfato) y proteínas fosforiladas (Adeola et al., 2005). En las células pueden también encontrarse pequeñas cantidades de P inorgánico que intervienen en el mantenimiento del equilibrio ácido-base. Es por ello, que es un componente fundamental en la dieta de los animales.


El contenido en P de las materias primas utilizadas en alimentación animal tiene una amplia variabilidad. Los productos lácteos y las materias primas de origen animal, que incluyen parte del esqueleto, son los alimentos con mayores niveles de P. Los forrajes de gramíneas, en general, tienen un contenido superior a los de leguminosas, y las semillas (granos de cereales, leguminosas y oleaginosas) mayor que los forrajes. Los subproductos del procesamiento de granos (salvado de trigo, gluten de maíz o harina de oleaginosas) son especialmente ricos en P, mientras que los tubérculos, raíces y bulbos son los más pobres (Rebollar y Mateos, 1999). 


El P presente en las materias primas utilizadas en los piensos se puede encontrar en forma orgánica o inorgánica (Figura I.14). En los alimentos de origen vegetal, el P se encuentra mayoritariamente en su forma orgánica, siendo el ácido fítico el fosfoglúcido más abundante. Un 60-80% del P total contenido en granos y sus subproductos se encuentra como parte del ácido fítico y sus sales. En contraste, en los alimentos de origen animal, el P es mayoritariamente inorgánico (PO43-), siendo ésta la única forma en que los animales pueden absorber y utilizar el P. De manera que, las aves y porcinos no pueden utilizar el P que forma parte de los fitatos presentes en las semillas de origen vegetal de los piensos, ya que no poseen, al menos en cantidad suficiente, la enzima fitasa necesaria para separar el P de la molécula de inositol (Common, 1940). 


Tradicionalmente, las fuentes de P en los piensos para animales han sido las harinas de origen animal y las sales inorgánicas de P. Sin embargo, a partir del año 2000 con la prohibición del uso de harinas de origen animal en la alimentación animal, ha aumentado el nivel de incorporación de fuentes de P inorgánicas para cubrir las necesidades de los animales. Este hecho es especialmente importante para monogástricos (aves y porcino) por el uso ineficiente del P de los componentes mayoritarios de sus raciones, granos y subproductos vegetales. Sin embargo, la incorporación de P inorgánico supone un encarecimiento de los piensos, y sus reservas son limitadas ya que las reservas globales de fosfato mineral no son renovables y su agotamiento podría conducir a una futura crisis en el abastecimiento de fósforo (Abelson, 1999).
Figura I.14 Naturaleza del fósforo contenido en las materias primas 
(Adaptado de BREF, 2003)
[image: image21.emf]0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

nº complejos 

[image: image22.emf]0 50 100 150 200 250 300

Cataluña

Cast-León

Andalucía

Aragón

Cast-La Mancha

Navarra

Murcia

Galicia

Extremadura

C. Valenciana

La Rioja


[image: image23.emf]C

M

B

2006

2012

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

euros/kg PV

[image: image24.emf]C

BP+

2007

2012

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

euros/kg PV 

[image: image25.emf]





I.4.2. Ácido fítico


El ácido fítico es una molécula de inositol con 1 a 6 grupos ortofosfatos unidos mediante enlaces éster (Figura I.15). Es un componente esencial de todas las semillas ya que constituye una reserva de P y otros minerales durante la germinación (Shi et al., 2007). Cuando forma complejos con mezclas de cationes como calcio, zinc, magnesio y cobre, la molécula se denomina fitina y cuando presenta la forma mono- a dodeca-aniónica se conoce como fitato.

Figura I.15 Estructura del ácido fítico





El P contenido en los fitatos es muy poco disponible para aves y porcino, por lo que la mayor parte del fósforo fítico es eliminado y acumulado en las heces, causando un grave problema de contaminación ambiental. El contenido de fósforo fítico, en relación al fósforo total, en las materias primas de origen vegetal presenta un rango de variación muy amplio y depende del tipo de suelo, variedad cultivada, estado de maduración, condiciones de cultivo, climatología, etc. La Tabla I.6 muestra una relación del contenido en fósforo fítico y la actividad fitasa de algunas materias primas. 

Tabla I.6 Contenido en fósforo fítico y actividad fitasa de algunas materias primas vegetales (Ravindran et al., 1995)

	Ingredientes
	P fítico (g/kg)
	P fítico               (% P total)
	Actividad fitasa1 (FTU/kg)

	Cereales y subproductos
	
	
	

	Trigo
	2,4 (1,9-2,9)2
	68 (61-78)2
	1190

	Maíz
	2,0 (1,6-2,6)
	73 (62-85)
	15

	Sorgo
	2,2 (1,9-2,9)
	68 (61-76)
	25

	Cebada
	2,1 (1,9-2,4)
	58 (55-62)
	580

	Avena
	2,8 (1,6-3,5)
	69 (48-78)
	40

	Salvado de trigo
	8,8 (6,0-12,7)
	76 (68-93)
	2.960

	Leguminosas grano
	
	
	

	Altramuz
	3,0 (2,9-3,0)
	55 (46-61)
	0

	Guisantes
	1,7 (1,3-2,1)
	45 (36-53)
	115

	Harinas de oleaginosas
	
	
	

	Harina de soja
	3,7 (2,8-4,0)
	57 (46-61)
	40

	Harina de colza
	6,5 (4,6-7,8)
	58 (36-70)
	15

	Harina de girasol
	4,4 (3,2-5,1)
	44 (35-47)
	60


1 Unidad fitasa (FTU): cantidad de enzima que libera 1 µmol/min de fósforo inorgánico de una solución 1 mM de fitato sódico a pH 5,5 y 37ºC.

2 Rango de variación.


El fitato se acumula de forma diferente según el tipo de semilla. En el maíz, el 88% se acumula en el germen, mientras que en el trigo el 87% se acumula en la capa de la aleurona (Kies, 2005). Este hecho es importante ya que puede originar diferencias en los efectos de la suplementación con enzimas fitasas, probablemente por la diferencia en la accesibilidad al sustrato.


Además, el ácido fítico se considera como un factor antinutritivo en alimentación animal por su elevado potencial quelante, formando, a pH neutro, sales insolubles con numerosos cationes di y trivalentes (Ca, Mg, Zn, Cu, Co, Fe, Mn, Cu) impidiendo así su absorción a nivel intestinal (Sauveur, 1989). También puede formar complejos insolubles con proteínas, cambiando su estructura y disminuyendo su solubilidad, digestibilidad y funcionalidad, y posiblemente también con el almidón (Ravindran et al., 1999; Jenab y Thompson, 2002; Selle et al., 2012). Además, puede alterar la acción de ciertas enzimas tales como amilasas, proteasas y lipasas (Greiner y Konietzny, 2006; Liu et al., 2010) al formar complejos con ellas. Los complejos fitato-nutriente pueden formarse en los alimentos o en el aparato digestivo y reducir así su digestibilidad (Adeola et al., 2005).


La hidrólisis del fitato se puede llevar a cabo mediante la acción de la enzima fitasa, mejorando la absorción y retención en proporciones variables del fósforo, calcio, magnesio, zinc, hierro y aminoácidos unidos a él, especialmente en dietas deficientes (Jongbloed et al., 2004; Kim et al., 2008; Woyengo et al., 2008; Emiola et al., 2009; Poulsen et al., 2010; Mosenthin y Broz; 2010). Los fitatos contenidos en las diversas materias primas presentan características diferentes que influyen en su hidrólisis y en la consiguiente liberación de fósforo. En el grano, el ácido fítico está presente en forma de fitina, sal de calcio y magnesio del ácido fítico, otros cationes, como Fe, Zn y Cu, también están presentes pero en menor cantidad. La solubilidad de las sales formadas con los cationes divalentes sigue el siguiente orden decreciente: Cu > Zn > Mn > Fe > Ca. Los oligoelementos que están fijados con mayor fuerza al ácido fítico son alcalinotérreos (Mg y Ca) y éstos, a su vez, son más insolubles que los fitatos de cationes monovalentes (K y Na) (Sauveur, 1989).

I.4.3. Impacto medioambiental del fósforo


La combinación de un exceso de P en la dieta junto con una baja o nula digestibilidad del fitato deriva en unos niveles excesivos de P excretado. El P contenido en el estiércol es liberado por la acción de los microorganismos. Las plantas lo absorben en forma de iones fosfatos mono y dibásico, por lo que es un elemento que debe aportarse de forma regular tras cada cultivo. Sin embargo, se debe considerar el contenido en P de un purín cuando se aplica a un terreno con fines agronómicos y ajustarlo a las necesidades de cada cultivo. A pesar de que es uno de los nutrientes menos móviles en el perfil del suelo, debido a que los fosfatos forman compuestos insolubles con los iones hierro y aluminio en suelos ácidos y con calcio en suelos alcalinos, un exceso de P vertido al medio ambiente a través del estiércol porcino supone un peligro sobre todo para los ecosistemas acuáticos. La lluvia puede arrastrar diferentes cantidades de fosfatos desde los suelos agrícolas hacia los cursos de agua cercanos y, en cantidades excesivas, las algas y plantas acuáticas crecerán excesivamente, obstruirán el curso y consumirán grandes cantidades de oxígeno originando el fenómeno de eutrofización de aguas superficiales y subterráneas (Sharpley et al., 1999; Correll, 1999). Los vertidos directos de estiércol al agua están completamente prohibidos e incluso los vertidos indirectos están penalizados por la Ley de Aguas (RD 4/2007). Sólo las explotaciones que dispongan de sistemas de depuración pueden verter sus efluentes a los cauces, siempre y cuando cuenten y cumplan con la correspondiente autorización de vertido (MARM, 2010). Por lo tanto, la producción porcina intensiva, mediante la excreción de P contribuye al problema de la eutrofización y representa un inconveniente de cara a una producción porcina sostenible.


Estudios realizados en Francia, Países Bajos y Dinamarca concluyen que los cerdos en crecimiento retienen un 36% de P, mientras que el 55% es excretado en heces y el 9% en orina (Poulsen et al., 1999) (Figura I.16). La excreción fecal de P es atribuida a la escasa digestibilidad del P fítico, mientras que las pérdidas en orina indican un exceso en los niveles de fósforo digestible en el pienso.


Desde el punto de vista práctico, el P es en la actualidad el nutriente que regula la cantidad de estiércol que puede esparcirse en el suelo. Bajo la presión legislativa europea es necesario buscar alternativas que permitan la reducción de la excreción de P a través de las deyecciones.

Figura I.16 Retención y excreción del fósforo en cerdas, lechones destetados y cerdos en crecimiento (adaptado de Poulsen et al., 1999)


I.4.4. Estrategias de mitigación


Actualmente, la disminución del contenido en nutrientes de las deyecciones pasa principalmente por la modificación de la dieta y la aplicación de estrategias nutricionales que permitan una mejor absorción de los nutrientes en la ración (MARM, 2010). Cualquier estrategia alternativa a la suplementación con fósforo inorgánico debe estar encaminada a la reducción del impacto medioambiental sin menoscabo de mantener o incluso mejorar el rendimiento productivo. Se aconsejan varias estrategias para conseguir este objetivo:

1.4.4.1. Ajuste preciso de aportes de fósforo


Debemos ajustar los aportes de P a las necesidades reales de los animales. El P administrado en los piensos debe cubrir las funciones de crecimiento, mineralización de los huesos y mantenimiento. Para ello es necesario obtener información sobre:

· Necesidades específicas de fósforo según productividad y estado fisiológico de los animales. Según las recomendaciones del MARM (2010), una alimentación para reproductoras y cerdos de cebo con 2 piensos (gestación y lactación, y pienso crecimiento y acabado, respectivamente) permitiría reducir la excreción de P en un 2% y 5-10% en reproductoras y cebo, respectivamente, frente a la utilización de dos piensos: uno para maternidad y otro para cebo.

· Evaluación del aprovechamiento del P contenido en las diferentes materias primas, en nuestro caso, por el porcino. Existen numerosos métodos para evaluar la utilización del P de los alimentos por las distintas especies de animales. La publicación de numerosas investigaciones y la inclusión de los valores de P fítico en las tablas de valoración de alimentos (NRC, 1998; CVB, 1998; SETNA, 1998; FEDNA, 2010) permiten disponer de estimaciones más precisas acerca del contenido de P no fítico de las materias primas. Aunque disponemos de mayor información, las recomendaciones prácticas varían entre los diferentes países, principalmente debido a que los criterios aplicados en la estimación de necesidades y de utilización del P son diferentes. Esto crea una gran confusión a la hora de formular en base al contenido en P utilizable de las materias primas y poner mínimos y máximos a las necesidades de los animales, lo que conduce a importantes errores en el diseño de piensos.
En el caso de España, las MTDs para el sector porcino, recomiendan los 
valores reflejados en la Tabla I.7.

Tabla I.7 Niveles indicativos de fósforo para cerdos con un nivel adecuado de fósforo digestible (adaptado de MTDs, 2010)

	Tipo de animal
	Fase
	Contenido de fósforo total (% pienso)

	Lechones
	<10 kg
	0,75-0,85

	
	<25 kg
	0,60-0,70

	Cerdos de cebo
	20-50 kg
	0,45-0,55

	
	50-110 kg
	0,38-0,49

	Cerdas reproductoras
	Gestación
	0,43-0,51

	
	Lactación
	0,57-0,65


1.4.4.2. Reducción del contenido de fósforo fítico.

Mediante la aplicación de ingeniería genética, a través de mutaciones, se pueden obtener variedades de granos de cereales y otros ingredientes bajos en ácido fítico. Así, se ha conseguido el grano de cebada genéticamente modificado, con una reducción del 50 al 90% en ácido fítico manteniendo el P total similar al del grano no modificado (Larson et al., 1998). De esta manera, incorporando la cebada baja en ácido fítico a las dietas de cerdos se ha conseguido un aumento de la digestibilidad del P con una reducción en su excreción (Veum et al., 2001; Thacker et al., 2006). De forma similar, se han conseguido soja y maíz transgénicos (Raboy et al. 2000; Wilcox et al., 2000) con reducciones del fóforo fítico similares a las de la cebada. Sin embargo, a nivel práctico, la utilización de alimentos modificados genéticamente suscita mucha polémica social y su uso no puede generalizarse. En la actualidad, un organismo modificado genéticamente (OMG) debe estar aprobado por la Unión Europea antes de poder utilizarlo. En este sentido, la UE tiene una política común en relación con los alimentos modificados genéticamente para todos los países miembros (Reglamento (CE) nº 1829/2003). 

1.4.4.3. Suplementación del pienso con enzimas


La finalidad de suplementar los piensos con enzimas es mejorar la utilización digestiva del P dietético no disponible, es decir, aquel que se encuentra formando parte de los fitatos. Las fitasas son fosfatasas ácidas que catalizan el proceso de hidrólisis del ácido fítico, liberando de forma secuencial hasta 6 grupos ortofosfatos libres, plenamente disponibles para los monogástricos (Gibson y Ullah, 1990). De esta manera, se aumenta la absorción de P y se disminuye su excreción (Jendza y Adeola, 2009; Stahlman y McCann, 2011). Ambas consecuencias son beneficiosas, desde el punto de vista nutricional y medioambiental. La actividad fitasa se mide en unidades fitasa (FTU), que se definen como la cantidad de enzima que libera 1 µmol de fosfato inorgánico por minuto, a partir de una disolución 1 mM de fitato de sodio a un pH de 5,5 y una temperatura de 37ºC (Eeckhout y De Paepe, 1994). Actualmente, diferentes fitasas se encuentran recogidas en las listas comunitarias de aditivos alimentarios publicadas por la Unión Europea, lo que se traduce en la autorización de su empleo en piensos porcinos. Según el MARM en la guía de MTDs para el sector porcino (2010) la incorporación de fitasas en piensos porcinos supondría reducir el contenido en P en el estiércol hasta un 25-30%.


Las fitasas hidrolizan los fitatos únicamente si están en solución, por lo que su actuación requiere humedad en el medio y unas condiciones determinadas de pH y temperatura. Estas enzimas están presentes de forma natural en las plantas, microorganismos y algunos tejidos animales. Existen diferentes criterios para la clasificación de las fitasas. Basándonos en su pH óptimo de actuación, las fitasas se pueden clasificar en fitasas ácidas y alcalinas. Teniendo en cuenta la posición del grupo fosfato en el que inician su hidrólisis se reconocen dos tipos de fitasas: una 3 (EC 3.1.3.8) y otra 6-fitasa (EC 3.1.3.26) (IUPAC-IUB, 1984; IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry; IUB: International Union of Biochemistry). Su diferencia radica en el grupo fosfato en el que inician su hidrólisis, es decir, la 3-fitasa comienza la desfosforilación del mio-inositol en la posición 3 y la 6-fitasa en la posición 6. La 3-fitasa se ha encontrado en microoganismos y animales, mientras que la 6-fitasa es de origen vegetal (Turk et al., 2000), 

No obstante, a nivel práctico, el criterio más importante para clasificar las fitasas es por su origen, pudiendo ser endógenas o exógenas (Figura I.17).

Figura I.17 Origen de las fitasas que intervienen en alimentación porcina



· Fitasas endógenas 


Se ha demostrado experimentalmente que existe actividad fitasa de la mucosa intestinal de numerosas especies animales. La actividad fitásica en el intestino fue demostrada por primera vez en ratas por Patwarthan (1937). Posteriormente, se ha comprobado que la actividad fitásica está presente en la mucosa del intestino delgado de animales monogástricos como pollos y cerdos (Spitzer y Phillips 1945; Maenz y Classen, 1998; Onyango y Adeola, 2009). En la especie porcina, se encuentra bajo la forma de meso-inositol-hexafosfato fosfohidrolasa, aunque su actividad es muy reducida (Pointillart, 1993). Además, en esta especie, las fitasas intestinales, no son capaces de hidrolizar la molécula de fitato, aunque sí pueden hidrolizar los intermediarios con menor número de iones ortofosfato (IP-3 a IP-1) dando como producto final inositol libre (Kemme, 1998). En cualquier caso, se estima que su interés práctico es muy reducido. 


Numerosos hongos y microorganismos del tracto intestinal pueden producir cierto tipo de fitasas. Los rumiantes y animales cecotrofos pueden aprovecharse de esta actividad. Sin embargo, en los monogástricos, como aves y porcino, la acción de la fitasa de la flora microbiana intestinal tiene lugar, principalmente, en el intestino grueso. Por este motivo el cerdo no puede aprovechar el P liberado por la actividad de la fitasa microbiana de la flora intestinal, y se excretará mayoritariamente con las heces (Jendza et al., 2006).


Asimismo, algunos ingredientes de la ración pueden contener fitasas de tipo endógeno. Numerosos tipos de semillas poseen actividad fitásica propia, particularmente el grupo de los cereales. De los cereales utilizados en alimentación animal, los de mayor actividad fitasa son el trigo, centeno y triticale (Tabla I.6). Las harinas proteicas y leguminosas cuentan con una actividad fitasa bastante reducida (Ravindram et al., 1995). Los subproductos de molinería, especialmente los procedentes del trigo (salvado) tienen una actividad fitásica elevada debido a que la enzima se concentra en el pericarpio (Pointillard, 1993). El pH óptimo de actuación de las fitasas vegetales se encuentra entre 4 y 7,5, preferentemente por encima de 5, perdiendo irreversiblemente su actividad a pH entre 2,5 y 3 (Pointillart, 1993). Por tanto, son varios los factores que pueden afectar la actividad de estas fitasas en el pienso, como el tipo de materias primas, el pH estomacal y los tratamientos térmicos durante la fabricación del pienso, todos ellos pueden producir la desactivación parcial o total de las enzimas (Liebert et al., 1993; Yi y Kornegay, 1996). Por estas razones, a nivel práctico no es considerada la actividad fitasa de las materias primas a la hora de optimizar el nivel de P en los piensos.
·  Fitasas exógenas de origen microbiano

Este tipo de enzimas son de producción industrial y unas de las primeras enzimas utilizadas en alimentación animal, desarrolladas gracias a la biotecnología. A partir de su comercialización en Holanda en el año 1991 (Stahlman y McCann, 2011) su interés y estudio ha crecido de manera importante, comercializándose en la actualidad a precios competitivos respecto a las fuentes de P inorgánico. De hecho, la inclusión de enzimas fitasas exógenas en la formulación de los piensos bajos en P, es la estrategia más ampliamente utilizada para aumentar la utilización del P, reduciendo su excreción, tanto por motivos económicos como por su efectividad a nivel práctico. Actualmente, las fitasas exógenas más empleadas derivan tanto de hongos (especies de Aspergillus), como de levaduras (Saccharomyces y Peniophora), y de algunas bacterias (Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas).

Young et al. (1993) realizaron un estudio en lechones destetados para comprobar el efecto de la adición de una fitasa microbiana en dietas bajas en fósforo y observaron un aumento de la digestibilidad del P, un aumento de la concentración del P sérico y un aumento de las cenizas y concentración del P en el metatarso (ya que el 80% del P del organismo se almacena en el tejido óseo, la elección de este parámetro relacionado con el desarrollo de este tejido es un buen indicador de la respuesta a la adición de fitasas exógenas; a mayor disponibilidad del P, mayor mineralización del hueso). Además, los resultados obtenidos por estos autores de la suplementación de piensos bajos en P con fitasa fueron similares a aquellos obtenidos con una dieta similar pero suplementada con P inorgánico, en su caso, fosfato cálcico. Desde entonces, numerosos estudios se han llevado a cabo en las diferentes etapas de producción del cerdo. 


En cerdas, Jongbloed et al. (2004) observaban al suplementar dietas bajas en P con fitasas un aumento de la digestibilidad del P de hasta un 24% en cerdas gestantes, y hasta un 10,8% en lactantes.


Sobre cerdos en crecimiento, Woyengo et al. (2008) estudiaron el efecto de incorporar una fitasa exógena a dietas de cerdos de 20 y 60 kg PV, y comprobaron que la digestibilidad del P era mayor con la adición de 250 FTU/kg, tanto en cerdos de 20 como de 60 kg PV. Sin embargo, al aumentar la dosis de fitasa a 500 FTU/kg este efecto sólo fue observado en los cerdos de 20 kg. De forma similar, Emiola et al. (2009) también en cerdos de crecimiento (16 kg PV), observaban un aumento de la retención del P en un 14 y 15%, cuando una fitasa microbiana era añadida a dosis de 1.000-4.000 FTU/kg, respectivamente. Recientemente, Almeida y Stein (2012) en cerdos en la misma etapa productiva (18 kg PV), encontraban aumentos de la digestibilidad del P de hasta un 34% cuando la fitasa era añadida a dosis de 1.500 FTU/kg. Incluso, algunos autores han observado cómo el efecto beneficioso sobre la digestibilidad del P y mineralización ósea, observado por la incorporación de fitasa a dietas de cerdos recién destetados (7,8 kg) e inicio de cebo (33 kg PV), permanecía hasta que los animales eran sacrificados (100 kg PV) (Varley et al., 2011).


Sin embargo, Bühler et al. (2010) observaron un aumento del 12% de la digestibilidad del P al suplementar con fitasa dietas de cerdos de finalización (108 kg PV), pero no encontraron efecto alguno de la suplementación con fitasas en cerdos de crecimiento (26 kg PV). También en cerdos de finalización (51 kg PV), Veum y Ellersieck (2008), observaban un aumento en la fuerza de ruptura del metacarpo de un 11,6%, un aumento de la absorción aparente del P del 76% y una disminución en la excreción fecal del P del 31% cuando una fitasa era añadida a una dieta baja en fósforo en dosis de 450 FTU/kg, no obstante, cuando reducían la dosis de fitasa a 150 FTU/kg el efecto era ligeramente inferior. De forma similar, Poulsen et al. (2010) observaban como la digestibilidad del P variaba en función de la dosis de fitasa suplementada. Así, obtenían un aumento de la digestibilidad del P de 31 a 45, 50 y 53% cuando la fitasa era añadida a 250, 500 ó 750 FTU/kg, concluyendo que el incremento de la digestibilidad era más grande en el rango de concentración de 0 a 250 FTU/kg, que de 250 a 750 FTU/kg. 


En algunos casos, el uso de fitasas ha mostrado un aumento del rendimiento en cerdos alimentados con dietas con niveles adecuados de fósforo. Por lo tanto, este aumento en el crecimiento no es atribuible solamente al aumento de fósforo disponible. Este hecho plantea la posibilidad de que la fitasa mejore la digestibilidad de otros nutrientes, llamándose a este hecho “efecto extrafosfórico” de la fitasa. A tal efecto hace relación, la mejora observada sobre los parámetros productivos tras suplementar con fitasas los piensos de cerdos encontrados por algunos autores. Así, Varley et al. (2011) observan en cerdos en fase de crecimiento (33 kg PV) una mejora en el índice de conversión (1,87 vs 2,0) al adicionar una fitasa a un pienso con adecuada concentración de P. Estos mismos autores, en estudios anteriores, (Varley et al., 2010) habían observado este efecto sobre el índice de conversión en cerdos recién destetados (7,8 kg PV). Otros ejemplos del aumento de los parámetros productivos con el uso de fitasas en cerdos en crecimiento son los trabajos de Harper et al., (1997); Adeola et al. (2004); Jendza et al. (2005); Braña et al. (2006) y Kim et al. (2008).

Otras investigaciones han mostrado que la incorporación de fitasas en los piensos produce un aumento de la digestibilidad y la retención de ciertos minerales. El calcio, es uno de los minerales más afectados por la relación que mantiene con el fósforo. Numerosos autores observan un aumento de su digestibiliddad por la incorporación de fitasas en la dieta. Así, Guggenbuhl et al. (2007) utilizando tres fitasas de diferente origen (Quantum®, Ronozyme® y Natuphos®) en cerdos en crecimiento, observaban un aumento de la digestibilidad del Ca de 15,8, 15,6 y 14,6% respectivamente, al compararlo con la misma dieta sin enzima, y Varley et al., (2011) observaban que el efecto beneficioso de la incorporación de fitasa sobre el calcio se mantenía hasta el final de cebo, pues cuando incorporaban un fítasa al pienso de cerdos de 11 kg a 30 kg, estos animales tenían un aumento del 8,3% en la concentración de Ca en sus huesos cuando alcanzaban un peso de 100 kg. Otros estudios han mostrado un efecto beneficioso de las fitasas sobre la utilización del calcio (Lindberg et al., 2007; Woyengo et al., 2008). Otros minerales menos estudiados, pero que pueden estar afectados por la suplementación del pienso con fitasas han sido el cobre, zinc, potasio, sodio o magnesio. Por ejemplo, Chu et al. (2009), en dietas de cerdos en crecimiento, observaban un incremento de la absorción verdadera de Zn de un 42%, cuando adicionaba una fitasa al pienso, y Jongbloed et al. (2004) observaban el aumento de la digestibilidad del Ca (9,3%), Mg (24,5%), Na (10,8%) y K (5%), cuando las dietas de cerdas eran suplementadas con fitasas. Del mismo modo, Zacharias et al. (2003) observaban un aumento en la concentración de Mg (31,3%) y de Zn (71%) en hueso cuando la dieta de cerdos en crecimiento era suplementada con fitasa.

La adición de fitasas al pienso puede afectar a más nutrientes, las fitasas podrían actuar sobre las uniones del fitato con las proteínas o aminoácidos, aumentando su digestibilidad y disponibilidad, tal y como han obtenido numerosos autores (Johnston et al., 2004; Guggenbuhl et al., 2007; Nortey et al., 2007; Woyengo et al., 2008). Incluso, algunos trabajos han mostrado un aumento en la digestibilidad de la energía cuando se adicionaban fitasas al pienso (Johnston et al., 2004; Guggenbuhl et al., 2007). A modo de ejemplo, Guggenbuhl et al., (2007) incorporando fitasas en piensos de cerdos en crecimiento observan un aumento de la digestibilidad de la energía (2,1%), nitrógeno (4%), treonina (6,3%) lisina (3,5%) y aminoácidos sulfurados (1%), por lo que estos autores concluyen que las fitasas son capaces de aumentar la disponibilidad de proteína. 


Sin embargo, la respuesta a la incorporación de fitasas en piensos porcinos no siempre ha sido la esperada, y hay disparidad entre los resultados obtenidos. Al parecer, numerosos factores genéticos y nutricionales pueden intervenir en este proceso. Así, los ingredientes o materias primas de la dieta pueden condicionar la actividad fitasa. En este sentido, Almeida y Stein, (2010) observaban cómo la adición de fitasa mejoraba la digestibilidad del P en el maíz (64,4 vs 26,4%) o harina de soja (74,9 vs 48,3%), pero no en DDGs (75,5 vs 72,9%). Posteriormente, estos mismos autores (Almeida y Stein, 2012) observaban que el aumento de digestibilidad de P que ocurre al suplementar con fitasas dietas de cerdos en crecimiento se podía predecir por ecuaciones de regresión, pero sólo en dietas basadas en maíz o germen de maíz, (R2= 0,63 y 0,79, respectivamente) no así con otros ingredientes.


También puede afectar la efectividad de las fitasas el nivel de proteína, nivel de Ca y P o la ratio Ca:P de la ración. Por ejemplo, Poulsen et al., (2010) observan que cuando la fitasa se añadía a un pienso de cerdos en crecimiento, la utilización del P aumentaba de 42 a 55 y 57% si el nivel de Ca aumentaba de 4 a 6 u 8 g/kg, respectivamente. Mosenthin y Broz (2010) en una revisión sobre los efectos de las fitasas y sus interacciones, concluyen que las fitasas son más eficientes en ratios Ca:P estrechas (1,1:1) que cuando son mayores (1,6:1). Hanni et al. (2003) ya habían observado con anterioridad que con ratios de Ca:P mayores de 1,5:1 el crecimiento de los animales podían verse afectados por la menor actividad de la fitasa. 


La edad, y más concretamente el estado fisiológico de los animales tiene gran efecto sobre la acción de las fitasas. Así, en numerosos estudios se ha visto cómo la utilización de fitasas en dietas de cerdos destetados, en crecimiento o en las últimas etapas de cebo ocasionaba efectos diferentes (Jendza et al., 2005; Braña et al., 2006; Kim et al., 2008; Woyengo et al., 2008; Bühler et al., 2010). Jonbloed et al. (2004) observaban que bajo las mismas condiciones experimentales, el efecto de añadir la misma concentración de fitasa a dietas de cerdas gestantes podía variar en función de los días de gestación de la cerda (Figura I.18).

Figura I.18 Fósforo digestible liberado (g/kg dieta) por acción de la adición de fitasa en piensos de cerdas de 70 y 100 días de gestación 
(adaptado de Jongbloed et al., 2004)
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Otros factores que se ha comprobado que influyen en la actividad de fitasas son la forma de presentación del pienso, la dosis o el tipo de fitasa incorporada (Jonbloed et al., 2004; Jendza et al., 2005; Selle y Ravindran, 2008; Poulsen et al., 2010; Mosenthin y Broz; 2010, Almeida y Stein, 2012).

Por otro lado, en porcino se ha observado un efecto aditivo al combinar en el pienso la suplementación con fitasas exógenas con ingredientes con bajos contenido en ácido fítico (modificados genéticamente), consiguiendo reducciones del orden del 35% en la excreción de P y aumentos del 50% en la digestibilidad del mismo (Sands et al., 2001; Leytem et al., 2004; Hill et al., 2009; Wang et al., 2011; Holme et al., 2012). 

Otros estudios, para reducir el impacto medioambiental generado por la excreción de P, han aplicado la tecnología transgénica a los animales. Tal es el caso de los desarrollados por científicos de la Universidad de Ghelph (Canadá), creando cerdos transgénicos para la expresión salivar de fitasa. Estos cerdos son capaces de utilizar el P de origen vegetal y disminuir la excreción de P fecal en un 60% (Forsberg et al., 2003). Sin embargo, la utilización de animales o ingredientes modificados genéticamente tiene una gran limitación práctica como hemos visto anteriormente.

En la situación actual, la adición de fitasas al pienso es la estrategia más interesante para disminuir la excreción de P, y sin duda, continuará desempeñando un importante papel en el futuro, a pesar de la utilización de otras estrategias, ya que gracias a su inclusión se superarán situaciones coyunturales como los problemas de la escasez de ingredientes y el incremento de los precios de las materias primas, además de contribuir a una reducción del impacto ambiental de las explotaciones porcinas.
II 
OBJETIVOS

El incremento de la producción animal intensiva que está aconteciendo en los últimos años está asociado a un gran impacto mediambiental, derivado principalmente de los purines generados en la propia explotación. Así, el presente trabajo pretende ser una aportación para la adaptación a las exigencias legislativas de la Unión Europea en lo que respecta a la reducción del impacto medioambiental de explotaciones intensivas porcinas en la etapa de cebo, mediante la aplicación de estrategias nutricionales. 

De forma más específica se describen los objetivos planteados durante el desarrollo del mismo:

OBJETIVO 1


Comprende el estudio del efecto de la reducción de proteína en el pienso sobre los parámetros productivos y emisiones al medio ambiente en granjas de cebo porcino en el sureste español. Este objetivo se ha desarrollado en los Capítulos experimentales 1 y 2. Así, se ha evaluado la reducción del nivel de proteína en piensos para cerdos durante la etapa de cebo (crecimiento y acabado), caracterizados por:

· Estar formulados con los ingredientes habitualmente utilizados en la alimentación del cebo en explotaciones españolas
· Partir de los niveles de proteína bruta que se utilizan en piensos comerciales, es decir, ajustados a las recomendaciones prácticas de necesidades.
· Aplicar reducciones del nivel de proteína bruta en un rango estrecho (1 y 2%), para llegar al rango indicado en las MTDs.
· Isoaminoacídicas, lo que requiere la suplementación con aminoácidos sintéticos.

Los parámetros evaluados para cada pienso y en cada etapa fueron los siguientes:

· Digestibilidad y balance de nutrientes.
· Emisión de amoniaco del purín en ensayos in vitro.
· Emisión de amoniaco en condiciones de granja.
· Contaminantes del purín.
· Parámetros productivos en hembras y machos.
· Características de la canal en hembras y machos.
OBJETIVO 2


El objetivo 2 ha sido el estudio de la inclusión de fitasas en piensos para cebo de cerdos. Este objetivo se ha desarrollado en el Capítulo Experimental 3. Así, se ha evaluado el efecto de alimentar cerdos durante las etapas de crecimiento y acabado, con dietas bajas en fósforo suplementadas con fitasas.

Los parámetros analizados para cada dieta y en cada etapa fueron los siguientes:

· Digestibilidad y balance de nutrientes.
· Parámetros productivos.
· Concentración tisular de minerales en diferentes órganos.
III

CAPÍTULOS
EXPERIMENTALES
III.1. CAPÍTULO UNO
Efecto de la reducción en el nivel de proteína bruta de los piensos, dentro de un rango comercial, sobre el balance de nitrógeno, emisión de amoniaco y características contaminantes de los purines en cerdos de engorde
Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la reducción del nivel de proteína bruta (PB), dentro del rango utilizado comercialmente y próximos a los valores recomendados por la Comisión Europea, sobre el balance de nitrógeno (N), la emisión de amoniaco (NH3) y las características contaminantes de los purines de los cerdos durante la fase de cebo. Para ello, se han evaluado tres tratamientos con diferentes niveles de PB durante los periodos de crecimiento y acabado. Las dietas se formularon para ser isoenergéticas y con un ratio lisina digestible:energía metabolizable (EM) similar para cada fase, pero con diferente concentración de PB (160, 150 y 140 g PB/kg para la fase de crecimiento, y 155, 145 y 135 g PB/kg para la fase de acabado). Para calcular el balance de N, se recolectaron por separado durante 5 días las heces y la orina de los machos castrados (ocho replicas por cada dieta) alojados en jaulas metabólicas. Además, durante 2 días más fueron recolectadas para medir las emisiones de NH3 en un ensayo de incubación in vitro de 240 h. En las excretas se determinó el pH, ácidos grasos volátiles (AGV), N total, conductividad eléctrica (CE), sólidos totales (ST), sólidos volátiles (SV), demanda bioquímica de oxígeno (DBO5), demanda química de oxígeno (DQO) y N en forma de amonio (N-NH4). 

La reducción del contenido en PB de la dieta tuvo como resultado una disminución lineal de la excreción de N urinario (P<0,05), la excreción total de N (P<0,05) y la relación N excretado/consumo de pienso (P<0,001). La emisión de NH3 fue similar en todas las dietas (P>0,05) durante las 240 h de estudio. Sin embargo, en la fase de crecimiento, el nivel de N-NH3 en el purín (mg/cerdo y día) fue menor (P<0,05) para la dieta baja en PB. Además, el nivel de PB no tuvo efecto (P>0,05) en los niveles de AGV, CE, ST, SV, DBO5 y DQO del purín. Estos parámetros fueron mayores (P<0,05) para el purín de la fase de acabado comparado con la fase de crecimiento. El N-NH4 en el purín disminuyó (P<0,05) en un 20,3% y 28,4% cuando el nivel de PB se redujo en 9,30 y 21,40 g/kg respectivamente. Se concluyó que la reducción de los niveles de PB de la dieta, incluso en un pequeño porcentaje y con niveles de PB próximos a los utilizados en las dietas comerciales y a los recomendados por la Comisión Europea, disminuye la excreción de N urinarioy total de los cerdos en crecimiento y acabado. Además, el purín generado por los cerdos en la fase de acabado presenta una mayor concentración de contaminantes que el de la fase de crecimiento.
Introducción

La intensificación de la producción porcina ha provocado un aumento de la preocupación en cuanto a su potencial como fuente de contaminación. Consecuentemente, las técnicas de nutrición y manejo en porcinocultura han sido contempladas como posibles medios para reducir la contaminación ambiental y para contribuir a una producción porcina sostenible. En una revisión de los potenciales efectos de la modificación de la dieta para reducir el olor generado por el purín en la producción porcina, Sutton et al. (1999) señalaron al nitrógeno (N), amoniaco (NH3) y los ácidos grasos volátiles (AGV) entre los principales responsables, y el nivel de PB como una de las fuentes más importantes de la contaminación ambiental de purines de cerdo. Existe un interés creciente en la manipulación de la PB de la dieta como un medio para reducir la excreción de N y las pérdidas de NH3 generadas en la producción porcina. 


Entre el 60 y el 70% del N consumido por los cerdos en la dieta es excretado en las heces y la orina. El N excretado en las heces se presenta mayoritariamente en forma de proteína, procedente de la dieta o de origen endógeno, el cual es menos susceptible de una descomposición rápida, mientras que el N excretado en la orina se encuentra principalmente en forma de urea, que se convierte fácilmente en amonio y carbonato por la acción de la enzima ureasa (Van der Peet-Schwering et al., 1999). Estos autores indican que la reducción del porcentaje de PB de la dieta y la suplementación con aminoácidos esenciales podría reducir la contaminación ambiental sin perjudicar la tasa de crecimiento de los animales. Así, O'Connell et al. (2006) observaron que la excreción de N, NH3 y AGV podría disminuir si los niveles de proteína en la dieta se reducían del 22 al 16%. De manera similar, Hayes et al. (2004), Portejoie et al. (2004) y Le et al. (2009) observaron que las emisiones de NH3 a partir del estiércol de cerdo se pueden reducir disminuyendo la PB de la dieta del 22 al 13%, del 20 al 12% y del 18 al 12%, respectivamente. Los experimentos anteriormente mencionados parten de unos niveles iniciales de PB en piensos más altos a las utilizados en piensos comerciales, y aplican reducciones entre un 9-6%, por lo que no son extrapolables a la cría porcina comercial.

La legislación puede ayudar a conseguir un mayor equilibrio ente el aporte y las pérdidas de nutrientes y, en este sentido, la Comisión Europea ha realizado grandes esfuerzos para asegurar el crecimiento sostenible del sector ganadero al proponer las Mejores Técnicas Disponibles (MTDs) como un documento de referencia para la agricultura intensiva (BREF, 2003). Este documento sugiere un rango de valores de PB para su inclusión en el pienso de cerdos en las fases de crecimiento y acabado (150 a 170 g PB/kg, y 140 a 150 g PB/kg, respectivamente) con el fin de reducir la contaminación ambiental. Por todo ello, el objetivo de este estudio fue estudiar la influencia de tres programas de alimentación con diferentes concentraciones de PB (próximos a las recomendaciones del BREF) sobre el balance de N, las emisiones de NH3 in vitro y otras características contaminantes de los purines.

Material y métodos
Dietas


Se utilizó un programa de alimentación de dos fases (crecimiento y acabado) con tres dietas para cada fase, las cuales se formularon con diferentes niveles de PB. La dieta control (C) se formuló de acuerdo con los niveles de PB recomendados por la Fundación Española para el Desarrollo de la Nutrición Animal (FEDNA, 2006), con 160 y 155 g PB/kg para crecimiento y acabado respectivamente, y dos dietas experimentales con 10 (nivel medio de proteína, M) y 20 g PB/kg (nivel bajo de proteína, B) menos que la dieta control para ambas fases, resultando, por tanto, seis dietas experimentales. La composición calculada y analizada se muestra en la Tabla III.1.1. El nivel de proteína de las dietas M y B se encontraba cerca del valor mínimo recomendado por el documento BREF (2003). Las dietas fueron formuladas para ser isoenergéticas (13,5 MJ de EM/kg), tener una ratio lisina digestible:EM similar para cada fase, y en base al concepto de "proteína ideal”, siguiendo las recomendaciones de FEDNA (2006), incorporando aminoácidos sintéticos disponibles.
Animales y diseño experimental 


Se utilizaron 16 cerdos (híbridos Large White x Landrace) para llevar a cabo este experimento. Ocho animales recibieron las dietas de crecimiento y ocho las de acabado. Todos los cerdos rotaron por todas las dietas, dando como resultando un total de ocho observaciones para cada dieta. En la fase de crecimiento, los cerdos tuvieron un peso vivo inicial promedio de 50 ± 4,8 kg, y en la de acabado de 88 ± 5,7 kg de media. Los cerdos se alojaron individualmente en jaulas metabólicas en una nave con ambiente controlado, manteniendo la temperatura ambiente a 20°C. Las jaulas fueron diseñadas de manera que permitían el consumo de alimento de forma controlada y la recogida separada de orina y heces. Durante la prueba, el pienso fue administrado una vez al día de forma restringida, todos los cerdos fueron alimentados con una cantidad igual a 2,4 veces la energía requerida para mantenimiento, suponiendo que es 0,44 MJ de EM/kg de peso metabólico (PV0,75) según indica NRC (Nacional Research Council; 1998). El agua estuvo disponible ad libitum a través de bebederos tipo chupete.

Estudio del balance de N y emisiones de NH3


Cada rotación comenzó con un periodo de adaptación de 5 días (día 0 al 5), que permitió a los cerdos acostumbrarse a las jaulas y a la dieta. A este periodo le siguió el de recogida, que incluye un periodo de 5 días (día 6 al 10) para la determinación del balance de N y un periodo de 2 días (día 11 y 12) para la recolección de muestras para el estudio in vitro de las emisiones de NH3. Para determinar el balance de N (del día 6 al 10), se recolectaron las heces de cada cerdo una vez al día, se pesaron y se almacenaron congeladas (-20°C) hasta su análisis. La orina se recogió una vez al día en un recipiente de plástico al cual se añadió 50 ml, de ácido sulfúrico (25% de H2SO4) para bajar el pH y evitar la volatilización del N y el crecimiento microbiano. La orina se filtró para eliminar cualquier tipo de contaminante físico, se registró el peso y volumen de la orina generada diariamente, y se reservó una alícuota del 5% de la excreción diaria congelada (-20°C) hasta su análisis.
Tabla III.1.1 Composición de las dietas experimentales para las fases de crecimiento y acabado (g/kg de matería fresca)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado2

	Ingredientes
	C
	M
	B
	
	C
	M
	B

	Cebada
	316,2
	348,3
	349,9
	
	163,2
	170,0
	170,0

	Maíz
	200,0
	200,0
	229,4
	
	250,0
	265,9
	264,9

	Trigo
	150,0
	150,0
	150,0
	
	250,0
	250,0
	260,0

	Harina de soja
	164,2
	131,4
	100,4
	
	132,6
	102,8
	56,8

	Guisantes
	100,9
	100,0
	100,0
	
	150,0
	150,0
	190,0

	Manteca de cerdo
	31,7
	30,6
	27,9
	
	22,2
	22,9
	19,4

	Melaza
	10,0
	10,0
	10,0
	
	10,0
	10,0
	10,0

	Carbonato cálcico 
	9,5
	9,6
	9,7
	
	8,7
	12,9
	10,9

	Fosfato monocálcico
	5,5
	5,7
	6,1
	
	2,9
	3,2
	3,3

	Sal
	4,0
	4,0
	4,0
	
	4,0
	4,0
	4,0

	L-Lisina, HCl
	3,0
	4,4
	5,8
	
	1,7
	3,0
	4,2

	Metionina OH 
	0,2
	0,6
	1,2
	
	0,2
	0,4
	0,8

	L-Treonina
	0,4
	0,8
	1,0
	
	0,2
	0,6
	1,0

	L-Triptófano
	--
	0,1
	0,2
	
	--
	0,06
	0,2

	Fitasa3
	1,0
	1,0
	1,0
	
	1,0
	1,0
	1,0

	Corrector 

vitamínico-mineral4
	 3,0
	3,0
	3,0
	
	3,0
	3,0
	  3,0

	Composición calculada5
	
	
	
	
	
	
	

	Proteína bruta 
	160,0
	150,0
	140,0
	
	155,0
	145,0
	135,0

	Fibra bruta
	37,6
	36,8
	36,0
	
	36,4
	35,1
	34,7

	EM (MJ/kg) 
	13,5
	13,5
	13,5
	
	13,5
	13,5
	13,5

	Aminoácidos digestibles a nivel ileal
	
	
	
	
	

	Lisina
	8,3
	8,3
	8,3
	
	7,4
	7,4
	7,4

	Metionina  
	2,3
	2,5
	2,6
	
	2,2
	2,2
	2,4

	Met+Cistina  
	4,7
	4,7
	4,7
	
	4,5
	4,4
	4,4

	Threonina
	5,2
	5,2
	5,2
	
	4,8
	4,8
	4,8

	Triptófano  
	1,5
	1,5
	1,5
	
	1,4
	1,3
	1,3

	Composición analizada (g/kg)

	Materia seca
	879,6
	880,8
	881,1
	
	878,3
	870,9
	876,6

	Proteína bruta 
	171,9
	154,9
	142,7
	
	152,7
	151,1
	139,0


1 Dietas de la fase de crecimiento: C: dieta control, 160 g PB/kg, M: dieta con nivel medio de proteína, 150 g PB/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 140 g PB/kg.

2 Dietas de la fase de acabado: C: dieta control, 155 g CP/kg; M: dieta con nivel medio de proteína, 145 g CP/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 135 g CP/kg.

3 Setnazyme phytase, 500 FTU/kg, Finase® Pc, AB Enzymes GmbH, Germany.
4 El corrector vitamínico mineral aporta (por kg de pienso): 8.000 UI de vitamina A, 1.100 UI de vitamina D3, 25 UI de vitamina E, 1mg de vitamina K3, 1mg de vitamina B1, 3mg de vitamina B2, 1 mg de vitamina B6, 0,02 mg de vitamina B12, 17,5 g de ácido nicotinico, 10 mg de ácido pantoténico, 0,08 mg de biotina; 0,02 mg de ácido fólico, 50 mg de colina, 50 mg de Mn, 0,5 mg de I, 90 mg de Zn, 10 mg de Cu, 90 mg de Fe y 0,3 mg de Se.

5 De acuerdo con la Fundación Española para el Desarrollo de la Nutrición Animal (FEDNA 2003).


Para el estudio de las emisiones de NH3 in vitro, se recogieron las heces y la orina los días 11 y 12. Las excretas se almacenaron por separado en contenedores herméticos a 4°C. Después de la última recogida, las muestras de orina y heces de cada animal se mezclaron y se homogeneizaron para la preparación del purín artificial. Se utilizaron 700 g para el estudio de la emisión in vitro de NH3 y 100 g fueron congeladas para su análisis posterior. Las muestras de purín de cada rotación se incubaron simultáneamente, se realizaron un total de tres rotaciones por fase, con ocho incubaciones in vitro por cada nivel de proteína y fase.

La emisión in vitro de NH3 del purín, se estudió en un laboratorio a 20°C, durante un periodo de 240 horas, utilizando el método adaptado descrito por Canh et al. (1998a). La mezcla de heces y orina se colocó en un recipiente conectado a una bomba de aire con un flujo de aire proporcional a la cantidad de purín en relación a la superficie expuesta, similar a la descrita en el método. Además, cada recipiente se conectó a dos trampas ácidas, que contenían 100 ml de una solución de H2SO4 0,1 N. La primera trampa fue sustituida a las 24, 48, 96, 144, 192 y 240 h, y la segunda se sustituyó a las 96 y 240 h. La emisión de NH3 de cada muestra se comparó para las diferentes dietas utilizando la cantidad volatilizada de 0 a 96 h, de 96 h a 240 y de 0 hasta a 240 h. Las muestras de purín fueron recolectadas de todos los recipientes a las 240 h para su análisis.
Análisis de laboratorio 


El contenido en nitrógeno de los piensos, heces frescas, orina y purines se analizó mediante la técnica del N Kjeldahl, de acuerdo a los métodos descritos por la AOAC (2005). La PB del pienso se estimó como la cantidad de N x 6,25. 


Para el estudio de la emisión de NH3, la concentración de nitrógeno-amoniacal (N-NH3) contenido en cada trampa ácida se determinó como indican Prochnow et al. (1995). 


A las 0 y 240 h, se determinó el pH del purín utilizando un pH-metro GLP21 (CRISON®, Barcelona, España) y se analizó el contenido en ácido acético, propiónico, isobutírico, isovalérico, butírico y valérico de las muestras de purín por cromatografía de gases, con el método adaptado de Madrid et al. (1999), utilizando ácido 3-metil-n-valérico como estándar interno (Pierce et al., 2006). Además, a las 240 h se midió la conductividad eléctrica (CE; Conductímetro 524 CRISON®) y el N-NH4 (Peters et al., 2003). Los sólidos totales (ST), sólidos volátiles (SV) y demanda química de oxígeno (DQO) se determinaron de acuerdo con los métodos estándar para el examen de agua y aguas residuales (American Public Health Association (APHA), American Water Works Association (AWWA) y Water Pollution Control Federation (WPCF), 1985). La demanda bioquímica de oxígeno en 5 días (DBO5) fue determinada según el Standing Committee of Analysis (DOE métodos, 1989).

Análisis estadístico 


Los datos del balance de N, emisión de NH3 y características del purín correspondientes a las fases de crecimiento y acabado se analizaron para cada fase mediante análisis de varianza (ANOVA) utilizando el procedimiento GLM del software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 1997) utilizando el siguiente modelo:
yijk = µ + Di + Aj + b x (Cijk - C . . .) + eijk
donde yijk es la variable dependiente, µ es la media general; Di es el efecto fijo del nivel de PB de la dieta, con tres niveles (control, medio y bajo); Aj es el efecto aleatorio del animal; b es el coeficiente de regresión; C es el consumo de alimento utilizado como covariable; (Cijk – C…) es la diferencia entre el C de cada observación y el promedio covariable y eijk es el error experimental. 

Además, los datos fueron sometidos a análisis de varianza utilizando el procedimiento GLM del software SPSS (1997), utilizando este otro modelo:
yijk = µ + Di + Pj + (DP)ij + eijk
donde yijk es la variable dependiente, µ es la media general; Di es el efecto fijo del nivel de PB de la dieta, con tres niveles (control, medio y bajo); Pj es el efecto fijo de la fase, con dos niveles (crecimiento y acabado); (DP) ij es la interacción entre el nivel de PB de la dieta y la fase y eijk es el error experimental. 


Cuando se encontraron diferencias significativas entre las medias, se realizó el test de las mínimas diferencias significativas (Snedecor y Cochran, 1980). Se estudiaron los efectos lineal y cuadrático de la concentración PB sobre los parámetros analizados. Todos los niveles de significación se basaron en un P<0,05.

Resultados y discusión 

Estudio del balance de N 


Los efectos de la concentración de la PB en la dieta sobre el balance de N en las fases de crecimiento y acabado se muestran en la Tabla III.1.2. La proteína analizada difería ligeramente de la calculada (teórica) (Tabla III.1.1). En las dietas de la fase de crecimiento, la diferencia en el contenido de PB entre la dieta C y B fue 29,3 g/kg. Estas diferencias se traducen en que la excreción de N urinario y la excreción total de N en la dieta C para la fase de crecimiento, fue mayor (P<0,01) que en la dieta B. En la fase de acabado, la diferencia en el contenido de PB de las dietas C y B fue de 13,7 g/kg y se observaron diferencias (P<0,05) en los parámetros de N ingerido y de N excretado/pienso consumido. Además, considerando el global del periodo de engorde, la reducción del nivel de PB de la dieta supuso una reducción lineal de la excreción urinaria de N (P<0,05), excreción total de N (P<0,05) y del N excretado/pienso consumido (P<0,001). La hipótesis de partida del trabajo es que mediante la reducción de la concentración de la PB de la dieta, en valores próximos a las recomendaciones del BREF y dentro del rango de valores comerciales, se podría reducir la excreción de N. Así, se observó que la disminución del nivel de proteína en la dieta en 9,30 y 21,45 g/kg fue suficiente para reducir (P<0,05) el consumo de N en el periodo de engorde (48,2, 46,6 y 43,2 g de N/día para las dietas C, M y B respectivamente), y para reducir de forma lineal (P<0,05) la excreción total de N (29,2, 25,7 y 24,1 g de N/día para las dietas C, M y B respectivamente). 


La reducción media de PB en la dieta M fue de 9,30 g/kg, lo que disminuyó la excreción de N total en un 11,8%, mientras que la reducción media en la dieta B fue de 21,4 g/kg, suponiendo una reducción de la excreción de N total del 17,3% en todo el periodo de engorde. Resultados similares fueron obtenidos por Canh et al. (1998a), quienes observaron una reducción en la excreción de N total del 36% cuando la PB de la dieta se redujo en 40 g/kg, lo que implica una reducción del 9% por cada 10 g/kg de PB de la dieta. En nuestro estudio, la reducción en la excreción total de N se debió principalmente a una reducción lineal (P<0,05) de la excreción urinaria de N (23,2, 18,9 y 18,4 para las dietas C, M y B, respectivamente). Este resultado, al igual que ocurre en investigaciones previas, demuestra que la reducción de la PB de la dieta reduce la excreción total de N debido principalmente a una menor excreción de N en orina (Canh et al., 1998a; Portejoie et al., 2004.; O'Shea et al., 2009). Sin embargo, estos autores compararon dietas con niveles más elevados PB y en mayores rangos: Canh et al. (1998a) de 165 a 125 g kg, Portejoie et al. (2004), de 200 a 120 g/kg y O'Shea et al. (2009), de 200 a 150 g/kg, lo que implicaría un exceso de proteína ingerida. Pfeiffer et al. (1995) observaron una fuerte correlación entre la ingesta de proteína y la excreción de N en orina, y apuntaron al exceso de PB en la dieta y a un desequilibrio de aminoácidos como posibles causas de las elevadas cantidades de N en orina.

Los parámetros estudiados en el balance de N se vieron afectados por la fase de engorde. Así, el purín de los cerdos en la fase de acabado tenía mayor concentración de N fecal (P<0,01), N urinario (P<0,001) y N total (P<0,001) que los purines de los cerdos en la fase de crecimiento. La eficiencia de utilización de la proteína por los cerdos depende de la composición de la dieta, del estado fisiológico y la etapa de crecimiento de los animales.

El desarrollo de programas de alimentación que se adapten a las necesidades y a la utilización de N de acuerdo al estado de crecimiento del animal es una estrategia clave para minimizar la excreción de N (Dourmad y Jondreville, 2007). En un estudio realizado durante todo el periodo de engorde, Latimier y Dourmad (1993) observaron una reducción del N del purín de alrededor del 10% cuando se utilizaron diferentes tipos de dietas durante los periodos de crecimiento y acabado, en comparación con el empleo de una sola dieta durante ambos periodos. En este estudio, el modelo de excreción de N fue claramente afectado por la etapa de crecimiento de los cerdos. Durante la fase de acabado, hubo un mayor consumo de N comparado con la fase de crecimiento (53,64 vs 38,41 g/día, P<0,001), siendo también la excreción total y la retención de N (g/d) mayores (P<0,001) en acabado que en la fase de crecimiento, dando lugar a una ratio N retenido/N ingerido similar para ambas fases (0,42 y 0,43 para acabado y crecimiento, respectivamente, P<0,05).

Otros estudios han demostrado que el porcentaje de retención de N está inversamente relacionado con el nivel de PB de la dieta cuando hay un exceso de proteína o un desequilibrio de aminoácidos. Así, Canh et al. (1998a) mostraron que el porcentaje de retención de N aumentó de 39,1% a 42,4% cuando la PB de la dieta disminuyó de 165 a 145 g/kg. De manera similar, O'Shea et al. (2009) observaron que el porcentaje de retención de N aumentó de 39,5% a 53,2% cuando la PB de la dieta disminuyó de 200 a 150 g/kg. 

En nuestro estudio, el ratio N retenido/N ingerido fue similar en las fases de crecimiento y acabado. Esto sugiere que tanto los niveles de proteína como de aminoácidos de estas dietas estaban muy próximos a los requerimientos de los animales en ambas fases. En este sentido, Dourmad y Jondreville (2007) destacaron la importancia de las estrategias de alimentación ajustando al máximo el aporte de nutrientes a las necesidades del animal, como vía para reducir al máximo la excreción de N. Esta estrategia se basa en la alimentación multifase combinada con un perfecto equilibrio entre los aminoácidos esenciales y la optimización de la oferta de aminoácidos no esenciales, incluso mediante el uso de sistemas de formulación informatizados, que permiten adaptar la composición de la dieta de forma diaria o semanal.
Tabla III.1.2 Efecto de la concentración de proteína bruta de la dieta sobre el balance de nitrógeno en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1
	
	Fuentes de variación2

	
	C
	M
	B
	s.e.3
	
	C
	M
	B
	s.e.
	
	Dieta
	Fase
	D x F

	Consumo (kg MS/d)
	1,30
	1,40
	1,35
	0,05
	
	2,00
	1,93
	2,02
	0,03
	
	ns
	***
	ns

	Nitrógeno ingerido (g/d)4
	40,7
	39,4
	35,0
	1,50
	
	55,7a
	53,7ab
	51,3b
	0,88
	
	*
	***
	ns

	Excreción de nitrógeno
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Excreción N fecal (g/d)
	5,72ab
	6,17a
	5,01b
	0,20
	
	6,31
	7,45
	6,38
	0,19
	
	*
	**
	ns

	Excreción N urinaria (g/d)4
	20,2a
	14,3b
	14,4b
	0,84
	
	26,5
	24,8
	21,6
	0,83
	
	*
	***
	ns

	Excreción N total (g/d)4
	26,5a
	20,3b
	19,3b
	0,82
	
	32,8
	32,2
	28,0
	0,83
	
	*
	***
	ns

	N excretado/consumo (g/kg)5
	18,9a
	15,3b
	14,4b
	0,69
	
	16,5a
	15,5ab
	14,3b
	0,41
	
	***
	ns
	ns

	Retención de nitrógeno
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	N retenido (%)
	39,3
	45,3
	44,4
	1,77
	
	40,5
	43,8
	43,6
	1,50
	
	ns
	ns
	ns

	N retenido (g/d)
	15,7
	18,0
	15,9
	0,89
	
	22,6
	23,5
	22,7
	0,80
	
	ns
	***
	ns

	N retenido/N ingerido (g/g)
	0,39
	   0,45
	0,45
	0,01
	
	0,40
	0,43
	   0,44
	0,01
	
	ns
	ns
	ns


1 Dietas: C: Control, dieta con elevado contenido en proteína, M: dieta con contenido medio en proteína, B: dieta con bajo contenido en proteína.

2 Nivel de significación: ns: P >0,05; * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3 Error estándar de la media, n=8 réplicas por tratamiento.

4,5 Efecto lineal de la concentración de proteína bruta para el factor dieta (P<0,05) y (P<0,001), respectivamente.

a,b Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

Estudio de la emisión in vitro de NH3

Los efectos del nivel de PB en la dieta sobre la cantidad de purín, su concentración de N y la emisión in vitro de NH3 en las fases de crecimiento y acabado se muestran en la Tabla III.1.3. La PB de la dieta no afectó (P>0,05) la cantidad de purín. En nuestra prueba, el agua estaba disponible ad libitum y su consumo no fue controlado de forma individual. Otros estudios han demostrado que la reducción de la PB de la dieta reduce el consumo de agua (Pfeiffer et al., 1995) y, en consecuencia, la cantidad de purín por animal (Portejoie et al., 2004). Sin embargo, los primeros autores utilizaron dietas con un contenido en PB entre 145 y 250 g/kg, y los segundos entre 120 y 200 g/kg, niveles mucho mayores que los utilizados en nuestro experimento. 


En nuestro estudio, el nivel de PB no afectó a la cantidad de N en el purín ni el ratio heces:orina. Sin embargo, el purín de los cerdos en la fase de crecimiento presentó menor cantidad de N que el de los cerdos en la fase de acabado (4,47 vs 6,84 mg N/g purín fresco, P<0,01). Durante el estudio in vitro de los purines, la emisión de N-NH3 se vio afectada (P<0,05) por la fase, pero no por el nivel de PB de la dieta (P>0,05). Así, al final de las 240 h de incubación, el purín de los cerdos en la fase de crecimiento emitió menos N-NH3 que el purín de los cerdos de acabado (68,6 vs 83,5 mg/g N ingerido, 52,5 vs 86,6 mg/kg purín fresco y 263,7 vs 447,8 mg/cerdo y día). Además, en la fase de crecimiento, el ratio N-NH3:N excretado fue menor en las dietas con el nivel más bajo de PB. 


El N excretado por la orina se encuentra principalmente en forma de urea, que es hidrolizada en un espacio relativamente corto de tiempo por la ureasa presente en las heces, liberando amoniaco (Van der Peet-Schwering et al., 1999). Estudios anteriores han demostrado que una disminución en la PB de la dieta disminuye significativamente la excreción de NH3 en los purines. Así, Portejoie et al. (2004) observaron una reducción en la emisión de NH3, medida in vitro, del 76% cuando la PB de la dieta se redujo de 200 a 120 g/kg; también Le et al. (2008) obtuvieron resultados similares in vitro, mostrando que la reducción de la PB de la dieta de 180 a 120 g/kg suponía una reducción de la emisión de NH3 del purín en un 62,4%. Además, después de medir el NH3 en el aire en granjas de cerdos con medidores Drager, Leek et al. (2007) llegaron a la conclusión de que la emisión de NH3 se relaciona linealmente con la concentración de PB, tras disminuir la PB de la dieta de 210 a 130 g/kg. Sin embargo, estos autores en un estudio in vitro utilizando las mismas dietas, observan que la concentración de PB de la dieta no tuvo efecto sobre la emisión de NH3 durante las 240 h de almacenamiento.

En general, la mayoría de los trabajos publicados aplican reducciones muy grandes en el nivel de proteína en el pienso (del orden de 60 a 80 g PB/kg), mientras que en nuestras dietas, la diferencia máxima en el contenido de PB fue 29 g/kg para la fase de crecimiento y 13 g/kg para acabado. Por ello, en la fase de crecimiento hemos observado una reducción (cuantitativa pero no significativa) de la emisión de NH3 del 22,9% en términos de miligramos de N por kilogramo de purín y 13% como miligramo de NH3 por cerdo y día. En un estudio in vitro con un contenido de PB en los piensos de 150, 120, 90 y 60 g/kg y empleando detectores Gastec (Kanagana, Japón) para medir el NH3, Otto et al. (2003a) encontraron que las emisiones de NH3 disminuyeron en aproximadamente un 16% por cada punto porcentual de reducción de PB de 150 a 90 g/kg. Sin embargo, no se observó tal disminución cuando la proteína disminuyó de 90 a 60 g/kg. Por lo tanto, concluyeron que la reducción de la emisión de NH3 fue lineal con la disminución en la proteína de la dieta aunque solamente dentro de un rango de consumo de PB en el que el nivel de N no habría sido ajustado al máximo. Estos mismos autores, en otro estudio (Otto et al., 2003b), observaron una reducción en la excreción total de N cuando la PB de la dieta se redujo de 90 a 60g/kg debida a la reducción del N fecal, por lo que el impacto sobre las emisiones de NH3 fue mínimo. 

En nuestro estudio in vitro, el purín de los cerdos durante la fase de crecimiento emitió una cantidad menor de N que durante la fase de acabado (4,47 vs 6,84 mg N/g purín fresco, respectivamente), lo que resulta en una mayor emisión de NH3 durante la segunda fase. Leek et al. (2007) observaron que la emisión de NH3 estaba relacionada con la concentración de N Kjeldahl total de los purines y, a pesar de que la emisión de NH3 se relaciona linealmente con la concentración de PB de la dieta, cuando el contenido en N Kjeldahl total del purín se incluyó en el análisis de regresión aumentó la exactitud de la predicción. Esto sugiere que el N total del purín debe ser considerado cuando se evalúa el impacto de la concentración de PB sobre la emisión de NH3.

Tabla III.1.3 Efecto de la concentración de proteína bruta de la dieta sobre el contenido de nitrógeno en el purín y la emisión de amoniaco in vitro durante las fases de crecimiento y acabado
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1
	
	Fuentes de variación2

	
	C
	M
	B
	s.e.3
	
	C
	M
	B
	s.e.
	
	Dieta
	Fase
	D x F

	Cantidad de purín producido (g/d)
	4,503
	5.683
	5.053
	507
	
	4.894
	5.288
	5.598
	325
	
	ns
	ns
	ns

	mg N/g purín fresco
	4,75
	4,14
	4,53
	0,41
	
	7,48
	6,83
	6,21
	0,40
	
	ns
	**
	ns

	Ratio Heces:Orina (g/g fresco)
	0,12
	0,11
	0,15
	0,01
	
	0,18
	0,17
	0,16
	0,01
	
	ns
	*
	ns

	Emisión de Amoniaco
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	N-NH3 (mg/g N ingerido)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	          0-96h
	27,7
	26,4
	28,0
	2,25
	
	33,0
	30,6
	39,8
	1,40
	
	ns
	*
	ns

	          96-240h
	41,4
	41,0
	41,3
	2,30
	
	49,6
	48,8
	50,2
	2,90
	
	ns
	ns
	ns

	          0-240h
	69,2
	67,4
	69,3
	4,31
	
	82,6
	78,1
	90,0
	4,62
	
	ns
	*
	ns

	N-NH3 (mg/kg purín)
	62,5
	46,8
	48,1
	3,94
	
	94,1
	83,5
	82,6
	3,54
	
	ns
	***
	ns

	N-NH3 (mg/cerdo y d)
	281,7
	265,9
	243,5
	18,5
	
	460,8
	419,9
	462,8
	25,3
	
	ns
	***
	ns

	N-NH3:N ratio excreción (mg/g)
	14,2a
	14,1a
	10,3b
	0,42
	
	13,5
	12,8
	14,6
	1,40
	
	ns
	ns
	ns


1 Dietas: C: Control, dieta con elevado contenido en proteína, M: dieta con contenido medio en proteína, B: dieta con bajo contenido en proteína.

2 Nivel de significación: ns: P >0,05; * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3 Error estándar de la media, n=8 réplicas por tratamiento.

a,b Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

Composición del purín


El efecto del nivel de PB de la dieta sobre la concentración de AGV y pH del purín en las fases de crecimiento y acabado a las 0 y 240 h de incubación se presenta en la Tabla III.1.4. El nivel de PB no tuvo efecto (P<0,05) sobre estos parámetros, excepto sobre al ácido propiónico en la fase de crecimiento (P<0,001) y el pH en la fase de acabado (P<0,05), ambos a las 0 h de almacenamiento. Sin embargo, la fase tuvo un efecto sobre las proporciones de los diferentes ácidos. A 0 h en la fase de crecimiento, hubo una menor proporción de ácido isobutírico (P<0,05) y ácido isovalérico (P<0,05) y una mayor proporción de ácido valérico (P<0,05) que en la fase de acabado. A 240 h en la fase de crecimiento, se obtuvo una menor proporción de ácido acético (P<0,01), pero una proporción mayor de los ácidos propiónico (P<0,001) y butírico (P<0,01) que en la fase de acabado. 

En el purín, los AGV, especialmente los de cadena ramificada, son generados mediante la desaminación de aminoácidos por parte de bacterias anaeróbicas presentes en el tracto gastrointestinal y en las heces (Mackie et al., 1998). Por lo tanto, la reducción de concentraciones en la dieta de la PB y la disponibilidad de aminoácidos deberían reducir la disponibilidad de sustratos para la fermentación bacteriana. Le et al. (2008 y 2009) indicaron que la concentración total de AGV aumentó cuando se incrementó la PB de la dieta, lo que se atribuyó al elevado nivel de ácidos de cadena ramificada en el contenido total de AGV del purín, ya que estos AGV se producen por fermentación de proteínas. Sin embargo, en nuestro estudio, la producción total de AGV en las muestras de purín no se vio afectada por la concentración de PB de la dieta. Estos resultados coinciden con otros (Kerr et al., 2006; O'Shea et al., 2009) en los que no se observaron cambios en la concentración total de AGV en el purín cuando se redujeron los niveles de PB de la dieta desde 145 hasta 125 g/kg o de 200 a 150 g/kg, respectivamente. Por otra parte, existen estudios que muestran un aumento de los AGV tras una reducción en la concentración de PB de la dieta, efecto observado por Otto et al., (2003a) cuando utilizó una dieta basada en maíz y harina de soja, en la que redujo el nivel de PB y subió la cantidad de maíz, atribuyendo este resultado a la mayor proporción de hidratos de carbono solubles disponibles por la microflora intestinal.
Tabla III.1.4 Efecto de la concentración de la proteína bruta de la dieta sobre la producción in vitro de ácidos grasos volátiles y el pH del purín en las fases de crecimiento y acabado a 0 y 240 h de incubación
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1
	
	Fuentes de variación2

	Purín 0 horas
	C
	M
	B
	s.e.3
	
	C
	   M
	B
	s.e.
	
	Dieta
	 Fase
	D x F

	Ácidos grasos volátiles totales (mmol/l)
	17,6
	20,0
	24,8
	1,84
	
	24,1
	23,6
	21,9
	1,30
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido acético (%)
	79,5
	80,1
	82,3
	0,44
	
	80,7
	80,7
	82,0
	0,60
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido propiónico (%)
	15,7a
	15,2a
	13,1b
	0,28
	
	14,2
	14,4
	13,3
	0,52
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido isobutírico (%)
	1,67
	1,53
	1,46
	0,06
	
	1,80
	1,78
	1,64
	0,04
	
	ns
	*
	ns

	    Ácido butírico (%)
	1,45
	1,49
	1,52
	0,12
	
	1,49
	1,38
	1,39
	0,06
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido isovalérico (%)
	1,26
	1,10
	1,06
	0,05
	
	1,37
	1,35
	1,21
	0,04
	
	ns
	*
	ns

	    Ácido valérico (%)
	0,37
	0,41
	0,36
	0,02
	
	0,32
	0,34
	0,28
	0,01
	
	ns
	*
	ns

	Ratio ácido acético:propiónico
	5,23b
	5,42b
	6,47a
	0,14
	
	5,86
	5,89
	6,52
	0,30
	
	ns
	ns
	ns

	pH 
	7,18
	7,12
	7,28
	0,08
	
	7,98ab
	7,69b
	8,10a
	0,05
	
	ns
	***
	ns

	Purín 240 horas 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ácidos grasos volátiles totales (mmol/l)
	47,1
	48,4
	52,1
	3,58
	
	68,3
	62,4
	54,3
	5,05
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido acético (%)
	81,1
	78,5
	80,3
	0,57
	
	83,5
	83,6
	83,2
	0,55
	
	ns
	**
	ns

	    Ácido propiónico (%)
	9,29
	11,5
	10,0
	0,55
	
	7,49
	7,89
	8,24
	0,28
	
	ns
	***
	ns

	    Ácido isobutírico (%)
	1,70
	1,66
	1,76
	0,07
	
	1,71
	1,65
	1,56
	0,06
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido butírico (%)
	4,10
	4,64
	4,46
	0,31
	
	3,45
	3,25
	3,30
	0,10
	
	ns
	**
	ns

	    Ácido isovalérico (%)
	3,08
	2,75
	2,71
	0,15
	
	3,39
	3,09
	2,91
	0,13
	
	ns
	ns
	ns

	    Ácido valérico (%)
	0,64
	0,79
	0,66
	0,06
	
	0,44
	0,50
	0,63
	0,10
	
	ns
	ns
	ns

	Ratio ácido acético:propiónico
	9,27
	7,18
	9,04
	0,63
	
	11,3
	10,9
	10,6
	0,49
	
	ns
	**
	ns

	pH 
	9,01
	8,64
	8,71
	0,07
	
	9,00
	8,97
	8,97
	0,02
	
	ns
	*
	ns


1 Dietas: C: Control, dieta con elevado contenido en proteína, M: dieta con contenido medio en proteína, B: dieta con bajo contenido en proteína.

2  Nivel de significación: ns: P >0,05; * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3 Error estándar de la media, n=8 réplicas por tratamiento.
a,b Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

La producción de AGV por la fermentación microbiana depende de múltiples factores, como de los niveles de PB, la estructura de la flora microbiana, la tasa de renovación de las células epiteliales del intestino, el pH, la composición de hidratos de carbono del pienso y del grado de dilución del purín (Kerr et al., 2006). En nuestro trabajo, los ácidos de cadena corta lineal, como el acético, propiónico y butírico, predominaron en el total de AGV, comprendiendo más del 91% del total de ácidos grasos volátiles en el purín, mientras que los ácidos de cadena ramificada, tales como isovalérico e isobutírico, contribuyeron mínimamente, lo que confirma los hallazgos de O'Connell et al. (2006), Pierce et al. (2006), Lynch et al. (2009) y O'Shea et al. (2009). Sin embargo, cuando se estudiaron los AGV de acuerdo a la fase de engorde, los de cadena ramificada (ácidos isobutírico e isovalérico) mostraron niveles más altos en la fase de acabado a las 0 h. Los cerdos durante la fase de acabado ingirieron más cantidad de N que durante la fase de crecimiento, lo que resultó en una mayor cantidad de N en el purín a las 0 h (Tabla III.1.3), esto podría contribuir a una mayor cantidad de sustratos para la fermentación proteica microbiana en el intestino grueso. El nivel total de AGV fue mayor en el purín a las 240 h que en el de las 0 h, esta evolución coincide con los resultados obtenidos in vitro por Canh et al. (1998b) y O'Shea et al. (2009), con unas condiciones de incubación del purín similares a las nuestras. Las incubaciones in vitro reproducen las dos condiciones que se producen en el foso de purines de una granja típica (Moller et al., 2004; Gilarranz et al., 2007): un ambiente aeróbico en la superficie y un ambiente anaeróbico en profundidad, donde pueden continuar los procesos de fermentación microbiana, produciendo AGV.

El purín en la fase de acabado presentó un mayor nivel de ácido acético y menor nivel de ácido propiónico (mayor ratio acético:propiónico en la fase de acabado). Sin embargo, el ratio acético:propiónico no se vio afectado por la PB de la dieta. Un resultado similar obtuvo Lynch et al. (2009), quienes no encontraron diferencias en la proporción acético:propiónico del purín de cerdos alimentados con diferentes cantidades de PB (200 y 160 g/kg). 

El pH fue mayor en el purín de la fase de acabado a las 0 h (7,19 en crecimiento vs 7,92 en acabado, P<0,001) y a las 240 h (8,78 en crecimiento vs 8,98 en acabado P<0,05). Así, este aumento en el pH del purín en la fase de acabado podría ser responsable de la mayor emisión de NH3 (Tabla III.1.3). Canh et al. (1998b) observaron que el patrón de pH del purín durante 7 días era paralelo al patrón de la emisiones de NH3 y que las emisiones de NH3 se vieron fuertemente afectadas por el pH del purín. El aumento de pH del purín es de gran importancia para la volatilización de NH3 en los purines (Sommer y Husted, 1995), esta relación existe porque el pH del purín determina el equilibrio entre el NH3 volátil y el amonio no volátil. A valores altos de pH, este equilibrio se inclina hacia el NH3, favoreciendo las emisiones de NH3. Por lo tanto, nuestros resultados están de acuerdo con los de Canh et al. (1998b), quienes señalaron mayor emisión de NH3, cantidades más altas de N y valores más altos de pH en el purín durante la fase de acabado.


Los efectos de la concentración de PB de la dieta sobre las características contaminantes (CE, ST, SV, DQO, DBO5 y N-NH4) del purín a 240 h en las fases de crecimiento y acabado se muestran en la Tabla III.1.5. La concentración PB de la dieta no tuvo efecto (P<0,05) sobre las características contaminantes del purín, excepto en el nitrógeno en forma de amonio del purín (N-NH4). A medida que la concentración de PB de la dieta disminuyó, el N-NH4 en el purín se redujo linealmente (P<0,05), coincidiendo con los resultados de Canh et al. (1998a) y Le et al. (2008 y 2009). En el último trabajo mencionado, Le et al. (2009) mostraron que la reducción de PB de la dieta 150 a 120 g/kg disminuyó la concentración de amonio en el purín de la fase de acabado en un 23,8%, y la concentración de N total en un 27,4%. En nuestro estudio, un efecto similar se observó durante todo el periodo de engorde. Una reducción de la PB en la dieta de 9 ó 21 g/kg resultó en una disminución del N-NH4 del purín del 20,3% y 28,4%, respectivamente, a las 240 h. 


El purín en la fase de crecimiento presentó menor (P<0,001) CE, ST, SV, DQO, DBO5 y N-NH4 que el purín en la fase de acabado.
Tabla III.1.5 Efecto de la concentración de proteína bruta de la dieta sobre la conductividad eléctrica, sólidos volátiles y totales, DQO, DBO5 y N- NH4 del purín a 240 h de incubación in vitro en las fases de crecimiento y acabado
	
	
Crecimiento1

	
	Acabado1
	
	Fuentes de variación2

	
	C
	M
	B
	s.e.3
	
	C
	M
	B
	s.e.
	
	Dieta
	Fase
	DietaxFase

	Conductividad (mS/cm)
	19,4
	16,9
	17,1
	0,75
	
	25,2
	23,1
	21,9
	0,78
	
	ns
	***
	ns

	Sólidos totales (g/l)
	34,5
	32,0
	35,3
	2,59
	
	56,0
	49,0
	45,3
	3,62
	
	ns
	**
	ns

	Sólidos volátiles (g/l)
	23,4
	21,4
	24,2
	2,04
	
	39,3
	33,9
	31,0
	2,93
	
	ns
	**
	ns

	DQO (mg O2/l)
	29.500
	25.722
	28.602
	2.030
	
	68.875
	54.650
	57.500
	5.008
	
	ns
	***
	ns

	DBO5 (mg O2/l)
	11.992
	10.312
	12.148
	995
	
	28.867
	26.484
	24.531
	1.430
	
	ns
	***
	ns

	N-NH4 (mg/ml)4
	3,09
	2,62
	2,58
	0,07
	
	5,20
	4,39
	3,90
	0,29
	
	*
	***
	ns


1 Dietas: C: Control, dieta con elevado contenido en proteína, M: dieta con contenido medio en proteína, B: dieta con bajo contenido en proteína.

2  Nivel de significación: ns: P >0,05; * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3 Error estándar de la media, n=8 réplicas por tratamiento.

4 Efecto lineal de la concentración de proteína bruta (P<0,05).


Algunos estudios han observado una relación positiva entre la CE y la concentración de N-NH3 (Provolo Martínez-Suller, 2007) y entre la CE y la concentración de ST y SV del purín (Suresh et al., 2009). Los resultados obtenidos en cuanto a las características contaminantes del purín en nuestro estudio son similares a los obtenidos previamente en diferentes países europeos por Scotford et al. (1998) y en la zona del mediterráneo por Moral et al. (2008). Estos últimos autores mostraron que los purines de cerdos en fase de acabado tienen una conductividad eléctrica y carga orgánica (DBO5 y DQO) más elevadas que las de otras etapas de producción, como en gestación, lactación y destete. Esto significaría una mayor concentración de nutrientes en los purines de cerdos de engorde y por lo tanto mayor potencial de contaminación ambiental.


En conclusión, la reducción del nivel de proteína de la dieta en un margen estrecho y dentro de los niveles comerciales y los recomendados por el BREF, siempre y cuando se complemente con aminoácidos esenciales para satisfacer los requerimientos de los animales, reduce la excreción de N urinario y N total en los purines de los cerdos en crecimiento y acabado. El purín de los cerdos en la fase de acabado es potencialmente más contaminante para el medio ambiente que el de los cerdos en la fase de crecimiento, debido a su mayor concentración de ST, SV, DQO, DBO5 y N-NH4.
III.2. CAPÍTULO DOS

Efecto de la reducción del nivel de proteína en el pienso sobre el crecimiento, las características de la canal y la emisión de amoniaco de cerdos en fase de cebo 

Resumen 

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la reducción del nivel de proteína (PB) en el pienso de cerdos sobre el crecimiento, características de la canal y la emisión de amoniaco en el cebo de machos castrados y hembras. Se formularon tres dietas para cada una de las fases de cebo (crecimiento y acabado). Una dieta control (C) con 160 y 155 g de PB/kg para crecimiento y acabado respectivamente, una dieta de nivel medio (M) y una dieta de nivel bajo (B) con 10 y 20 g PB/kg menos que la dieta control, respectivamente. Todas las dietas fueron suplementadas con aminoácidos sintéticos de acuerdo al concepto de “proteína ideal”. Los animales, machos castrados (90) y hembras (90), se distribuyeron de acuerdo a su peso corporal y sexo en lotes homogéneos, y se alojaron en tres naves idénticas con ventilación manual. La emisión de amoniaco se calculó sobre los últimos 6 días del periodo de acabado, teniendo en cuenta la tasa de ventilación y las concentraciones de amoniaco, interior y exterior, de las naves. 


No se observaron efectos significativos de la dieta sobre el rendimiento de los animales. En el periodo de acabado, los machos fueron más pesados (P<0,001) y tuvieron mayor ganancia media diaria (GMD) (P<0,01) y consumo medio diario (CMD) (P<0,01) que las hembras. Los animales alimentados con la dieta B tuvieron mayor espesor de tocino dorsal (ETD) que los alimentados con las otras dietas en el periodo de crecimiento (P<0,05). El ETD fue mayor (P<0,01) en machos castrados que en las hembras en ambas fases. El espesor del magro dorsal (EMD) fue menor en los cerdos alimentados con la dieta B en la etapa de acabado. El EMD no se vio afectado (P>0,05) por el sexo. El promedio de las emisiones de amoniaco durante los últimos seis días fue de 117,7, 94,2 y 85,5 mg NH3/kg animal y día para los cerdos alimentados con las dietas C, M y B, respectivamente.

Se concluye que, una reducción en la PB de la dieta de 10 g/kg, acompañada por la suplementación con AA sintéticos, reduce la emisión de NH3 en un 19,9% sin efectos perjudiciales sobre el crecimiento y características de la canal, y una reducción de 20 g/kg supone una disminución de la emisión de NH3 del 27,3% sin efectos perjudiciales sobre el crecimiento, aunque el EMD fue menor en el momento del sacrificio.

Introducción


La producción intensiva de cerdos conlleva una importante liberación de contaminantes ambientales, siendo el amoniaco (NH3) uno de los más importantes (Zanh et al., 1997). Los datos disponibles indican que el nivel de PB de la dieta suministrada a los animales tiene un claro efecto sobre las emisiones de NH3 del purín excretado. En efecto, en cerdos, alrededor del 60% al 70% del nitrógeno de la dieta se excreta en las heces y la orina (Dourmad et al., 1999). El nitrógeno excretado por las heces se incorpora principalmente a la proteína bacteriana, que es menos susceptible de una rápida descomposición, pero el nitrógeno excretado por la orina se encuentra, mayoritariamente, en forma de urea, la cual es hidrolizada y catalizada por la ureasa presente en las heces en dióxido de carbono y amoniaco (Van der Peet -Schwering et al., 1999). La reducción de la PB en dietas para cerdos puede reducir la excreción de nitrógeno en el estiércol, principalmente debido a la disminución de la excreción de nitrógeno en la orina (Canh et al., 1998a; Hernández et al., 2011). Varios investigadores han tratado de disminuir la emisión de NH3 mediante la reducción de la PB de la dieta. Así, O'Connell et al. (2006) observaron una disminución de las emisiones de NH3 de los purines de los cerdos alimentados con una concentración de PB de 160 g/kg en la dieta en comparación con 220 g/kg. Hayes et al. (2004), Portejoie et al. (2004) y Le et al. (2009) observaron que las emisiones de amoniaco del estiércol se pueden reducir disminuyendo PB de la dieta de 220 a 130 g/kg, de 200 a 120 g/ kg y de 180 a 120 g/kg, respectivamente. Se debe mencionar que en los estudios anteriores los intervalos de proteína estudiada fueron amplios, lo cual significa que se ha aplicado una alta reducción del nivel de N en la dieta para obtener una bajada en la excreción de N. Sin embargo, la excreción de nitrógeno debe ser reducida mediante la aproximación al máximo, del contenido en proteína/aminoácidos de las dietas con las necesidades del animal, en un rango de proteína próximo al utilizado comercialmente.

El uso de dietas bajas en PB, aunque se complementen con aminoácidos (AA), podrían tener una eficacia limitada debido a su impacto potencial sobre el crecimiento y características de la canal. En la práctica, los esfuerzos para reducir las emisiones de NH3 se deben equilibrar con el rendimiento del animal a la hora de determinar las concentraciones óptimas de PB de la dieta (Panetta et al., 2006). En este sentido, en la bibliografía disponible, no hay unanimidad acerca del efecto de la reducción del nivel de proteína en los piensos sobre los parámetros productivos y las características de la canal de los cerdos (Tuitoek et al., 1997; Gómez et al., 2002; Carpenter et al., 2004). Además, los requerimientos proteicos de los animales se ven afectados por múltiples factores, lo que hace muy complicado establecer niveles fijos de PB en piensos. Así, numerosos autores han demostrado que machos castrados y hembras tienen diferentes requerimientos de aminoácidos, por lo que el efecto de la reducción en la PB de la dieta sobre el rendimiento y las características de la canal pueden diferir (Cromwell et al., 1993; Hansen y Lewis, 1993; Friesen et al., 1994; Chen et al., 1999). En cualquier caso, la mayoría de estos estudios se han realizado con cerdos del mismo sexo y/o aplicando grandes reducciones en los niveles de PB en la dieta. Por ello, se necesitan más estudios para comprender mejor el efecto que las dietas con bajos niveles de proteína y suplementadas con AA puedan tener sobre el crecimiento y las características de la canal de machos castrados y hembras. 


Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la reducción del nivel de PB en 10 g/kg y 20 g/kg en los piensos con un nivel proteico utilizado habitualmente en la industria del cerdo sobre el rendimiento productivo, características de la canal y la emisión de amoniaco en el cebo de machos castrados y hembras.
Material y métodos 

Todos los procedimientos experimentales que se describen en esta investigación cumplen con las directrices españolas para el cuidado y uso de animales con fines científicos que estaban vigentes durante el periodo experimental (Boletín Oficial del Estado, 2005).
Dietas 


En este experimento se utilizaron tres dietas con diferentes niveles de proteína bruta durante las dos fases de engorde: crecimiento y acabado. Se formuló una dieta control (C) con 160 y 155 g PB/kg para el periodo de crecimiento y acabado, respectivamente, una dieta con nivel medio de PB (M) con 10 g PB/kg menos que el control para los periodos de crecimiento (150 g PB/kg) y acabado (145 g PB/kg), y una dieta de nivel bajo (B) con 20 g PB/kg menos que el control para los periodos de crecimiento (140 g PB/kg) y acabado (135 g PB/kg). Las composiciones de los seis piensos granulados se muestran en la Tabla III.2.1. Las dietas fueron formuladas en base al concepto de “proteína ideal” de acuerdo a las recomendaciones de la Fundación Española para el Desarrollo de la Nutrición Animal (FEDNA, 2006) y equilibrado con AA sintéticos (lisina, metionina, treonina y triptófano). Se analizó la composición en AA de las dietas experimentales, la cual se muestra en la Tabla III.2.2. Todas las dietas fueron formuladas para ser isoenergéticas (13,5 MJ EM/kg) y con una proporción lisina digestible: EM similar en todas las dietas, para cada fase.
Animales y diseño experimental


Los animales estudiados fueron machos castrados (n = 90) y hembras (n = 90), híbridos de Large White x Landrace, con un peso vivo medio inicial (PI) de 23,31 ± 0,45 kg. Se agruparon por peso y sexo, y se les asignó al azar cada uno de los tratamientos. Los cerdos fueron alojados en tres naves con ventilación manual. La naves eran idénticas y separadas totalmente, cada una dividida en cuatro corrales, con suelo parcialmente enrejillado. Las tres naves se encontraban situadas en paralelo, una junto a otra, con una orientación del eje longitudinal este-oeste. Cada una tenía una fosa de estiércol individual que se vació antes de introducir los cerdos en los corrales. La fosa no se vació durante el periodo de cebo de los cerdos. Las tres naves tenían sistemas de ventilación manual idénticos, con dos ventanas, una en cada frontón este y oeste, respectivamente, las cuales se abrieron y cerraron manualmente, siempre por igual en los tres departamentos. 


A cada nave se le asignó uno de los tres tratamientos (C, M, B). Había cuatro replicas (corrales) por tratamiento (dos de machos castrados y dos de hembras). Cada replica contenía 15 cerdos por corral (0,97 m2/cerdo). El alimento y el agua se proporcionaron ad libitum. 


Al comienzo del experimento y al final de cada periodo (crecimiento y acabado) se pesaron los animales para determinar el peso vivo (PV) y ganancia media diaria (GMD). El consumo de alimento fue controlado diariamente para determinar el consumo medio diario de alimento (CMD) por corral y el índice de transformación (IT). Cuando los cerdos llegaron a los 55 kg de PV se realizó el cambio a las dietas de acabado. La mortalidad fue controlada y las bajas se pesaron. Al final de cada periodo se midieron el espesor de tocino dorsal (ETD) y de magro dorsal (EMD) en todos los cerdos con un equipo de ultrasonido dotado de una sonda lineal VETKO PLUS, (Montreal, Quebec). Las medidas se tomaron a 6,5 cm de la línea media entre la 10ª y 11ª costilla con el fin de determinar cualquier cambio en las características de la canal.
Estudio de las emisiones de amoniaco


La emisión de NH3 se midió durante los últimos seis días de la etapa de acabado, teniendo en cuenta la tasa de ventilación y la concentración de NH3 en el aire interior y exterior de las naves. El caudal de ventilación se estimó de acuerdo a la Comisión Internacional de Ingeniería Agrícola (CIGR, 2002) a partir de un balance de dióxido de carbono (CO2) en la nave. La tasa de ventilación (TV) se calculó mediante la ecuación siguiente: 

TV (m3/h) por unidad de producción de calor  =  
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La tasa de ventilación se define como la relación de la producción de CO2 (PCO2) por unidad de producción de calor (UPC) respecto a la diferencia de concentración del CO2 entre el interior y el exterior (ppm). En nuestro estudio se estimó la PCO2 por UPC siguiendo la relación indicada por Pedersen et al. (2008) de 0,201 m3/h por UPC como promedio de la producción de CO2 en un cebadero. El número de UPC en cada nave se calculó de acuerdo con la CIGR (2002) con las ecuaciones para cerdos, a partir del número de animales, el peso y el consumo de alimento. Posteriormente, se ajustó por la temperatura interior. Además, la producción de CO2 se ajustó para la actividad animal diurna que se calculó mediante la ecuación sinusoidal propuesta por la CIGR (2002). 


En cada nave, la temperatura, y las concentraciones de CO2 y NH3 se monitorizaron de forma continua con una sonda de temperatura (HOBO RH/Temp, Pocasset, MA) y medidor de gases (X-am 7000 de Dräger, Pittsburg, PA), ubicados dentro y fuera del edificio. El medidor de gas en el interior de la nave se colocó a 1,5 m sobre el suelo en la mitad de la nave, realizándose un registro de datos cada diez minutos. Con las mediciones grabadas, se generó un conjunto de datos con medias horarias y diarias. Los medidores de gases estaban equipados con sensores infrarrojos específicos de CO2 (Dräger SensorIinteligente IR CO2; rango de 0 a 50.000 ppm) y un sensor catalítico específico para NH3 (Dräger Sensor XS NH3; rango de 0 a 200 ppm). Los sensores fueron calibrados al comienzo de la prueba por el proveedor (Dräger).
Análisis de las muestras 

La materia seca (MS) y la proteína bruta en piensos se analizaron por duplicado en una muestra representativa de las dietas de acuerdo a los procedimientos de la AOAC (2005). Se determinó el contenido en aminoácidos (AA) por hidrólisis con HCl 6 N durante 22 horas a 112 ± 2°C en tubos de vidrio bajo una atmósfera de nitrógeno. Se analizaron la cistina y la metionina como ácido cisteico y metionina sulfona, respectivamente, por oxidación con ácido perfórmico durante 16 horas a 0°C (Llames y Fontaine, 1994). El triptófano no fue determinado. El contenido en AA fue separado por una columna de fase inversa de HPLC (Waters, Milford, MA) controlada por un sistema de Breeze 2 (Waters). Los hidrolizados se derivatizaron con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato para determinar los AA primarios. Los AA se separaron en un ACCQ.Tag Waters (3,9 x 150 mm). En cuanto a las fases móviles utilizadas fueron las siguientes: el disolvente A en una proporción de 1:10 (ACCQ, concentrado comercial de agua desionizada) y el disolvente B 60% (v/v) de solución de acetonitrilo El detector de fluorescencia se ajustó a una longitud de onda de excitación de 250 nm y una longitud de onda de emisión de 395 nm. El contenido en AA se cuantificó mediante la comparación del área del pico de las muestras con las de un patrón interno (α-aminobutírico).
Análisis estadístico 


Los datos recogidos para CMD, GMD, IT y peso vivo final de los periodos de crecimiento y acabado se analizaron mediante análisis de varianza utilizando el Modelo Lineal General (MLG) del software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 1997), siendo el corral la unidad experimental. El modelo estadístico incluyó los efectos fijos de los tratamientos dietéticos (control, medio y bajo), sexo (machos castrados o hembras) y la interacción entre la dieta y el sexo, y los datos fueron ajustados por el peso vivo inicial como covariable. Para el ETD y EMD se consideró el animal como la unidad experimental. Los datos fueron analizados utilizando el modelo mixto de SPSS (1997). El modelo estadístico incluyó los efectos fijos de la dieta (control, medio y bajo), sexo (machos castrados o hembras), la interacción entre la dieta y el sexo, el efecto aleatorio del corral y el peso vivo final de cada animal se utilizó como covariable. Además del efecto principal del tratamiento, se examinaron los efectos lineales y cuadráticos del nivel de PB. Cuando se encontraron diferencias significativas entre las medias de tratamiento, se utilizó el test de las mínimas diferencias significativas (Snedecor y Cochran, 1980). Un valor de P superior a 0,05 se considera no significativo, pero si el valor P se sitúa entre 0,05 y 0,1 se interpreta como una tendencia. 


Las variables de control ambiental se analizaron de forma descriptiva. Además, se utilizó un MLG para medidas repetidas de SPSS (1997) para las emisiones de amoniaco, con el tiempo como efecto intrasujetos y la dieta como efecto intersujetos.
Tabla III.2.1 Composición de las dietas experimentales en las fases de crecimiento y acabado (g/kg de materia fresca)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado2

	Ingredientes
	C
	M
	B
	
	C
	M
	B

	Cebada
	316,2
	348,3
	349,9
	
	163,2
	170,0
	170,0

	Maíz
	200,0
	200,0
	229,4
	
	250,0
	265,9
	264,9

	Trigo
	150,0
	150,0
	150,0
	
	250,0
	250,0
	260,0

	Harina de soja
	164,2
	131,4
	100,4
	
	132,6
	102,8
	56,8

	Guisantes
	100,9
	100,0
	100,0
	
	150,0
	150,0
	190,0

	Manteca de cerdo
	31,7
	30,6
	27,9
	
	22,2
	22,9
	19,4

	Melaza
	10,0
	10,0
	10,0
	
	10,0
	10,0
	10,0

	Carbonato cálcico
	9,5
	9,6
	9,7
	
	8,7
	12,9
	10,9

	Fosfato monocálcico 
	5,5
	5,7
	6,1
	
	2,9
	3,2
	3,3

	Sal
	4,0
	4,0
	4,0
	
	4,0
	4,0
	4,0

	L -Lisina, HCl
	3,0
	4,4
	5,8
	
	1,7
	3,0
	4,2

	Metionina OH 
	0,2
	0,6
	1,2
	
	0,2
	0,4
	0,8

	L -Treonina
	0,4
	0,8
	1,0
	
	0,2
	0,6
	1,0

	L -Triptófano
	--
	0,1
	0,2
	
	--
	0,06
	0,2

	Fitasa3
	1,0
	1,0
	1,0
	
	1,0
	1,0
	1,0

	Corrector vitamínico-mineral4
	    3,0
	  3,0
	   3,0
	
	3,0
	3,0
	    3,0

	Composición calculada 5

	PB 
	160,0
	150,0
	140,0
	
	155,0
	145,0
	135,0

	Fibra bruta
	 37,6
	 37,3
	 37,1
	
	36,4
	36,2
	 36,1

	EM (MJ/kg) 
	 13,5
	 13,5
	13,5
	
	 13,5
	13,5
	 13,5

	Aminoácidos digestibles a nivel ileal
	
	
	
	
	

	Lisina
	8,3
	8,3
	8,3
	
	7,4
	7,4
	7,4

	Metionina  
	2,3
	2,5
	2,6
	
	2,2
	2,2
	2,4

	Metionina+Cistina  
	4,7
	4,7
	4,7
	
	4,5
	4,4
	4,4

	Treonina
	5,2
	5,2
	5,2
	
	4,8
	4,8
	4,8

	Triptófano  
	1,5
	1,5
	1,5
	
	1,4
	1,3
	1,3

	Composición analizada (g/kg)

	Materia seca
	879,6
	880,8
	881,1
	
	878,3
	870,9
	876,6

	PB 
	171,9
	154,9
	142,7
	
	152,7
	151,1
	139,0


1 Dietas de la fase de crecimiento: C: dieta control, 160 g PB/kg, M: dieta con nivel medio de proteína, 150 g PB/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 140 g PB/kg.

2 Dietas de la fase de acabado: C: dieta control, 155 g CP/kg; M: dieta con nivel medio de proteína, 145 g CP/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 135 g CP/kg.

3 Setnazyme phytase, 500 FTU kg-1. Finase® Pc, AB Enzymes GmbH, Germany

4 El corrector vitamínico mineral aporta (por kg de pienso): 8.000 UI de vitamina A, 1.100 UI de vitamina D3, 25 UI de vitamina E, 1mg de vitamina K3, 1mg de vitamina B1, 3mg de vitamina B2, 1 mg de vitamina B6, 0,02 mg de vitamina B12, 17,5 g de ácido nicotinico, 10 mg de ácido pantoténico, 0,08 mg de biotina; 0,02 mg de ácido fólico, 50 mg de colina, 50 mg de Mn, 0,5 mg de I, 90 mg de Zn, 10 mg de Cu, 90 mg de Fe y 0,3 mg de Se.

5 De acuerdo con FEDNA (2003).
Tabla III.2.2 Contenido en aminoácidos totales de las dietas experimentales utilizadas en las fases de crecimiento y acabado (g/kg de materia fresca)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado2

	
	C
	M
	B
	
	C
	M
	B

	Alanina
	7,9
	7,2
	6,4
	
	7,0
	7,1
	6,7

	Arginina
	11,4
	10,1
	9,2
	
	9,9
	9,7
	9,5

	Ácido aspártico
	15,8
	13,0
	11,5
	
	13,6
	13,2
	12,7

	Cisteina
	2,6
	2,6
	2,3
	
	2,5
	2,4
	2,6

	Ácido Glutámico 
	34,0
	30,3
	27,3
	
	30,3
	31,7
	29,4

	Glicina
	7,4
	7,1
	5,9
	
	6,5
	6,5
	6,2

	Histidina
	5,1
	4,7
	4,4
	
	4,7
	4,7
	4,4

	Isoleucina
	7,4
	6,4
	5,8
	
	6,5
	6,5
	6,1

	Leucina
	13,1
	11,8
	10,8
	
	11,7
	11,8
	11,1

	Lisina
	10,4
	9,3
	9,0
	
	8,6
	9,0 
	9,4

	Metionina
	3,0
	2,9
	2,7
	
	2,8
	 2,8
	2,7

	Fenilalanina
	8,7
	8,0
	7,6
	
	7,7
	7,8
	7,2

	Prolina
	12,8
	12,6
	11,5
	
	11,4
	 11,5
	11,1

	Serina
	9,1
	8,2
	7,5
	
	7,9
	8,0
	7,6

	Treonina
	7,1
	7,0
	6,8
	
	6,2
	6,4
	6,3

	Tirosina
	5,1
	4,6
	4,3
	
	4,6
	4,6
	4,3

	Valina
	8,0
	7,1
	6,5
	
	7,2
	7,2
	6,8


1 Dietas de la fase de crecimiento: C: dieta control, 160 g PB/kg, M: dieta con nivel medio de proteína, 150 g PB/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 140 g PB/kg.

2 Dietas de la fase de acabado: C: dieta control, 155 g CP/kg; M: dieta con nivel medio de proteína, 145 g CP/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 135 g CP/kg.

Resultados 
Estudio del rendimiento y características de la canal 


Los efectos de los niveles de PB de la dieta y el sexo sobre el rendimiento en los periodos de crecimiento y acabado se muestran en la Tabla III.2.3. No se observaron efectos significativos del nivel de proteína en el pienso sobre los parámetros productivos medidos en ninguno de los dos periodos. Los machos castrados y las hembras tuvieron una GMD, CMD e IT similar en el periodo de crecimiento (P>0,05). Sin embargo, en el mismo periodo, el peso final tendió (P=0,05) a ser mayor en los machos castrados que en las hembras (60,1 vs 58,2 kg, respectivamente), y estas diferencias fueron confirmadas (P<0,001) en el periodo de acabado, donde los machos castrados fueron más pesados que las hembras (95,6 vs 89,7 kg, respectivamente). Además, en el periodo de acabado, los machos tuvieron mayor GMD (P<0,01) y CMD (P<0,01) que las hembras (0,92 vs 0,84 y 2,37 vs 2,12 kg de GMD y CMD para machos castrados y hembras, respectivamente), aunque el IT fue similar entre ambos sexos (P>0,05). 

Los efectos de los niveles de PB de la dieta y el sexo sobre las características de la canal en los dos periodos de engorde se muestran en la Tabla III.2.4. Los niveles de PB de la dieta afectaron linealmente al espesor de tocino dorsal en el periodo de crecimiento (P<0,01). Los cerdos alimentados con la dieta B tuvieron mayor ETD que los alimentados con las otras dietas (11,6, 10,1 y 10,3 mm para B, M y C, respectivamente, en las dietas del periodo de crecimiento). No hubo diferencias (P>0,05) en el espesor del magro dorsal entre los tres tratamientos en el periodo de crecimiento, pero en el periodo de acabado, los cerdos alimentados con la dieta baja en PB (B) tuvieron menor (P<0,05) EMD que los alimentados con la dieta M. Con respecto al sexo, el ETD de los machos fue mayor (P<0,01) que el de las hembras en los periodos de crecimiento (11,3 vs 10,0 mm) y acabado (17,6 vs 14,8 mm). El EMD no se vio afectado (P>0,05) por el sexo.
Tabla III.2.3 Efecto de los niveles de proteína bruta de la dieta y del sexo sobre los parámetros productivos en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado 
	
	Dietas1
	
	Sexo
	
	Fuentes de variación3

	Crecimiento
	C
	M
	B
	
	Machos
	Hembras
	s.e.2
	Dieta
	Sexo
	D x S

	GMD, kg
	0,74
	0,77
	0,73
	
	0,77
	0,73
	0,01
	ns
	ns
	ns

	CMD, kg
	1,41
	1,49
	1,43
	
	1,47
	1,41
	0,02
	ns
	ns
	ns

	IT, kg:kg
	1,89
	1,92
	1,94
	
	1,91
	1,92
	0,02
	ns
	ns
	ns

	PV final, kg
	59,3
	60,6
	57,4
	
	60,1
	58,2
	0,62
	ns
	†
	ns

	Acabado

	GMD, kg
	0,88
	0,90
	0,85
	
	0,92
	  0,84
	0,02
	ns
	**
	ns

	CMD, kg
	2,20
	2,32
	2,21
	
	2,37
	  2,12
	0,05
	ns
	**
	ns

	IT, kg:kg
	2,47
	2,55
	2,58
	
	2,56
	  2,51
	0,03
	ns
	ns
	ns

	PV final, kg
	92,2
	94,7
	91,0
	
	95,6
	  89,7
	0,70
	ns
	***
	ns


1 C: dieta Control; 160 y 155 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente. M: dieta con nivel medio de proteína, 150 y 145 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente. B: dieta con nivel bajo de proteína; 140 y 135 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente.

2 s.e. Error estándar de la media, n= 4 réplicas por dieta y 6 réplicas por sexo.

3 Nivel de significación: ns: P>0,05; †: 0,1>P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. 

Tabla III.2.4 Efecto del nivel de proteína bruta de la dieta y del sexo sobre las características de la canal en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado
	
	Dietas1
	
	Sexo
	
	Fuentes de variación3

	Crecimiento
	C
	M
	B
	
	Machos
	Hembras
	s.e.2
	Dieta
	Sexo
	D x S

	Espesor tocino4, mm
	10,3b
	  10,1 b
	  11,6 a
	
	11,3
	10,0
	0,04
	**
	**
	ns

	Espesor magro, mm
	38,0
	38,5
	37,7
	
	37,7
	38,5
	0,20
	ns
	ns
	ns

	Acabado

	Espesor tocino, mm
	15,9
	15,6
	17,2
	
	17,6
	14,8
	0,21
	ns 
	**
	ns

	Espesor magro5, mm
	  46,2ab
	47,6a
	44,9b
	
	46,2
	46,2
	0,36
	**
	ns
	ns


1 C: dieta Control; 160 y 155 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente. M: dieta con nivel medio de proteína, 150 y 145 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente. B: dieta con nivel bajo de proteína; 140 y 135 g PB/kg para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente.

2 s.e. Error estándar de la media. n = 30 animales por tratamiento y sexo

3 Probabilidad: ns: P > 0,05; * P < 0,05; ** P < 0,01
4 Efecto lineal del nivel de proteína para el factor dieta (P < 0,01)

5 Efecto cuadrático del nivel de proteína para el factor dieta (P < 0,01)

a,b Medias dentro de la misma fila con diferente superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).
Estudio de las emisiones de amoniaco 


La temperatura de la nave se mantuvo entre 16,3 y 20,7ºC durante los seis días de estudio. El promedio de la tasa de ventilación estimada fue de 42,4, 38,1 y 48,8 m3/h y cerdo para las naves con las dietas C, M y B, respectivamente. Las concentraciones medias diarias de NH3 (ppm) de los seis días estudiados en las tres naves se muestran en la Figura III.2.1. La concentración de NH3 en el interior de las naves fue afectada por el tiempo (P<0,01) y la dieta (P<0,01). A medida que pasaban los días de estudio, aumentaba la concentración de NH3. La nave de los cerdos alimentados con la dieta B tuvo menor concentración de NH3 que la de los cerdos alimentados con las dietas C y M. La media de las concentraciones de NH3 en el interior, durante los seis días para los tres tratamientos, fue 18,8, 14,2 y 10,3 ppm para las naves de los cerdos alimentados con las dietas C, M y B, respectivamente. Los datos de las emisiones de NH3 obtenidos mediante la combinación de concentración de NH3 y TV para cada nave se muestran en la Figura III.2.2. A excepción de dos días, según el análisis de medidas repetidas, la nave en la que los cerdos fueron alimentados con la dieta B tuvo una menor emisión de NH3 que la nave en la que los cerdos fueron alimentados con la dieta C (P<0,01). Asimismo, la nave con la dieta B tuvo la menor emisión total, 117,7, 94,2 y 85,5 mg NH3/kg cerdo y día para las dietas C, M y B, respectivamente, lo que dio lugar a una emisión de NH3 de 706, 565 y 513 mg NH3/kg cerdo para las dietas C, M y B, respectivamente, en el periodo controlado.
Figura III.2.1 Concentración de NH3 (ppm) obtenida durante el periodo estudiado con las dietas C (nivel alto proteína), M (nivel medio de proteína) y B (nivel bajo de proteína)
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Figura III.2.2 Emisión de amoniaco (mg/kg cerdo) obtenida durante el periodo estudiado con las dietas C (nivel alto proteína), M (nivel medio de proteína) y B (nivel bajo de proteína)
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Discusión
Rendimiento y características de la canal 

Las dietas bajas en PB formuladas para reducir la excreción de nitrógeno por los cerdos sólo serán aceptadas por los productores de ganado porcino si el rendimiento de los animales no se ve perjudicado. Las investigaciones previas en las cuales se compara el crecimiento de cerdos alimentados con dietas bajas en proteínas suplementadas con AA sintéticos muestran resultados contradictorios. Usando una población de cerdos machos y un amplio rango de valores de PB en la dieta, Carpenter et al. (2004) observaron que una disminución de la PB de la dieta de 207,5 a 150 g/kg no afectó a los parámetros productivos, pero una nueva reducción de 150 a 122,5 g/kg causó un deterioro en la GMD y el IT. De manera similar, Tuitoek et al. (1997) observaron que los índices productivos empeoraron durante el periodo de acabado, cuando la PB de la dieta se redujo desde 142 hasta 110 g/kg. Gómez et al. (2002) también observaron una reducción en el rendimiento de los animales cuando la PB de la dieta se reducía, desde 160 a 120 g/kg y de 140 a 100 g/kg en dietas suplementadas con AA sintéticos para las fases de crecimiento y acabado, respectivamente. Sin embargo, Kerr et al. (2003) observaron que los parámetros productivos en machos castrados no disminuían, cuando la PB de la dieta se redujo de 160 a 120 g/kg, si las dietas eran equilibradas con suplementos de AA sintéticos. Figueroa et al. (2002) en hembras y Le Bellego et al. (2002) en machos castrados, observaron resultados similares con la reducción de la PB en las dietas. 

En nuestro trabajo, las dietas con bajo nivel de PB formuladas en proteína ideal y suplementadas con AA sintéticos, no afectaron los parámetros productivos cuando la PB de la dieta disminuía de 160 a 140 y de 155 a 135 g/kg en los periodos de crecimiento y acabado, respectivamente. Estos datos concuerdan con los hallazgos de los autores anteriores, que redujeron la PB de la dieta en 40 g/kg. En nuestro caso, el rango de reducción fue de 10 ó 20 g/kg para las dietas M y B, respectivamente. Figueroa et al. (2002) mostraban que las dietas de hasta 120 g PB/kg no afectaban al rendimiento, pero contenidos de PB inferior a 120 g/kg lo disminuía, probablemente debido a que uno o más AA se convertían en limitantes en la dieta. 


Se ha discutido ampliamente una posible interacción entre el sexo y el nivel de PB de la dieta. Hansen y Lewis (1993) y Chen et al. (1999), con amplios rangos de proteína (de 230 a 110 g/kg y de 250 a 120 g/kg, respectivamente), indicaron que hembras y machos castrados diferían en su sensibilidad a la ingesta deficiente o excesiva de proteína, lo que refleja las diferentes necesidades de proteína de ambos sexos. De manera similar, Friesen et al. (1994) y Cromwell et al. (1993) mostraron que las cerdas requieren mayores niveles de proteína en la dieta que los machos castrados para maximizar eficientemente la ganancia.

Cuando en nuestra experiencia comparamos el rendimiento de machos castrados y hembras alimentados con dietas con niveles de PB de 160 a 135 g/kg no observamos interacción entre el sexo y la dieta. Esta disparidad entre nuestros resultados y los obtenidos en otros experimentos anteriores se puede relacionar con el hecho de que nosotros hemos usado unos niveles de PB en la dieta muy próximos a las necesidades de los animales, de manera que el CMD y la GMD no estuvieron afectados por los niveles de PB de la dieta. Sin embargo, Cromwell et al. (1993) en un estudio utilizando un nivel de PB en la dieta similar a los utilizados en nuestro trabajo, en machos castrados y hembras, observaron una interacción entre el sexo y la dieta. La razón de estas diferencias podría atribuirse a las diferentes condiciones experimentales, debido a que en su estudio, utilizaron cerdos de diferentes orígenes genéticos en el marco de una amplia gama de condiciones ambientales, mientras que el presente estudio se realizó en animales de orígenes genéticos idénticos y en idénticas condiciones. Entre las diferencias en los requerimientos de nutrientes entre sexos encontrada por estos autores, se encuentra la lisina, donde concluyen que un 0,6% en pienso es suficiente para satisfacer las necesidades de machos castrados pero no para cerdas de 50 a 110 kg PV. El nivel de lisina de los piensos de nuestro trabajo estaba por encima de este porcentaje, concretamente siempre fue superior al 0,86% y parecía ser suficiente para satisfacer las necesidades tanto de machos castrados como de hembras. A la vista de los resultados obtenidos parece ser que dietas con menos contenido en PB que las utilizadas comercialmente en la actualidad, podrían ser utilizadas en ambos sexos sin ningún efecto sobre los parámetros productivos.

Aunque en nuestro estudio no hubo interacción entre el sexo y el nivel de PB de la dieta para las variables referentes a parámetros productivos, hubo diferencias notables entre los sexos. Al final del estudio, los machos castrados tenían mayor IT, GMD y CMD que las hembras. Estos datos concuerdan con los resultados reportados por Cromwell et al. (1993) y Hinson et al. (2009), los cuales mostraron que los machos castrados aumentaban de peso de forma más rápida que las hembras, debido a que tenían mayor GMD y CMD, mientras que las hembras tienden a tener mayor eficiencia (IT) que los machos castrados. Sin embargo, en el presente trabajo no hubo efecto del sexo sobre el IT. Chen et al. (1999) observaron que la eficiencia de la alimentación no estuvo influenciada por el sexo en cerdos de 51 a 115 kg, (día 0 al 75 de estudio); sin embargo, cuando el periodo experimental se dividió en dos periodos (día 0 a 35 y 35 a 75 días, respectivamente) hubo diferencias evidentes entre machos castrados y hembras. En el primer periodo, los machos castrados fueron más eficientes que las hembras, y en el segundo periodo, las hembras eran más eficientes que los machos castrados. Friesen et al. (1994) indicaron que la eficiencia alimenticia fue más influenciada por el genotipo que por el sexo. Por último, en un estudio de cerdos, Cromwell et al. (1993) concluyeron que la eficiencia de utilización del pienso no solo fue afectada por el sexo, sino que también estaba afectada por otros factores tales como la edad, el genotipo, el nivel de reducción de la PB de la dieta, o el balance de AA en la dieta, los cuales pueden ser responsables de las diferencias observadas en los distintos trabajos publicados.

Por otra parte, nuestro estudio muestra que una reducción de la PB de la dieta en 20 g/kg causa un aumento en el ETD de los cerdos en el periodo de crecimiento, sin embargo, una reducción de 10 g/kg no tuvo ningún efecto sobre esta característica de la canal. La tasa de deposición de proteínas y lípidos está determinada principalmente por el potencial de crecimiento magro del cerdo y por el cociente proteína/energía de la dieta. Es conocido, que los cerdos tienen un contenido menor de carne magra y mayor contenido de grasa en canal cuando se alimentan con una dieta deficiente en proteína (aminoácidos) (Cisneros et al., 1996; Bidner et al., 2004; Ruusunen et al., 2007). En otros estudios, Kerr et al. (1995 y 2003) atribuyen el aumento de la grasa de la canal al mayor valor de EN en las dietas con menor PB, lo que puede ser debido a una mayor disponibilidad de energía para la síntesis de grasa, como resultado de una reducción en el gasto de energía utilizado para el catabolismo del exceso de proteínas. Las dietas utilizadas en nuestro experimento fueron formuladas para ser isoenergéticas y con una proporción de lisina digestible:EM similar entre ellas, por lo tanto, las dietas bajas en PB deben contener una cantidad similar de EM y lisina que las dietas control. El aumento del ETD en cerdos alimentados con la dieta B podría estar relacionado con una retención adicional de energía, porque la disminución del nivel de PB está asociada a una mayor eficiencia de utilización de la energía debido a la reducción en la pérdida de calor para el catabolismo y la excreción del exceso de N, principalmente a través de la orina (Kerr et al., 2003). 


El EMD no estuvo afectado por el sexo y el ATD fue mayor en los machos castrados que en las hembras. Los estudios realizados por Cromwell et al. (1993), Hansen y Lewis (1993), Friesen et al. (1994) y Hinson et al. (2009) obtuvieron resultados similares. En un estudio para evaluar las necesidades de proteínas de machos castrados y hembras, Cromwell et al. (1993) llegaron a la conclusión de que los machos castrados tienen menores requerimientos de proteína, mientras que las cerdas requieren un mayor nivel de lisina en la dieta para maximizar el rendimiento magro de la canal y, de hecho, se observó que la mayoría de las variables tienden a estabilizarse a 130 g PB/kg (0,6% de lisina) en machos, mientras que en las hembras, la tasa de crecimiento magro siguió mejorando, pero más lentamente hasta 172 g PB/kg (0,9% de lisina). De manera similar, Friesen et al. (1994) mostraron que las hembras tuvieron una mayor deposición de proteínas y menor acumulación de lípidos que los machos castrados, de modo que al alimentar a machos castrados y hembras con la misma dieta resultó en un mayor EMD y una disminución del ETD en las hembras. Los autores atribuyen estas diferencias a la ingesta de lisina, lo que sugiere que las cerdas requieren mayor cantidad de lisina que los machos para compensar las diferencias en el consumo de alimento con el fin de optimizar el rendimiento magro de la canal. En nuestro trabajo, las hembras tuvieron menor ETD que los machos castrados cuando se alimentan con las mismas dietas. Así, los machos castrados alimentados con la misma dieta que las hembras, tuvieron un mayor CMD que las hembras, por lo tanto ingirieron mayor cantidad de lisina, lo que resultó en un incremento de la GMD en comparación con las hembras, pero probablemente utilizaron más AA y energía para la deposición de grasa corporal. 
Emisión de amoniaco 

Los resultados del ensayo sobre la emisión de amoniaco en las naves muestran que a medida que pasan los días de estudio, la concentración media de NH3 por día aumentó en las tres naves. La tasa de ventilación (TV) estimada en las naves (42,4, 38,1 y 48,8 m3/h y cerdo para las dietas C, M y B, respectivamente) extrapolada a 500 kg de peso corporal fue de 225, 198 y 261 m3/h para las dietas C, M y B, respectivamente, que son valores intermedios dentro del rango de recomendaciones (50 y 500 m3/h, mínimo y máximo, respectivamente) para la tasa de ventilación calculada por Seedorf et al. (1998) para cerdos de engorde en base a 500 kg de peso corporal. La TV estimada en la nave de los animales alimentados con la dieta B fue la más alta, sin embargo esta nave tuvo la menor emisión de NH3. Ni et al. (1999) y Blanes-Vidal et al. (2008) encontraron una correlación positiva entre la tasa de ventilación y el promedio de las emisiones de NH3; una mayor tasa de ventilación está causada, en general, por una mayor velocidad del aire en el interior de la nave, y por lo tanto, supone una mayor emisión de NH3. Sin embargo, en nuestro estudio, en la nave con la dieta B se obtuvieron los valores menores de emisión de NH3, a pesar de tener la tasa de ventilación más alta, lo que puede ser debido a la baja concentración de NH3 obtenida en esta nave. 

La reducción de 20 g/kg en el nivel de proteína en la dieta disminuyó la emisión de NH3 en un 27,3%. Además, la reducción de la PB de la dieta de 10 g/kg y la suplementación con los aminoácidos esenciales en base a proteína ideal disminuyó la tasa de emisión de NH3 en un 19,9%. Estos resultados son similares a los obtenidos in vitro para las emisiones de NH3 por et al. (2003a), que registraron una disminución de alrededor del 16% por cada unidad porcentual de reducción de la PB. Resultados similares han sido mostrados por Turner et al. (1996) quienes encontraron que las emisiones de NH3 del estiércol en un estudio in vitro se redujeron en un 58% al reducir la PB de la dieta desde 140 hasta 100 g/kg en la fase de acabado. 

En un estudio para comparar las emisiones de NH3 in vivo e in vitro, Canh et al. (1998) observaron que las emisiones se redujeron en un 12,5 y un 10%, respectivamente, por cada 10 g/kg de disminución de la PB de la dieta cuando los niveles de PB se redujeron desde 165 hasta 125 g/kg. Sin embargo, en otros ensayos se encuentran reducciones de la emisión de NH3 menores, del orden de 8-10% por cada 10 g/kg de reducción en el nivel de PB de la dieta (Hayes et al., 2004; Leek et al., 2007; Le et al., 2007; 2009). Incluso, Hernández et al. (2011) no encontraron diferencias en las emisiones de NH3 in vitro cuando se utilizan dietas similares a las utilizadas en este estudio, sólo se encontraron diferencias en la concentración de N-NH4 en el purín. En contraste, Panetta et al. (2006) mostraron una reducción de casi el 20% por cada unidad porcentual de reducción de la PB. 

Las diferencias entre ensayos podrían deberse a las distintas condiciones experimentales en cuanto al diseño de las naves y la gestión de los fosos de purines (Van der Peet-Schwering et al., 1999; Kavovelis, 2006), el grado de suciedad del corral y la densidad de animales (Ni et al., 1999), la edad de los cerdos (Turner et al., 1996) y el nivel de reducción de la PB de la dieta o el nivel de PB inicial (Sutton et al., 1999). Además, Panetta et al. (2006) observaron que el método utilizado para medir las emisiones de NH3 podría influir en los resultados. En este sentido, las emisiones de amoniaco en el presente estudio se midieron en las naves con el purín acumulado desde el inicio del experimento con la adición continua de deyecciones, así como los residuos de la alimentación y el agua potable, a diferencia de los estudios in vitro (Otto et al., 2003a; Le et al., 2007; Hernández et al., 2011). Además, nuestras naves fueron monitorizadas continuamente en cuanto a temperatura, concentración de CO2 y NH3, lo que podría significar una mayor precisión en los datos de medición que cuando las medidas no se llevaron a cabo de forma continua (Hayes et al., 2004; Leek et al., 2007). 


En conclusión, nuestro estudio ha mostrado que una reducción en la PB de la dieta en 10 g/kg, de 160 a 150 y de 155 a 145 g/kg, para el periodo de crecimiento y acabado, respectivamente, acompañado por la suplementación en lisina, metionina, treonina y triptófano sintéticos, y en base al concepto de “proteína ideal”, reduce las emisiones de amoníaco en un 19,9% sin efectos perjudiciales sobre el rendimiento y las características de la canal de machos castrados y hembras. Sin embargo, una reducción de la PB de la dieta en 20 g/kg, de 160 a 140 y de 155 a 135 g/kg, para el periodo de crecimiento y acabado, respectivamente, reduce las emisiones de amoníaco en un 27,3%, sin efectos perjudiciales sobre el crecimiento, pero puede afectar negativamente a las características de la canal, disminuyendo el espesor del magro dorsal en la canal. Además, en función del precio de mercado de la soja y AA sintéticos, la implementación de esta técnica, en ocasiones puede suponer un sobre-coste del kilo de carne producido como se muestra en el Anexo I.
III.3. CAPÍTULO TRES
Efecto de la incorporación de fitasas a piensos para cerdos en cebo, sobre los parámetros productivos, digestibilidad y retención de nutrientes y concentración de minerales en los tejidos
Resumen 

Se realizaron dos experimentos para estudiar el efecto de la adición de una fitasa microbiana en dietas con niveles bajos de fósforo total (Pt) sobre la digestibilidad aparente fecal de nutrientes, el balance de N, P, Ca, Mg, Cu y Zn, los parámetros productivos y la concentración tisular de minerales en cerdos en cebo, durante las fases de crecimiento y finalización. Se ensayaron tres dietas experimentales en cada fase; una dieta control (C) con 5,8 y 5,4 g Pt/kg sin fitasa para los periodos de crecimiento y acabado, respectivamente, y dos dietas bajas en Pt, (4,5 y 4,0 g Pt/kg para crecimiento y acabado, respectivamente), una sin adición de fitasa (BP-) y otra con 500 FTU/kg de fitasa microbiana (BP+). Las tres dietas fueron formuladas para contener una proporción similar de lisina digestible:EM y ser isoenergéticas (13,5 MJ EM/kg). En el experimento 1 (estudio de digestibilidad y balance), nueve cerdos se alojaron individualmente en jaulas metabólicas y cada dieta rotó tres veces de acuerdo a un diseño 3 x 3 cuadrado latino. La adición de fitasa en la fase de crecimiento, produjo una mayor digestibilidad del P, Ca, Mg y Cu y una mayor retención de Cu y P, respectivamente en comparación con la dieta C. En el periodo de finalización, la adición de fitasas a los piensos no tuvo efecto sobre los coeficientes de digestibilidad y retención de los nutrientes.


En el experimento 2 (estudio de parámetros productivos y concentración tisular de minerales), la adición de fitasa en la fase de crecimiento evitó los efectos negativos sobre los parámetros productivos debidos a la disminución del Pt en las dietas porcinas; a nivel sanguíneo no se observaron efectos del tipo de dieta sobre la actividad fosfatasa alcalina y la concentración plasmática de Ca (P>0,05), pero el fósforo inorgánico en plasma fue mayor en los cerdos alimentados con la dieta BP+. En el periodo de finalización, la adición de fitasa no afectó la ingestión y ganancia media diaria, ni el índice de transformación, sin embargo, los cerdos alimentados con la dieta BP+ obtuvieron un mayor peso vivo final y mayor actividad de la fosfatasa alcalina en plasma (P<0,05). La adición de fitasa a las dietas no afectó al contenido en cenizas del hueso, la resistencia a la ruptura y la concentración de la mayor parte de minerales analizados en el metacarpiano, en ambos periodos. Únicamente la concentración de Mg en el hueso se incrementó con la adición de fitasa en la fase de crecimiento respecto a la dieta C. En el corazón, hígado, músculo y páncreas, los efectos del tipo de pienso fueron diferentes dependiendo del mineral estudiado. En conclusión, en las condiciones de nuestro estudio, en piensos para cerdos en crecimiento la adición de fitasa permite una bajada del contenido en Pt del pienso sin afectar los parámetros productivos y mejorando la digestibilidad de algunos minerales. Así, el P y Cu fueron los minerales más afectados por la acción de la fitasa, incrementando su retención, lo que supuso una disminución de la excreción de P y Cu del purín al medio ambiente de un 31,6 y 6,3%, respectivamente. Sin embargo, en este estudio, el comportamiento de la concentración de cada mineral en los órganos fue diferente cuando se suplementó la dieta con fitasa, por lo tanto, difícilmente se podría utilizar un órgano como tejido diana para estudiar los efectos de la adición de esta enzima.

Introducción

Una gran parte del fósforo en los cereales y harinas de oleaginosas se encuentra en forma de ácido fítico (mio-inositol hexafosfato) comúnmente llamado fitato (Erdman, 1979). Los cerdos apenas pueden utilizar el P fítico porque tienen una actividad fitasa intestinal limitada, lo que provoca cantidades relativamente elevadas de P en el estiércol que contribuyen a la contaminación del medio ambiente. Por otro lado, es necesario suplementar las dietas de cerdos con fuentes de P inorgánicas,. Por lo tanto, existe una necesidad de reducir el nivel de P en la dieta, así como de desarrollar estrategias nutricionales para mejorar la biodisponibilidad de este elemento.

En numerosos estudios, se ha comprobado que la adición de fitasa microbiana en las dietas porcinas supone una mejora en la disponibilidad del P (Harper et al., 1997; Jendza et al., 2005; Selle y Ravindran, 2008; Woyengo et al., 2008; Hill et al., 2009). Además del impacto negativo sobre la disponibilidad del P, el fitato tiene la capacidad de formar sales insolubles con varios cationes divalentes tales como Ca, Zn, Mg y Cu (Lantzsch et al., 1988; Adeola, 1995), y por lo tanto puede disminuir la disponibilidad de estos minerales, ocasionando un aumento de su excreción en el purín (Lei et al., 1993a; Selle y Ravindran, 2008). A modo de ejemplo, el Cu y el Zn son oligoelementos esenciales, pero que en alta concentración en el estiércol, provocarían un aumento de la contaminación ambiental en zonas con una producción intensiva de cerdos (Jondreville et al., 2003). 

En efecto, el contenido importante en fitatos de los piensos para animales, ha motivado la búsqueda de estrategias para mitigar sus efectos negativos en nutrición animal, especialmente en especies monogástricas, debido a sus propiedades antinutritivas e implicaciones ambientales. Es necesario optimizar la digestibilidad y la eficiencia de la utilización de los minerales para mejorar el aprovechamiento y reducir al mínimo las excreciones de contaminantes en los sistemas de producción porcina (Mosenthin y Broz, 2010). En este sentido, la adición de fitasa mejoraría el aprovechamiento del P fítico y, además, podría tener el llamado efecto "extra-fosfórico" mejorando la disponibilidad de macro y microminerales (Selle y Ravindran, 2008). Sin embargo, hay poca información acerca del efecto de la adición de fitasa en los piensos sobre la digestibilidad de los minerales y apenas hay investigaciones sobre su efecto en la concentración tisular de los minerales. 


En la actualidad, la fitasa se utiliza ampliamente en la industria como un aditivo alimentario, pero la respuesta a esta enzima puede variar, dependiendo de diversos factores tales como, la composición de la dieta, el nivel de proteína, la actividad fitasa de los ingredientes, y el nivel de inclusión y la actividad enzimática de la fitasa incorporada (Kemme et al., 1997; Selle y Ravindran, 2008; Mosenthin y Broz, 2010). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adición de fitasas a dietas bajas en Pt sobre la digestibilidad aparente fecal de nutrientes, la utilización del N y minerales, la concentración tisular de minerales y los parámetros productivos de cerdos en crecimiento y finalización. 

Material y métodos
Dietas


En este ensayo se utilizaron tres dietas experimentales para cada periodo. Una dieta control (C) formulada de acuerdo con el estándar recomendado por la Fundación Española para el Desarrollo de la Nutrición Animal (FEDNA, 2006) con 5,8 g y 5,4 g de fósforo total (Pt)/kg sin fitasa, para los periodos de crecimiento y finalización, respectivamente, y dos dietas bajas en Pt (4,5 g y 4,0 Pt/kg para crecimiento y finalización, respectivamente), sin adición de fitasa (BP) y suplementada con 500 FTU/kg de fitasa microbiana (Finase ® PC, AB Enzymes GmbH, Alemania) (BP+). Todas las dietas fueron formuladas para ser isoenergéticas (13,59 MJ EM/kg) y contener un ratio lisina digestible:EM similar. El nivel de inclusión de aminoácidos en las dietas se formuló en relación a la lisina de acuerdo con el concepto de “proteína ideal” (FEDNA, 2006). El nivel de calcio en las dietas se fijó en 7 g/kg. Todas las dietas se elaboraron en forma de gránulo. Las composiciones de las dietas, teórica y analizada, se presentan en la Tabla III.3.1.
Animales, diseño experimental y recogida de muestras

Experimento 1


Este experimento se llevó a cabo para determinar el efecto de la suplementación con fitasa de una dieta baja en fósforo, sobre la digestibilidad aparente fecal de nutrientes y el balance de N, P, Ca, Mg, Cu y Zn. En este experimento se utilizaron nueve cerdos (híbridos del cruce Landrace x Large White) con un peso vivo (PV) inicial medio de 47,8 ± 2,43 kg en el periodo de crecimiento y de 71,0 ± 3,11 kg en el periodo de finalización. Los cerdos se alojaron individualmente en jaulas metabólicas para poder hacer un seguimiento de la ingestión y una recogida individual de heces y orina. Las jaulas fueron ubicadas en una nave con temperatura controlada (20°C). El alimento se les suministró una vez al día. La ración diaria se calculó como 2,4 veces la energía necesaria para el mantenimiento, la cual se estableció como 0,44 MJ de EM/kg de peso metabólico (National Research Council, NRC, 1998). El agua estaba disponible ad libitum a través de bebederos del tipo chupete. 


Los cerdos recibieron las dietas experimentales de forma aleatoria y cada dieta se rotó tres veces de acuerdo al diseño 3 x 3 de cuadrado latino, resultando en un total de nueve observaciones para cada dieta y periodo. En cada rotación se llevó a cabo la recogida de muestras durante un periodo de cinco días, precedido de un periodo de adaptación de siete días, para permitir a los cerdos acostumbrarse a las jaulas y a sus nuevas dietas. Para determinar los coeficientes de digestibilidad aparente fecal y el balance de minerales, se recolectaron una vez al día las heces de cada cerdo, se pesaron y se conservaron en congelación (-20°C). Al final del periodo de recogida, todas las heces de cada cerdo se descongelaron y se mezclaron homogéneamente con el fin de obtener una muestra para su análisis. El diseño de las jaulas metabólicas permitía acumular la orina excretada por el animal diariamente en un recipiente de plástico, en el cual se depositaban 50 ml, de ácido sulfúrico al 25% con el fin de bajar el pH y así evitar la volatilización del nitrógeno y el crecimiento microbiano. La orina se filtró a través de un filtro de fibra de vidrio para eliminar cualquier contaminante físico, registrándose su peso y su volumen. Del total de orina diario, se conservó una alícuota del 5% congelada a -20°C hasta el momento de su análisis.
Experimento 2 


Este experimento se llevó a cabo para determinar el efecto de las dietas bajas en Pt suplementadas con fitasa sobre los parámetros productivos y la concentración tisular de minerales. Ciento cincuenta y tres machos castrados (híbridos del cruce Landrace x Large White) fueron utilizados en este experimento, el peso vivo (PV) medio inicial fue de 31,5 ± 0,67 kg. Los cerdos fueron divididos aleatoriamente en nueve grupos de 17 cerdos cada uno. Cada grupo se alojó en un corral (0,86 m2/animal) de una nave dividida en nueve corrales, asignando 3 réplicas por tratamiento. Tanto el alimento como el agua se administraron para su consumo ad libitum. Cuando los cerdos llegaron a los 55 kg de PV (aproximadamente), se cambiaron las dietas de crecimiento por las de finalización. Los cerdos fueron pesados individualmente al principio del experimento y final de cada fase, la ingestión de pienso de cada corral fue controlada diariamente y a partir de ambas observaciones se calculó la ganancia media diaria (GMD), el consumo medio diario (CMD) y el índice de transformación (IT). La mortalidad fue controlada y las bajas pesadas.


Al final de cada periodo, se extrajo una muestra de sangre de 7 ml a 5 cerdos de cada corral (15 por tratamiento y periodo) de la vena yugular en tubos heparinizados y se centrifugó a 3.000 g durante 10 minutos a 4°C para obtener el plasma y analizar el contenido en fósforo inorgánico (Pi), la concentración de Ca y la actividad fosfatasa alcalina (medida en unidades internacionales por litro; U/l). Las muestras de plasma se almacenaron a -20°C hasta su análisis. Para el estudio de la mineralización ósea y resistencia del hueso a la ruptura se sacrificaron dos cerdos de cada corral en el periodo de crecimiento y 3 en el de finalización, y se diseccionó la pata delantera derecha a la altura de la articulación carpo-metacarpiana. Además, se tomaron muestras del músculo recto del abdomen, hígado, páncreas y corazón de los animales sacrificados para el análisis posterior de la concentración tisular de minerales.

Tabla III.3.1 Composición de las dietas experimentales en los periodos de crecimiento y acabado (g/kg de materia fresca)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1

	Ingredientes
	C
	BP-
	BP+
	
	C
	BP-
	BP+

	Cebada
	150,0
	150,0
	150,0
	
	255,3
	261,2
	259,6

	Maíz
	300,0
	300,0
	300,0
	
	200,0
	200,0
	200,0

	Trigo
	90,0
	90,0
	90,0
	
	100,0
	100,0
	100,0

	Harina de soja
	241,7
	240,2
	240,6
	
	210,0
	210,0
	210,0

	Mandioca
	100,0
	100,0
	100,0
	
	50,0
	50,0
	50,0

	Manteca de cerdo
	30,0
	27,8
	28,4
	
	36,0
	33,9
	34,5

	Harina de galleta (>3%cenizas)
	50,0
	50,0
	50,0
	
	50,0
	50,0
	50,0

	Sorgo
	8,8
	15,9
	13,8
	
	70,0
	70,0
	70,0

	Fosfato monocálcico 
	10,8
	4,9
	4,9
	
	8,6
	2,3
	2,3

	Carbonato cálcico 
	9,1
	11,6
	11,6
	
	10,4
	13,1
	13,1

	Sal
	4,0
	4,0
	4,0
	
	4,0
	4,0
	4,0

	L- lisina
	2,3
	2,3
	2,3
	
	2,4
	2,3
	2,4

	Metionina OH 
	0,3
	0,3
	0,3
	
	0,2
	0,2
	0,2

	Fitasa2
	--
	--
	1,0
	
	--
	--
	1,0

	Corrector vitamínico-mineral3
	3,0
	3,0
	3,0
	
	3,0
	3,0
	3,0

	Composición calculada4
	
	
	
	
	
	
	

	PB 
	165,0
	165,0
	165,0
	
	160,9
	161,5
	161,3

	EM (MJ/kg) 
	13,5
	13,5
	13,5
	
	13,5
	13,5
	13,5

	Calcio
	7,0
	7,0
	7,0
	
	7,0
	7,0
	7,0

	Fósforo total
	5,8
	4,5
	4,5
	
	5,4
	4,0
	4,0

	Aminoácidos digestibles a nivel ileal
	
	
	
	
	

	Lisina
	9,5
	9,5
	9,5
	
	9,0
	9,0
	9,0

	Metionina  
	2,9
	2,9
	2,9
	
	2,7
	2,7
	2,7

	Met+Cistina  
	5,8
	5,8
	5,8
	
	5,6
	5,7
	5,6

	Treonina
	6,1
	6,1
	6,1
	
	5,9
	5,9
	5,9

	Triptófano  
	1,9
	1,9
	1,9
	
	1,9
	1,9
	1,9

	Composición analizada (g/kg)

	Materia Seca
	888,4
	893,4
	896,2
	
	892,5
	895,1
	895,0

	Cenizas
	47,9
	48,2
	46,5
	
	49,9
	50,1
	52,8

	Proteína bruta 
	168,6
	170,5
	172,0
	
	168,4
	165,5
	162,8

	Grasa bruta
	54,1
	49,1
	51,0
	
	49,9
	43,8
	49,2

	Fibra bruta
	44,4
	38,3
	37,6
	
	48,1
	42,9
	40,2

	Calcio
	8,0
	7,1
	7,7
	
	9,4
	11,9
	11,4

	Fósforo total
	5,1
	4,7
	4,2
	
	5,1
	4,8
	4,8

	Actividad fitasa (FTU/kg)
	231,7
	205,1
	392,2
	
	196,0
	174,3
	281,2


1 Dietas: C: dieta Control, BP-: dieta con baja contenido en fósforo; BP+: dieta dieta con bajo contenido en fósforo suplementada con fitasa (500 FTU/kg).

2 Setnazyme phytase, 500 FTU/kg. Finase® Pc, AB Enzymes GmbH, Germany.
3 El corrector vitamínico mineral aporta (por kg de pienso): 8.000 UI de vitamina A, 1.100 UI de vitamina D3, 25 UI de vitamina E, 1mg de vitamina K3, 1mg de vitamina B1, 3mg de vitamina B2, 1 mg de vitamina B6, 0,02 mg de vitamina B12, 17,5 g de ácido nicotinico, 10 mg de ácido pantoténico, 0,08 mg de biotina; 0,02 mg de ácido fólico, 50 mg de colina, 50 mg de Mn, 0,5 mg de I, 90 mg de Zn, 10 mg de Cu, 90 mg de Fe y 0,3 mg de Se.

4 De acuerdo con la Fundación Española para el Desarrollo de la Nutrición Animal (FEDNA, 2003).

5 FTU: Una unidad de actividad fitasa se define como la cantidad de enzima que libera un mol de fósforo inorgánico por minuto a partir de una solución 0,0015 M de fitato sódico a 37ºC y pH 5,5.

Análisis de los piensos, heces y orina


El contenido en materia seca (MS) de los piensos y las heces se determinaron en una estufa de secado a 103°C durante 8 horas y a 60°C hasta peso constante, respectivamente. Las muestras fueron molidas a 1 mm. Se analizó el contenido en nitrógeno, grasa bruta, fibra bruta y cenizas por métodos estandarizados de acuerdo a la AOAC (2005). La actividad fitasa del pienso se midió por incubación directa de las muestras de acuerdo con Eeckhout y de Paepe (1994), expresándose como actividad fitasa (FTU). Una unidad de actividad fitasa se define como la cantidad de enzima que libera 1 mol de fósforo inorgánico por minuto de una solución 0,0015 M de fitato de sodio a 37°C y pH 5,5. Para el análisis de los minerales, las muestras de piensos y las heces se calcinaron a 550°C durante 4 horas en un horno mufla. Las muestras de orina se secaron en una estufa a 80°C durante 24 horas y a continuación se calcinaron a 550°C durante 4 horas en un horno mufla. Las muestras de cenizas se diluyeron en una solución 0,6 N de HNO3 y se filtraron para analizar el contenido en P, Ca, Mg, Cu y Zn. El P se midió mediante el método del vanadato-molibdato de acuerdo con el Ministerio Español de Agricultura, Pesca y Alimentación (MAPA, 1998). La determinación de Ca, Mg, Cu y Zn se realizó por espectrometría de absorción atómica (Unicam serie M, Solaar, Reino Unido). 
Análisis de los tejidos


La parte distal de la extremidad derecha delantera de los cerdos se procesó eliminando piel, tejido conectivo y músculo, con el fin de diseccionar los huesos metacarpiano tercero y cuarto en cada animal. Para determinar la materia seca del hueso seco libre de grasa, el tercer metacarpiano se trató en autoclave a 121°C durante 30 minutos, se extrajo la grasa con éter etílico durante 72 horas y se pesó tras ser desecado a 110°C durante 24 h. Por último, se calcinó a 550°C en un horno mufla durante 36 h. Una muestra de cenizas se diluyó en HNO3 0,6 N y se filtró para determinar el contenido en P, Ca, Mg, Cu y Zn según los métodos mencionados anteriormente.


El cuarto metacarpiano fue utilizado para determinar la fuerza de ruptura. Para ello, el hueso fue colocado sobre dos puntos de apoyo distantes 30 mm, los puntos de apoyo tenían 5 mm de curvatura, la fuerza fue aplicada por un vástago de 13 mm a una velocidad de 100 mm/min sobre el punto central del hueso. El software de control desarrollado por Metrotec registraba la fuerza de ruptura. Se programó la máquina (Hounsfield test equiment Universal testing Machina) para simular una célula de carga de 250 kg = 2.450N.

El contenido en Ca, Pi y actividad fosfatasa alcalina se analizaron a partir de una muestra de plasma en el Laboratorio de Patología Clínica, Facultad de Veterinaria de Murcia, mediante procedimientos convencionalmente utilizados para el diagnóstico en los animales domésticos (Kaneko, 1989). 


Las muestras de corazón, hígado, músculo recto del abdomen y páncreas se desecaron a 103°C durante 24 horas y se calcinaron a 550°C durante 12 h, posteriormente, se diluyeron las cenizas en HNO3 0,6 N para analizar el contenido en P, Mg, Cu y Zn de acuerdo con los métodos indicados anteriormente.

Análisis estadístico 


Todos los datos fueron analizados mediante el software estadístico SPSS (SPSS, 1997) dentro de cada periodo aplicando un modelo lineal general o mixto. En el Experimento 1, la unidad experimental fue el animal. El modelo estadístico incluyó el efecto fijo de la dieta, el consumo de MS como covariable y el animal como efecto aleatorio. En el Experimento 2, se utilizó el corral como unidad experimental para el estudio de los parámetros productivos. El modelo incluía los efectos fijos de la dieta y el peso vivo inicial como covariable. 

Para los datos individuales de concentración tisular de minerales, el modelo estadístico incluyó el efecto fijo de la dieta, el peso al sacrificio como covariable y el corral como efecto aleatorio, a excepción de los datos de plasma donde el peso vivo al sacrificio fue eliminado del modelo. Además, en ambos experimentos cuando se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos, se aplicó el test de las mínimas diferencias significativas (Snedecor y Cochran, 1980). Un valor de P superior a 0,05 se consideró no significativo, pero si el valor P se encontraba entre 0,05 y 0,1 se interpretó como una tendencia.

Resultados
Experimento 1

El efecto de la adición de fitasa a piensos bajos en P sobre el coeficiente de digestibilidad aparente fecal y retención de N y minerales se presenta en la Tabla III.3.2. Durante el periodo de crecimiento, no hubo efecto (P>0,05) del tipo de pienso sobre la digestibilidad de la materia seca, grasa bruta, N y Zn. Sin embargo, la alimentación con la dieta BP+ resultó en una mayor digestibilidad del P, Ca, Mg y Cu (P<0,01) en comparación con las dietas C y BP-. La dieta afectó a la retención de P y Cu (P<0,01), siendo mayor para los cerdos alimentados con la dieta BP+ en comparación con los alimentados con la dieta C y BP-. La retención de N, Ca, Mg y Zn no se vio afectada (P>0,05) por el tratamiento. En el periodo de acabado, no hubo efecto del tratamiento con fitasa en ninguna variable estudiada (P>0,05).

Experimento 2 

El efecto de la dieta baja en fósforo suplementada con fitasa sobre los índices productivos y los parámetros analizados en el plasma se presentan en la Tabla II.3.3. Al inicio del estudio, el PV fue similar (P>0,05) entre tratamientos. El tipo de pienso afectó la GMD (P<0,001), CMD (P<0,001) y PV final (P<0,05) en el periodo de crecimiento. Así, los cerdos alimentados con la dieta de BP- tuvieron la menor GMD, CMD y PV final. El IT no se vio afectado (P>0,05) por el tipo de pienso. En la fase de acabado, los parámetros productivos medidos no resultaron afectados (P>0,05) por la dieta a excepción del PV final, que resultó ser mayor (P<0,05) en los cerdos alimentados con las dietas C y BP+. Durante el periodo de crecimiento, el tipo de pienso no afectó a la actividad de la fosfatasa alcalina y a la concentración de Ca en plasma (P>0,05). Sin embargo, el nivel de Pi en plasma para cerdos alimentados con la dieta BP+ fue mayor (P<0,05). Durante el periodo de acabado, la adición de fitasas al pienso aumentó (P<0,05) la actividad de la fosfatasa alcalina en los piensos con un bajo contenido en P (P<0,05) respecto a la dieta BP-, mientras que el resto de parámetros sanguíneos no fueron afectados (P>0,05).


El efecto de la adición de fitasa a piensos bajos en P sobre la mineralización del hueso metacarpiano se presenta en la Tabla III.3.4. Durante el periodo de crecimiento, el tipo de pienso no tuvo efecto sobre el peso del hueso seco libre de grasa, el contenido en cenizas, P, Cu, y Zn del hueso o su fuerza de ruptura (P>0,05). La alimentación con la dieta BP+ resultó en una mayor (P<0,01) concentración de Mg en el hueso en comparación con las dietas C y BP-. Durante el periodo de acabado, la adición de fitasa al pienso no afectó (P>0,05) ninguno de estos parámetros.


Los efectos de la adición de fitasa a dietas bajas en fósforo sobre la concentración de minerales en el corazón, hígado, músculo y páncreas se presentan en la Tabla III.3.5. Durante el periodo de crecimiento, la mayoría de las concentraciones de minerales en los órganos objeto de estudio no fueron afectadas (P>0,05) por la dieta. Así, durante la fase de crecimiento, tanto la concentraciones de P como la de Cu no fueron afectadas (P>0,05) por el tipo de pienso en ningún órgano estudiado. Únicamente la concentración de Mg y Zn en el páncreas fue mayor (P<0,05) para los cerdos alimentados con la dieta BP+ en comparación con los del tratamiento C durante el crecimiento. En el periodo de finalización, los minerales analizados mostraron comportamientos diferentes en función del órgano estudiado. En corazón, ningún mineral resultó afectado por la incorporación de fitasa al pienso. En hígado, sólo el Mg aumentó (P<0,05) su concentración en cerdos con la dieta BP+ respecto al resto de tratamientos. En el músculo, la concentración de P en los cerdos con la dieta BP+ aumentó en comparación con los cerdos alimentados con la dieta C, y en el páncreas, la concentración de Cu y Zn aumentaron (P<0,05) respecto a la dieta BP-, y la concentración de Mg fue menor (P<0,05).
Tabla III.3.2 Efecto de la adición de fitasa sobre la digestibilidad aparente fecal y retención de nutrientes en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado (% MS) (Exp. 1)

	
	Crecimiento1
	
	Acabado1

	Coeficiente de digestibilidad (%)
	C
	BP-
	BP+
	s.e.2
	P3
	
	C
	BP-
	BP+
	s.e.
	P

	Materia seca 
	86,9
	88,7
	89,5
	0,36
	ns
	
	85,5
	86,1
	85,3
	0,26
	ns

	Grasa bruta
	93,2
	93,6
	94,9
	0,29
	ns
	
	93,3
	93,9
	94,6
	0,44
	ns

	N 
	86,3
	85,3
	86,2
	0,46
	ns
	
	84,5
	86,8
	84,9
	0,45
	ns

	P 
	45,6b
	50,1b
	61,9a
	1,34
	**
	
	31,8
	35,6
	38,3
	1,82
	ns

	Ca 
	62,8b
	63,0b
	71,1a
	0,74
	**
	
	38,3
	49,5
	56,1
	3,54
	ns

	Mg 
	16,5b
	15,1b
	22,1a
	0,99
	**
	
	-0,71
	-4,41
	3,91
	4,32
	ns

	Cu 
	-0,78b
	10,8b
	34,3a
	3,00
	**
	
	8,56
	0,08
	13,6
	2,89
	ns

	Zn 
	42,3
	42,5
	46,2
	2,86
	ns
	
	21,2
	20,9
	23,7
	1,81
	 ns

	Retención (% ingerido) 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	N 
	38,9
	37,9
	41,7
	1,08
	ns
	
	43,6
	41,0
	43,8
	1,61
	ns

	P 
	35,7c
	49,3b
	61,6a
	1,31
	***
	
	28,3
	34,8
	37,4
	1,78
	ns

	Ca 
	47,5
	45,9
	55,5
	2,13
	ns
	
	34,3
	41,1
	46,9
	3.63
	ns

	Mg
	-48,5
	-31,3
	-28,9
	6,73
	ns
	
	-23,5
	-35,5
	-30,8
	4,72
	ns

	Cu 
	-6,58b
	7,90b
	30,0a
	3,19
	**
	
	5,77
	-1,93
	9,02
	2,90
	ns

	Zn 
	40,6
	41,7
	45,3
	2,84
	ns
	
	20,0
	20,0
	22,8
	1,80
	ns


1 Dietas: C: dieta Control; BP-: dieta con bajo contenido en P; BP+: dieta con bajo contenido en P y suplemetada con fitasa (500 FTU/kg).

2 Error estándar de la media, n=9 réplicas por tratamiento.

3 Nivel de significación: ns: P>0,05;** P<0,01; *** P<0,001.

a,b,c Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

Tabla III.3.3 Efecto de la adición de fitasa sobre los índices productivos y parámetros plasmáticos en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado (Exp. 2)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1

	Índices productivos4
	C
	BP-
	BP+
	s.e.2
	P3
	
	C
	BP-
	BP+
	s.e.
	P

	PV inicial (kg)
	31,7
	31,4
	32,0
	0,67
	ns
	
	
	
	
	
	

	GMD (kg)
	0,89a
	0,74b
	0,85a
	<0,01
	***
	
	0,84
	0,84
	0,85
	 <0,01
	ns

	CMD (kg)
	1,74a
	1,48b
	1,79a
	0,01
	***
	
	2,31
	2,25
	2,29
	0,01
	ns

	IT (kg/kg) 
	1,96
	1,99
	2,10
	0,02
	ns
	
	2,77
	2,70
	2,70
	0,01
	ns

	PV final (kg)
	55,2a
	52,1b
	56,1a
	0,45
	*
	
	98,5a
	94,8b
	100,0a
	0,86
	*

	Parámetros sanguíneos5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Fosfatasa alcalina (U/l)
	198,1
	176,1
	214,0
	8,91
	ns
	
	132,7ab
	 128,4a
	145,8b
	3,55
	*

	P inorgánico (mg/dl)
	11,6ab
	10,9b
	12,1a
	0,15
	*
	
	10,38
	10,49
	  10,49
	0,09
	ns

	Ca (mg/dl)
	11,3
	11,4
	11,7
	0,09
	ns
	
	11,23
	11,38
	  11,33
	0,08
	ns


1 Dietas: C: dieta Control; BP-: dieta con bajo contenido en P; BP+: dieta con bajo contenido en P y suplementada con fitasa (500 FTU/kg).

2 Error estándar de la media.

3 Nivel de significación: ns: P>0,05; * P<0,05; *** P<0,001.

4 n=3 réplicas por tratamiento.
5 n=15 réplicas por tratamiento.
a,b Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

Tabla III.3.4 Efecto de la adición de fitasa sobre la mineralización del hueso metarcapiano al final de las fases de crecimiento y acabado (Exp. 2)
	
	Crecimiento1
	
	Acabado1

	
	C
	BP-
	BP+
	s.e.2
	P3
	
	C
	BP-
	BP+
	s.e.
	P

	Peso del hueso libre de grasa (mg/kg PV)
	107,7
	104,8
	110,6
	1,79
	ns
	
	113,6
	111,6
	105,4
	1,92
	ns

	Cenizas (%)4 
	61,7
	60,8
	60,3
	0,30
	ns
	
	62,4
	62,0
	61,7
	0,15
	ns

	P (%)
	12,1
	11,7
	11,8
	0,08
	ns
	
	12,0
	12,1
	12,0
	0,05
	ns

	Ca (%)
	23,3
	23,1
	23,02
	0,16
	ns
	
	22,1
	23,6
	23,5
	0,56
	ns

	Mg (%)
	0,37b
	0,35b
	0,43a
	0,01
	**
	
	0,69
	0,67
	0,67
	<0,01
	ns

	Cu (ppm)
	2,37
	3,16
	2,63
	0,28
	ns
	
	2,82
	3,16
	2,91
	0,20
	ns

	Zn (ppm)
	275,0
	293,2
	287,1
	8,90
	ns
	
	188,5
	177,3
	181,4
	3,70
	ns

	Fuerza de ruptura (kg)
	80,7
	78,2
	90,1
	2,87
	ns
	
	156,1
	143,9
	142,4
	5,32
	ns


1 Dietas: C: dieta Control; BP-: dieta con bajo contenido en P; BP+: dieta con bajo contenido en P y suplementada con fitasa (500 FTU/kg).

2 Error estándar de la media; n=6 y 9 réplicas por tratamiento para la fase de crecimiento y acabado, respectivamente.
3 Nivel de significación: ns: P>0,05; ** P<0,01.
4 Expresado en base a materia seca.
a,b Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).

Table III.3.5 Efecto de la adición de fitasa sobre la concentración tisular de minerales al final de las fases de crecimiento y acabado 
(Exp. 2)

	
	Crecimiento1
	
	Acabado1

	Mineral
	C
	BP-
	BP+
	s.e.2
	P3
	
	C
	BP-
	BP+
	s.e.
	P

	P (%)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	  Corazón
	0,85
	0,84
	0,90
	0,01
	ns
	
	0,90
	0,95
	0,98
	0,02
	ns

	  Hígado
	1,19
	1,19
	1,26
	0,01
	ns
	
	0,98
	1,11
	0,97
	0,02
	ns

	  Músculo
	0,55
	0,58
	0,49
	0,03
	ns
	
	0,53b
	0,70a
	0,72a
	0,03
	**

	  Páncreas
	1,26
	1,30
	1,35
	0,01
	ns
	
	1,24
	1,27
	1,24
	0,01
	ns

	Mg (%)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	  Corazón
	0,11
	0,11
	0,11
	<0,01
	ns
	
	0,10
	0,11
	0,10
	<0,01
	ns

	  Hígado
	0,07
	0,07
	0,07
	<0,01
	ns
	
	0,06c
	0,07b
	0,08a
	<0,01
	*

	  Músculo
	0,10
	0,10
	0,10
	<0,01
	ns
	
	0,09
	0,10
	0,10
	<0,01
	ns

	  Páncreas
	0,09b
	0,10ab
	0,11a
	<0,01
	*
	
	0,09b
	0,10a
	0,09b
	  0,09
	*

	Cu (ppm)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	  Corazón
	24,6
	20,3
	20,6
	1,40
	ns
	
	12,6
	13,2
	12,5
	  0,53
	ns

	  Hígado
	30,9
	36,3
	30,2
	0,99
	ns
	
	45,0
	40,7
	50,7
	  2,68
	ns

	  Músculo
	4,12
	4,76
	4,02
	0,18
	ns
	
	4,34
	3,56
	3,50
	  0,17
	ns

	  Páncreas
	12,6
	11,5
	12,8
	0,60
	ns
	
	8,80a
	7,53b
	9,39a
	  0,24
	*

	Zn (ppm)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	  Corazón
	101,6
	100,1
	103,4
	1,22
	ns
	
	102,3
	98,2
	98,7
	   1,43
	ns

	  Hígado
	279,3
	323,9
	294,4
	11,6
	ns
	
	209,1
	223,1
	242,7
	 5,78
	ns

	  Músculo
	116,2
	106,7
	107,7
	2,46
	ns
	
	124,1
	124,2
	126,7
	 2,70
	ns

	  Páncreas
	198,8b
	222,0b
	345,0a
	16,1
	**
	
	152,2a
	147,6b
	173,6a
	 3,89
	*


1 Dietas: C: dieta Control; BP-: dieta con bajo contenido en P; BP+: dieta con bajo contenido en P y suplementadas con fitasa (500 FTU/kg).

2 Error estándar de la media; n=6 réplicas por tratamiento.
3 Nivel de significación: ns: P>0,05; * P<0,05; ** P<0,01.
a,b,c Medias dentro de la misma fila con distinto superíndice son significativamente diferentes (P<0,05).
Discusión

El fitato es una sustancia con conocidos efectos antinutritivos. En los cerdos, el efecto más notable es la limitada disponibilidad del P fítico en la dieta, pero el fitato también podría afectar negativamente a otros nutrientes y minerales disminuyendo su disponibilidad para el animal, lo cual resulta en una mayor excreción y contaminación ambiental. En los últimos años, han aparecido múltiples trabajos en los que se observa que la adición de fitasas al pienso puede reducir algunos de los efectos negativos del fitato. En este estudio, al igual que en otros realizados anteriormente en cerdos alimentados con dietas deficientes en P y suplementadas con fitasa, se observó que la adición de fitasa no tuvo efecto sobre la digestibilidad aparente fecal de la materia seca y de la grasa bruta del pienso (Johnston et al., 2004; Fan et al., 2005; Woyengo et al., 2008; Hill et al., 2009). De la misma manera, la adición de fitasa en los piensos no afectó la digestibilidad y retención del N, resultados que son similares a los encontrados por otros autores (Jendza et al., 2005; Emiola et al., 2009; Hill et al., 2009; Varley et al., 2011b), en los que la fitasa no aumenta la digestibilidad y la retención aparente del N en cerdos alimentados con dietas bajas en Pt. Así, Jendza et al. (2005) y, más recientemente, Varley et al. (2011b) demostraron la falta de efectos de la fitasa sobre la digestibilidad del N y su utilización en dietas para cerdos destetados y en fase de crecimiento, respectivamente. Por otro lado, Hill et al. (2009) aunque observaron una interacción entre los ingredientes del pienso y la fitasa sobre el N retenidoconcluyeron que la adición de fitasa tiene poco efecto sobre la digestibilidad y retención del N.


La suplementación con fitasa microbiana de una dieta baja en Pt en nuestro trabajo ha demostrado ser un método eficaz para mejorar la digestibilidad del P, Ca, Mg y Cu durante el periodo de crecimiento. Además, en los cerdos alimentados con la dieta BP+ se observó un incremento en la retención del P y del Cu, en comparación con los cerdos alimentados con las dietas sin fitasa. Varios estudios han señalado el beneficio de la suplementación con fitasa en las dietas bajas en Pt sobre la digestibilidad del P y Ca (Braña et al., 2006; Woyengo et al., 2008; Emiola et al., 2009; Poulsen et al., 2010; Varley et al., 2011b). En el presente estudio, en la fase de crecimiento, cuando la fitasa 
microbiana se añadió a dosis de 500 FTU/kg, la digestibilidad del P y del Ca mejoró en 11,8 y 8,0 unidades porcentuales, respectivamente. Además, la adición de fitasa incrementó la digestibilidad del Mg y el Cu en 7,0 y 23,5 unidades porcentuales, respectivamente.

Estos resultados están en acuerdo con los obtenidos por otros investigadores (Näsi y Helander, 1994; Kemme et al., 1997; Jongbloed et al., 2004). Así, en un experimento realizado por Kemme et al. (1997) en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado, se observó un incremento de 6,3 unidades porcentuales sobre la digestibilidad del Mg con un nivel de suplementación de fitasa microbiana de 900 FTU/kg. Del mismo modo, Näsi y Helander (1994) en cerdos en crecimiento, y Jongbloed et al. (2004) en cerdas, mostraron un efecto positivo de la fitasa microbiana sobre la digestibilidad del Cu y Zn. 

En estómago e intestino delgado, el ácido fítico puede formar complejos con los nutrientes cargados positivamente y las enzimas endógenas que intervienen en la digestión de los nutrientes, lo que reduce la digestibilidad de los mismos (Lenis y Jongbloed, 1999). Así, mediante la hidrólisis del ácido fítico, no sólo se espera que la adición de fitasa aumente la digestibilidad del P o Ca, sino también de otros nutrientes. Este aumento en la digestibilidad aparente que se observa en el presente experimento se atribuye a la capacidad de la fitasa para hidrolizar la molécula de fitato liberando los minerales ligados al fitato, quedando así disponibles para su absorción intestinal (Selle y Ravindran, 2008). 

La suplementación con fitasa en el pienso en la fase de crecimiento mejoró la retención de P y Cu. Un efecto similar fue descrito por Mroz et al. (1994) y Adeola et al. (1995) en cerdos en crecimiento con piensos basados en maíz- harina de soja-tapioca el primero, y en cerdos destetados con dietas a base de maíz y harina de soja el segundo. El aumento de la retención de estos minerales supuso una disminución en su excreción al medio ambiente, en nuestro caso, de un 31,6 y 6,3% para P y Cu, respectivamente.

El cobre es un metal pesado que se acumula en los suelos agrícolas de todo el mundo, generando preocupación por los impactos adversos sobre el mismo, ya que puede ser tóxico para las plantas y los microorganismos en algunas áreas donde hay mayor concentración de producción intensiva de cerdos (Coppenet et al., 1993). De hecho, además del N y P, el Cu junto con el Zn, son los dos minerales regulados en Europa para reducir las emisiones por parte del estiércol de cerdo y disminuir la contaminación del medio ambiente (Reglamento nº 166/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo). 

A diferencia del Cu, en nuestro estudio, la digestibilidad y la retención del Zn no se vio afectada por la adición de fitasa, hecho que no coincide con los resultados de algunos autores que muestran un aumento de la utilización del Zn al suplementar la dieta con fitasa (Kemme et al., 1997; Chu et al., 2009). No obstante, resultados diferentes respecto a la utilización de este mineral han sido obtenidos en otros trabajos consultados, tal es el caso de Lei et al., (1993a), quienes no observaron efecto de la adición de fitasa sobre la digestibilidad del Zn en los cerdos en fase de crecimiento alimentados con piensos basados en maíz-harina de soja. Por lo tanto, el efecto de la fitasa sobre la digestión y absorción del Zn no está claramente demostrado en cerdos. 


La retención de otros minerales, como el Ca y Mg, no fueron afectadas por la adición de fitasa. En contraste, Adeola (1995), en un estudio sobre la utilización digestiva de los minerales en lechones alimentados con dietas suplementadas con fitasa y cobre, muestra que la suplementación de fitasa no afectó a la retención (% del ingerido) del Zn o del Mg, a pesar de modificar positivamente la retención del Ca. De manera similar, Mroz et al. (1994) y Fan et al. (2005), muestran que la fitasa microbiana mejoró significativamente la retención del Ca en cerdos durante la fase de crecimiento. 


Así pues, en las condiciones de nuestro estudio, la suplementación con fitasa provocó un aumento en la digestibilidad de la mayoría de los minerales estudiados sólo en el periodo de crecimiento. No obstante, el P y el Cu fueron los minerales más afectados por la acción de la fitasa, aumentando su retención y contribuyendo a reducir el impacto potencial del purín de cerdo en el medio ambiente.


Varios estudios han concluido que la suplementación con fitasa de dietas con bajos niveles de P no afectó a la GMD, CMD e IT en porcino (Steiner et al., 2006; Woyengo et al., 2008; Emiola et al., 2009). En contraste, Harper et al. (1997), Jendza et al. (2005) y Braña et al. (2006) observaron una mejora en los parámetros productivos cuando se suplementó con fitasa dietas porcinas bajas en Pt. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo en el periodo de crecimiento fueron similares a los indicados en los últimos trabajos mencionados. La disminución del Pt en la dieta resultó en un menor CMD que conlleva a una menor GMD y menor PV final. Sin embargo, estos efectos negativos se evitaron con la adición de fitasa, obteniéndose unos resultados similares a los del grupo de cerdos alimentados con el pienso C. Sin embargo, durante el periodo de acabado no se observó este efecto sobre los parámetros productivos, a excepción del PV final que fue menor para los cerdos alimentados con la dieta BP-. Durante este periodo, los animales consumieron pienso y ganaron peso de forma similar, independientemente de la dieta recibida, por lo que sólo se observaron diferencias en los pesos finales, dado que los animales ya mostraron estas diferencias al iniciar el periodo de acabado como consecuencia del efecto de la dieta durante el periodo de crecimiento.


En cuanto a los efectos de la suplementación de fitasa sobre los parámetros analizados en el plasma, en este experimento, se esperaba un aumento en la concentración plasmática del Pi debido a la mejora en la absorción y retención del P observada en el Experimento 1 como resultado de suplementar la dieta con fitasa, efecto que fue observado en los cerdos alimentados con el pienso BP+ respecto a BP- en la fase de crecimiento. Adeola et al. (1995) con fitasa procedente de A. niger, Gentile et al. (2003), con una fitasa biosintética derivada de varias fitasas homólogas y Jendza et al., (2005) con fitasa obtenida de E. coli, observaron una respuesta del Pi plasmático similar con la suplementación de las fitasas en dietas para cerdos destetados deficientes en P.


Algunos autores han designado la concentración plasmática del P como la medida más sensible y conveniente para investigar el efecto de la adición de fitasa en el pienso sobre la utilización del P fítico (Lei et al., 1993b; Stahl et al., 2004). El aumento del P en plasma es debido a la hidrólisis del fitato y los complejos fitato-mineral, durante el tránsito intestinal, siendo el Pi liberado y absorbido a través de la mucosa intestinal. Por tanto, el aumento de la concentración plasmática de P se interpreta como el resultado del aumento de la biodisponibilidad del P debido a su mayor digestibilidad. Stahl et al. (2004) consideraban que la concentración de Pi y la actividad fosfatasa alcalina del plasma eran los indicadores plasmáticos más para estudiar el efectote la adición de fitasas en los piensos.

La fosfatasa alcalina se libera para movilizar el fósforo de los huesos para cubrir las necesidades metabólicas cuando los cerdos se ven privados o limitados en el suministro de P (Pointillart et al., 1987). En el presente estudio, la disminución de fósforo en la dieta BP- de crecimiento parece que no fue suficiente para aumentar la actividad plasmática de la fosfatasa alcalina, por lo que la adición de fitasa en la dieta BP+ no tuvo efecto sobre esta enzima. Sin embargo, en los cerdos alimentados con la dieta BP+ durante el periodo de finalización sí fue observado este efecto. Así, existen autores (Eeckhout et al., 1995) que indican que la actividad de la fosfatasa alcalina sérica no es un parámetro muy sensible para medir la deficiencia de P.

En cuanto a la concentración plasmática de Ca, los resultados del Experimento 2 son consistentes con los resultados del Experimento 1, en el que la adición de fitasas mejoró la digestibilidad del Ca pero no su retención, lo que significa que el status de Ca proporcionado por todas las dietas eran suficientes para cubrir las necesidades de Ca de los cerdos. Sin embargo, una relación inversa entre la concentración plasmática de Pi y Ca ha sido publicada en cerdos alimentados con dietas deficientes en P (Pointillart et al., 1987 y Eecknhout et al., 1995), siendo este efecto más pronunciado a menor edad y menor nivel de P en la dieta. 


Los resultados del Experimento 2 muestran que el contenido en cenizas del hueso, la resistencia a la ruptura y la concentración de la mayor parte de los minerales analizados en el metacarpiano no fueron afectadas por la adición de fitasa microbiana a dosis de 500 FTU/kg en dietas de cerdos en crecimiento y finalización. En crecimiento, sólo la concentración de Mg en el hueso se incrementó con la adición de fitasa en el pienso. El Mg está presente en el cuerpo del animal en aproximadamente un 0,05% del peso total, el 60-70% del total del Mg se localiza en los huesos, y el resto se distribuye por igual entre el músculo y otros tejidos blandos. La concentración de Mg en las cenizas del hueso varía de 0,7% en los animales jóvenes a un 0,5% en los más viejos (McDowell, 1992). El resto de minerales analizados en hueso no se vieron afectados por la adición de fitasa. 

La adición de fitasa a dietas deficitarias en Pt en los cerdos tiene la capacidad de mejorar la mineralización y la resistencia ósea (Harper et al., 1997; Gentile et al., 2003; Braña et al., 2006; Pagano et al., 2007 y Varley et al., 2011b). Sin embargo, la mayoría de estos estudios se realizaron en cerdos en transición-destete a diferencia de nuestro estudio que se llevó a cabo con cerdos de mayor edad. La formación sustancial del hueso ocurre durante las primeras 12 semanas de vida (Brown et al., 1972), por ello, es probable que los efectos más significativos de las dietas deficientes en Pt suplementadas con fitasa ocurran durante la formación inicial de los huesos. Varley et al. (2011a) observaron que la cantidad de hueso acumulado durante el crecimiento depende de la cantidad de fósforo y calcio en la dieta. Por tanto, en nuestro caso los niveles de fósforo y calcio aportados por todos los tratamientos durante el ensayo fueron suficientes para satisfacer las necesidades de desarrollo de los huesos de los cerdos. Heaney et al. (2000) indicaron que el pico máximo de mineralización ósea en los mamíferos adultos depende en gran medida de la acumulación mineral ósea alcanzada durante las primeras etapas de crecimiento y desarrollo. 


La mayoría de minerales analizados en otros órganos (corazón, hígado, músculo y páncreas) no fueron afectados por el déficit de Pt ni por la adición de fitasa. Shelton et al. (2004, 2005) estudiaron el efecto de la incorporación de fitasa microbiana en piensos para cerdos recién destetados, en crecimiento y acabado, sobre la concentración mineral en hueso, músculo (longissimus dorsi), hígado, riñón y páncreas, y llegaron a la conclusión de que la fitasa tenía efectos variables sobre la concentración tisular de minerales, existiendo una interacción entre el Cu y el Zn. De manera similar, nuestros resultados muestran que el comportamiento de cada mineral es diferente cuando la dieta se suplementó con fitasa. Dependiendo del mineral estudiado los efectos de la adición de fitasa se manifiestan en diferentes órganos, por lo que un órgano difícilmente se puede utilizar como un tejido diana para evaluar el efecto de un pienso deficitario en Pt o suplementado con fitasas.


En nuestro trabajo, no encontramos interacción entre el Cu y el Zn. Además, la concentración de Cu en los tejidos estudiados, durante el periodo de crecimiento, no se vio afectada significativamente por la dieta, en cambio en finalización se observó un incremento en páncreas respecto a la dieta BP-. En el caso del Zn, la suplementación con fitasa del pienso aumentó la concentración de Zn en páncreas, en fase de crecimiento frente al resto de tratamientos (P<0,05) y en fase de acabado sólo frente al tratamiento BP-.


El hígado es el principal órgano de almacenamiento y del metabolismo del cobre, por ello, la concentración de Cu hepática refleja la ingesta y el estado de Cu de los órganos (McDowell, 1992). En este estudio, la concentración de Cu en el hígado fue la mayor comparativamente con los otros órganos, pero no se encontró efecto de la dieta sobre la concentración hepática de este mineral. En contraste, el Zn se distribuye de forma uniforme por los tejidos de los animales, aunque se acumula en el páncreas, hígado, riñón y bazo, donde presenta una alta tasa de renovación (McDowell, 1992). No obstante, la concentración tisular de Zn y Cu en el páncreas fue mayor en la dieta BP+ con respecto a la BP- en la fase de acabado. En este estudio, cuando la fitasa se añadió a la dieta BP-, la concentración de Zn en el páncreas aumentó en ambos periodos. Sin embargo, entre las dietas C y BP+ las diferencias sólo fueron observadas para la fase de crecimiento, poniendo en evidencia un efecto de la fitasa. En la fase de acabado, la menor concentración de Zn en páncreas en la dieta BP- fue debida a un efecto negativo del nivel de P disponible en la dieta, pero no a un efecto directo de la fitasa.


Respecto al P, este es el segundo elemento mineral más abundante en el cuerpo del animal, su concentración en el corazón, hígado y pancreas no se vio afectada por el tipo de pienso, si bien en la fase de acabado, la concentración de P tisular en músculo se incrementa en los cerdos alimentados con las dietas con bajo Pt. 


En conclusión, la adición de fitasa mejoró los parámetros productivos y la digestibilidad de la mayoría de los minerales estudiados durante la fase de crecimiento, respecto al pienso con bajo nivel de Pt. El P y Cu fueron los minerales más sensibles a la acción de la fitasa, aumentando su retención, lo que representa una disminución de la excreción al medio ambiente del 31,6 y 6,3%, respectivamente. El comportamiento de cada mineral en los órganos fue diferente cuando se administraron dietas deficientes en Pt y/o se suplementó la dieta con fitasa, por lo que un órgano difícilmente se puede utilizar como un tejido diana para estudiar los efectos de la adición de esta enzima. Cabe destacar que la adición de fitasa al pienso no sólo es una alternativa eficaz para reducir la emisión de P, sino además puede abaratar el coste del pienso (descrito en el Anexo II).

IV

ANEXOS

IV.1. ANEXO I

Valoración económica de la reducción de proteína en el pienso para cerdos de cebo

La aplicación de estrategias nutricionales para lograr una producción porcina sostenible con el medio ambiente es de gran interés como se ha visto en los capítulos anteriores. Sin embargo, es necesario lograr un equilibrio entre los factores ambientales, técnicos y económicos a la hora de implementar estas técnicas. Este último requisito es fundamental para evitar que la competitividad de la industria se vea amenazada por la aplicación de medidas demasiado costosas. En este sentido, en el trabajo actual, hemos realizado una valoración económica de la implementación de esta técnica. Se ha calculado el coste del kg de peso vivo (PV) obtenido por las diferentes dietas experimentales, para ambos sexos, sobre un incremento de peso del cerdo de 80 kg, dividido en dos periodos. El primero de ellos es referido al incremento de 40 kg desde los 20 a los 60 kg PV, equivalente al periodo de crecimiento, y el segundo para un incremento de 40 kg desde los 60 a 100 kg de PV, equivalente al periodo de acabado. Los precios de las materias primas utilizados para los piensos han sido los aplicados por la empresa SAT ALIA (La Hoya, Lorca, España), donde se realizaron las pruebas experimentales. Los índices productivos utilizados han sido los obtenidos en las pruebas de crecimiento (en base a materia fresca). El análisis se ha realizado tanto en el marco de precios de 2006, año que comenzaron las pruebas, como en el marco de la situación actual, año 2012, con el objeto de poder establecer un estudio comparativo.


Los precios de los piensos en función de su composición y los índices de transformación obtenidos para hembras y machos, en los periodos estudiados  (crecimiento y acabado) quedan reflejados en la Tabla IV.1.1. La dieta que presentó el menor coste de producción, en el año 2006, fue la dieta control (C: nivel más alto de proteína), seguida por las dietas M (nivel medio de proteína) y B (nivel más bajo de proteína), respectivamente, para ambos periodos de producción. Las dietas M y B, fueron suplementadas con mayor nivel de AA sintéticos que la C. Al realizar la estimación de los precios para 2012, actualizando los precios para este año y manteniendo los IT, observamos que los precios de los piensos prácticamente se han igualado. Al reducir la proteína del pienso y suplementar con mayor nivel de AA sintéticos el precio del pienso B aumenta claramente en el año 2006 (7,3-5,2 €/t para crecimiento y acabado, respectivamente), pero estas diferencias se diluyen en el escenario de 2012 (1,3-0,9 €/t para crecimiento y acabado, respectivamente). Además, el coste de todos los piensos es muy superior a los del año 2006. Esto es debido a que los precios de prácticamente todos los ingredientes utilizados han aumentado significativamente (una media del 54%) en los últimos años. Sin embargo, los precios de los AA de síntesis han variado de forma desigual.

Tabla IV.1.1 Precio del pienso e índice de transformación obtenidos con las dietas estudiadas durante los periodos de cebo en función del sexo 

	
	
	Crecimiento1
	
	Acabado2

	Año 2006
	
	C
	M
	B
	
	C
	M
	B

	
	Precio pienso (€/t)
	167,1
	170,7
	174,4
	
	178,8
	181,0
	184,0

	
	IT
	Machos
	2,12
	2,13
	2,25
	
	2,82
	2,92
	3,02

	
	
	Hembras
	2,18
	2,21
	2,14
	
	2,82
	2,91
	2,88

	Año 2012
	
	

	
	Precio pienso (€/t)
	265,4
	265,1
	266,7
	
	257,2
	257,3
	258,1

	
	IT
	Machos 
	2,12
	2,13
	2,25
	
	2,82
	2,92
	3,02

	
	
	Hembras
	2,18
	2,21
	2,14
	
	2,82
	2,91
	2,88


1 Dietas de la fase de crecimiento: C: dieta control, 160 g PB/kg, M: dieta con nivel medio de proteína, 150 g PB/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 140 g PB/kg.

2 Dietas de la fase de acabado: C: dieta control, 155 g CP/kg; M: dieta con nivel medio de proteína, 145 g CP/kg; B: dieta con nivel bajo de proteína: 135 g CP/kg.


Además, como resultado de aplicar los IT obtenidos en la prueba de producción (Tabla IV.1.1) observamos que el precio por kg de PV (20-100 kg) en el marco de 2006 fue de 0,43, 0,45 y 0,46 € para las dietas C, M y B, respectivamente (Figura IV.1.1). Con la actualización de precios de 2012 y manteniendo los IT obtenidos en nuestro estudio (estimación de la media hembras y machos), el precio por kg de PV sería de 0,65, 0,66 y 0,67 € para las dietas C, M y B, respectivamente (Figura IV.1.1).
Figura IV.1.1 Precio del kg de PV de cerdo (20-100 kg) obtenido por las dietas experimentales (C: Control, M: Media proteína y B: Baja proteína) en los años 2006 y 2012



Las diferencias entre el precio por kg de PV (en el rango de 20 a 100 kg PV) en los cerdos alimentados con la dieta C y las de menor contenido en proteína fue de 0,02 y 0,03 €/kg, para las dietas M y B, respectivamente, en el año 2006, sin embargo estas diferencias se reducen a 0,01 y 0,02 €/kg, para las dietas M y B, respectivamente, en el año 2012. Para un incremento de 80 kg supone un aumento de 1,6 y 2,4 €/cerdo de 100 kg, y de 0,8 y 1,6 €/cerdo de 100 kg para las dietas M y B, en el año 2006 y 2012, respectivamente. En conclusión podríamos decir que, la disminución de PB y suplementación con AA de síntesis, dadas las características del mercado, podrían seguir una tendencia decreciente de coste, al menos durante los años estudiados (2006-2012), aunque sigue suponiendo un sobre-coste. Piñeiro et al. (2009), en un estudio realizado en España durante el periodo de 2004 a 2008, observaron que la diferencia del coste entre una dieta reducida en proteína (16,5 y 13,5% PB en crecimiento y acabado, respectivamente) y una dieta estándar fluctuaba entre +5 y -6 € para producir un cerdo de 100 kg. En Holanda, Aarnick et al. (2010) estimaban que las dietas bajas en proteína eran asociadas a un sobre-coste de alrededor de 2 € por plaza y año. 


En la guía de las MTDs para el sector porcino (MARM, 2010), el MARM evaluó cada una de las técnicas candidatas para seleccionar las Mejores Técnicas Disponibles comparándolas con la técnica de referencia, tanto en lo que respecta a su eficacia medioambiental, como al sobre-coste asociado a su aplicación, y en el caso de la reducción de proteína en dietas para cerdos de cebo, estimó un coste adicional que oscilaba entre 1,03 y 1,61 €/plaza y año (MARM, 2010). Además, prevén que estos costes asociados pueden variar sensiblemente en cada situación particular y a lo largo de los meses. En este sentido, en un estudio más detallado realizado por el MAPA entre los años 2004 y 2007, sobre la evolución de los precios entre dietas bajas en proteína versus normales (Figura IV.1.2), se aprecia que en el comienzo de nuestra prueba (octubre 2006), el coste de las dietas bajas en proteínas era ligeramente superior a las dietas con contenido normal de proteína (MARM, 2010); si bien, se observa una tendencia decreciente en los precios, lo que coincide con nuestros resultados.


Hay que tener en cuenta que los precios de los piensos pueden fluctuar en función del precio de la soja, los cereales y los aminoácidos sintéticos en el mercado. Asimismo, no hay un procedimiento normalizado para el cálculo de los costes, pudiendo aplicar en cada estudio criterios diferentes, por lo que comparar datos de diferentes estudios no siempre es fiable.


Piñeiro et al. (2009) en el estudio comparativo entre dietas con contenido normal o bajo en proteína mencionado anteriormente, atribuían las diferencias de costes principalmente al precio de la soja y los AA sintéticos. La técnica más frecuente de reducir el contenido en proteína de la dieta es disminuir la concentración de soja. Así, cuando el precio de la soja decrece, las dietas bajas en proteína podrían no ser económicamente viables. En nuestro periodo de estudio (2006 y 2012), el precio de la soja aumentó un 55% y aunque la treonina disminuyó un 16,1%, el resto de AA sintéticos aumentaron incluso más que la soja, un 55,6 y 82,5%, la lisina y metionina, respectivamente. Este aumento explica el sobre-coste de las dietas bajas en proteína utilizadas en este trabajo. Hayes et al. (2004) habían observado que el precio de los AA sintéticos y de la soja era decisivo para que la reducción de proteína en dietas de cerdos fuera rentable económicamente.
Figura IV.1.2 Diferencia entre el coste de la dieta baja en proteína y la dieta normal estimado por el MAPA entre los años 2004 y 2007 (MARM, 2010)


En definitiva, la reducción del nivel de proteína en piensos para cerdos de cebo puede ser una estrategia útil para reducir la emisión de N al medio, sin embargo en función del precio de mercado de la soja y AA sintéticos, en ocasiones puede suponer un sobre-coste en la producción porcina.
IV.2. ANEXO II

Valoración económica de la incorporación de fitasas en piensos para cerdos de cebo

Según las estimaciones del MARM, en la guía de MTDs para el sector porcino (2010), la implementación de técnicas nutricionales para reducir la excreción de fósforo, mediante la utilización de fuentes de fósforo más eficientes, como la incorporación de fuentes de fósforo mineral o la incorporación de fitasas exógenas, puede suponer un sobre-coste de entre 0,191 y 0,015 €/plaza y año. Este rango de variación está en función de la situación de mercado de las materias primas. En nuestro estudio, la valoración económica la hemos realizado sobre un incremento de 80 kg de peso vivo (PV), dividido en dos subperiodos: el de crecimiento de 20 a 60 kg PV y el de acabado, de 60 a 100 kg PV. Así, en el año 2007, el precio del pienso control (C; nivel adecuado de P total incorporando fuentes de fósforo mineral) y del pienso bajo en P total suplementado con fitasa microbiana (BP+) fue de 194,11 y 193,18 €/t en el periodo de crecimiento, y de 198,18 y 196,83 €/t en el periodo de acabado, respectivamente. En ambos periodos, la adición de fitasa exógena al pienso resultó económicamente rentable por tonelada de pienso. Las diferencias de precios observadas entre la dieta C y BP+ fueron debidas a que el coste de la enzima utilizada fue menor que el coste del fosfato inorgánico utilizado en las dietas control para asegurar el aporte de fósforo a los animales.


Los precios de las dietas junto con los IT (en base a MF) obtenidos en los periodos de crecimiento y acabado (2,19 y 3,1 para la dieta C y 2,23 y 3, para la dieta BP+ respectivamente), dieron lugar a un precio por kg de PV (de 20 a 100 kg PV) en el año 2007 de 0,52 y 0,51 € para las dietas C y BP+, respectivamente. Por lo tanto, observamos una reducción de 0,01 € por kg de PV cuando se suplementa un pienso de cebo bajo en P total con fitasa exógena (Figura IV.2.1), lo que significa que para producir un cerdo de 100 kg el ahorro econ´´omico sería de 0,8  €/cerdo.

En el marco de 2012, observamos que el precio de ambas dietas ha aumentado considerablemente, debido al aumento de precios de prácticamente todos los ingredientes de los piensos (45,4 % de media). Además, observamos que el precio del pienso suplementado con fitasa sigue siendo inferior al control (271,17 y 262,87 €/t para las dietas C y BP+, respectivamente). Esta mayor diferencia en los precios de ambas dietas se debe a que el precio del fosfato monocálcico (principal fuente de fósforo inorgánico) ha aumentado en un 78,6%, mientras que el precio de la fitasa se ha mantenido respecto a 2007. De esta manera, y aplicando los IT obtenidos en nuestro estudio, la tendencia del precio de los piensos es la misma que en el año 2007. Es decir, la reducción del fósforo total de la dieta y suplementación con fitasa resulta económicamente rentable, siendo el coste de kg de PV de 0,72 y 0,69 € para la dieta C y BP+, respectivamente. Con los precios actuales (2012) la reducción en el precio de pienso para producir 1 kg de PV ha sido de 0,03 €, y para producir un cerdo de 100 kg sería de 2,4  €.
Figura IV.2.1 Precio del kg de PV obtenido por la dieta control (C) y baja en fósforo suplementada con fitasa (BP+) en los años 2007 y 2012


Resultados similares fueron obtenidos por Rodrigues et al. (2011) quienes observaban una reducción significativa en el precio de una dieta suplementada con fitasa respecto a una dieta control para cerdos de 25 a 50 kg PV. De forma similar, Kaufman y Kalaitzandonakes (2011) realizaron un estudio sobre la viabilidad económica de la aplicación de diversas técnicas para mitigar la excreción de P, tales como la utilización de ingredientes de bajo contenido en fitato (maíz o soja), la combinación de un cereal bajo en fitato suplementado con fitasa (maíz + fitasa) y la suplementación del pienso con fitasas exógenas, y concluyen que la utilización de fitasas es la estrategia de más bajo coste para reducir la excreción de fósforo entre todos los métodos estudiados. Más recientemente, Novoselova et al. (2012) realizaron un estudio para estimar el impacto económico de la aplicación de ingeniería genética sobre la cadena de producción porcina holandesa. Entre los métodos estudiados se encontraba la suplementación del pienso con fitasas microbianas producidas con ayuda de manipulación genética, y concluyeron que la incorporación de fitasas a los piensos porcinos puede suponer un ahorro de 1,9% sobre el coste de un lechón de 25 kg, y de 1,8% sobre el kg de cerdo producido durante la fase de cebo (25 a 115 kg de PV), ahorro mayor que el obtenido por la utilización de ingredientes modificados genéticamente (0,3-0,4%), como el maíz o la soja con bajo contenido en fitato.

Es por tanto necesario resaltar el papel importante que ejerce la suplementación de fitasas microbianas exógenas, en nuestro caso derivadas de E. coli, en el engorde de cerdos de 20 a 100 kg de PV, ya que se ha logrado un ahorro económico en el pienso para el engorde de cerdos de 20 a 100 kg de un 1,6 % respecto al grupo control. Dado que la alimentación supone más de un 65% de los gastos en una explotación porcina de ciclo cerrado en la cría de un cerdo de cebo de 100 kg (MARM, 2010), la adición de fitasas en piensos de cebo representan una alternativa eficaz para reducir la excreción de fósforo al medio ambiente y además puede mejorar los índices económicos de la producción porcina.

V
CONCLUSIONES
1. La reducción de proteína en piensos formulados en base al concepto de proteína ideal, incluso en una pequeña cantidad (10 y 20 g PB/kg de pienso), y con niveles próximos a los utilizados en piensos comerciales (160 y 155 g PB/kg en piensos para crecimiento y finalización, respectivamente) disminuye la excreción de N urinario y total en cerdos de cebo.

2. La disminución de la proteína, según las condiciones indicadas en la conclusión 1, disminuye el contenido en N-NH4 del purín de cerdo en fase de cebo en un 20,30 y 28,40%, según el nivel de reducción de proteína en el pienso. Además, el purín generado por los cerdos en el periodo de finalización presenta una mayor concentración de contaminantes que en crecimiento.

3. En el cebo de cerdos, la reducción de la proteína en 10 g/kg, partiendo de una formulación de piensos similar a la descrita en la conclusión 1, reduce la emisión de NH3 al medio ambiente en naves comerciales en un 19,9%, sin afectar negativamente el crecimiento y las características de la canal de machos castrados y hembras. Sin embargo, una reducción de proteína bruta de 20 g/kg, supone una disminución de la emisión de amoniaco mayor (27,3%), pero perjudica las características de la canal de los cerdos.

4. La adición de fitasas microbianas (500 FTU/kg) a piensos para piensos en cebo con  niveles de fósforo total (4,5 y 4,0 g Pt/kg, para crecimiento y finalización, respectivamente) inferiores a los habituales (5,8 y 5,4 g Pt/kg, para crecimiento y finalización, respectivamente), mejoró la digestibilidad y retención del P y el Cu en la fase de crecimiento, lo que supuso una disminución de la excreción al medio ambiente del 31,6% para el P y de 6,3% para el Cu.

5. La utilización de fitasas en piensos para cerdos de engorde permite reducir el nivel de P total en los piensos un 17 y un 31% en fase de crecimiento y acabado respectivamente sin afectar los parámetros productivos de los animales.

6. Los efectos de la adición de fitasas sobre diferentes tejidos (huesos, sangre y órganos) revelaron que no son buenos indicadores del estatus mineral de los cerdos de cebo, cuando se suministran piensos a los niveles bajos de fósforo total ensayados (4,5 y 4,0 g Pt/kg, para crecimiento y finalización, respectivamente). 

7. A nivel económico, la implementación de estrategias nutricionales para reducir el impacto medioambiental de las explotaciones porcinas, puede suponer un sobre-coste en el caso del N y, sin embargo, un abaratamiento de los costes de producción en el caso del P.
VI
RESUMEN


Tanto en el ámbito mundial, como europeo y nacional, la producción porcina ocupa un lugar muy destacado dentro de las producciones pecuarias y además, se prevé que el sector siga creciendo con objeto de satisfacer la demanda creciente de alimentos de origen animal. Sin embargo, este crecimiento se está desarrollando a expensas de explotaciones intensivas cada vez de mayor capacidad distribuidas de forma muy irregular. Este tipo de producción ocasiona zonas con alta densidad animal, que originan gran cantidad de residuos que en exceso, saturan la capacidad de los ciclos naturales y se convierten en contaminantes del aire, suelo y agua. Actualmente, a nivel europeo se están desarrollando varias regulaciones medioambientales para evitar, o al menos minimizar el impacto medioambiental de las actividades industriales. A nivel nacional, el MARM ha publicado la guía de MTDs para el sector porcino, que abarcan diferentes estrategias recomendadas para reducir las emisiones al medio. En este contexto la presente Tesis aborda la implementación de algunas de estas estrategias nutricionales encaminadas a reducir la excreción de nitrógeno (capítulo uno y dos) y fósforo (capítulo tres) al medio ambiente durante la fase de cebo porcino.


En el capítulo uno, se realizó una experiencia para estudiar el efecto de la reducción del nivel de la proteína bruta (PB) del pienso durante la fase de cebo porcino, sobre el balance de nitrógeno (N) de los animales, la emisión de amoniaco (NH3) en un estudio in vitro, y las características contaminantes del purín. Se compararon 3 programas de alimentación con diferentes niveles de PB durante los periodos de crecimiento y acabado. Los niveles de PB en las dietas se encontraban en un rango cercano al utilizado a nivel comercial y dentro de las recomendaciones europeas para reducir el impacto medioambiental de las explotaciones porcinas. Para el periodo de crecimiento, estos niveles fueron de 160, 150 y 140 g PB/kg para el pienso control (C), de contenido medio (M) y bajo (B) en proteína, respectivamente, y de 155, 145 y 135 g PB/kg para los piensos C, M y B, respectivamente, durante el periodo de acabado. Todas los piensos fueron formulados para ser isoenergéticas y mantener una ratio similar de lisina digestible:EM. Todas las dietas fueron suplementadas con aminoácidos (AA) sintéticos de acuerdo al concepto de “proteína ideal”. Para realizar la prueba de balance se utilizaron 16 machos castrados (8 para cada periodo) alojados en jaulas metabólicas. Las heces y la orina se recogieron de forma separada durante 5 días para calcular el balance de N, y durante otros 2 días más para medir la emisión de amoniaco a través de un ensayo in vitro de 240 h. Además, en el purín se midió el pH, ácidos grasos volátiles (AGV), N total, conductividad eléctrica (CE), sólidos totales (ST), sólidos volátiles, demanda bioquímica de oxígeno (DBO5), demanda química de oxígeno (DQO) y N- amonio (N-NH4). La reducción del contenido en PB del pienso tuvo como resultado una disminución lineal de la excreción de N urinario (P<0,05), de la excreción total de N (P<0,05) y de la relación N excretado/N ingerido (P<0,001). La emisión de NH3 in vitro fue similar en todas las dietas (P>0,05) durante las 240 h de estudio. Sin embargo, en el periodo de crecimiento, el nivel de N-NH4 en el purín fue menor (P<0,05) para el tratamiento B comparado con la dieta C y M. Para todo el experimento, el N-NH4 en el purín disminuyó (P<0,05) en un 20,3% y 28,4% cuando el nivel de PB se redujo en 10 y 20 g/kg respectivamente. Además, el nivel de PB en el pienso no tuvo efecto (P>0,05) sobre los niveles de AGV, CE, ST, SV, DBO5 y DQO del purín. Sin embargo, estos parámetros fueron mayores (P<0,05) para el purín de la fase de acabado comparado con la fase de crecimiento.

En conclusión, la reducción de los niveles de PB de la dieta, incluso en un pequeño porcentaje y con niveles de PB próximos a los utilizados en los piensos comerciales y a los recomendados por la Comisión Europea, disminuye la excreción urinaria de N y la excreción de N total de los cerdos en crecimiento y acabado. El purín generado por los cerdos en la fase de acabado presenta una mayor concentración de contaminantes que el de la fase de crecimiento.

En el capítulo dos, se realizó una experiencia para estudiar el efecto de la reducción del nivel de proteína bruta en el pienso, (en los mismos términos que el capítulo anterior), sobre los parámetros productivos, las características de la canal y la emisión de amoníaco en condiciones de granja durante las fases de cebo (crecimiento y acabado) del cerdo. Se utilizaron 90 machos castrados y 90 hembras que fueron alojados en tres naves idénticas con ventilación manual. A cada nave se le asignó uno de los tres tratamientos dietéticos (C: control; M: media proteína; y B. baja proteína, suplementados con AA sintéticos). Se asignaron cuatro replicas (corrales) por tratamiento (dos de machos castrados y dos de hembras). Cada replica contenía 15 cerdos por corral (0,97 m2/cerdo). La emisión de amoniaco se calculó sobre los últimos 6 días del periodo de acabado, teniendo en cuenta la tasa de ventilación y las concentraciones de amoniaco interior y exterior de las naves. La reducción del nivel de proteína en el pienso y la suplementación con aminoácidos de síntesis no afectó los parámetros productivos de los animales durante el periodo de crecimiento o acabado. Respecto al sexo, en el periodo de acabado, los machos fueron más pesados (P<0,001) y tuvieron mayor ganancia (GMD) (P<0,01) y consumo medio diario (CMD) (P<0,01) que las hembras. 

Las medidas sobre la canal indicaron que los animales alimentados con el pienso que contenía el menor porcentaje en proteína mostraron mayor espesor de tocino dorsal (ETD) que los alimentados con los otros piensos, en el periodo de crecimiento (P<0,05). Al final del cebo, el espesor del tocino dorsal fue mayor (P<0,01) en machos castrados que en las hembras; el espesor del magro dorsal (EMD) disminuyó en los cerdos alimentados con la dieta baja en proteína en la etapa de acabado, y el EMD no fue afectado (P>0,05) por el sexo. 

En cuanto a la emisión media de amoniaco registrada durante los últimos 6 días del experimento, se obtuvieron valores de 117,7, 94,2 y 85,5 mg NH3/kg animal y día para los cerdos alimentados con las dietas C, M y B respectivamente. 

En conclusión, una reducción en la PB de la dieta de 10 g/kg, acompañada por la suplementación con aminoácidos sintéticos, reduce la emisión de amoniaco en un 19,9% sin efectos perjudiciales sobre el crecimiento y características de la canal, y una reducción de 20 g/kg supone una reducción de la emisión de amoniaco del 27,3% sin efectos perjudiciales sobre el crecimiento, aunque el espesor del magro dorsal se puede ver reducido en el momento del sacrificio. En función del precio de mercado de la soja y AA sintéticos, la implementación de esta técnica, en ocasiones puede suponer un sobrecoste al kg de cerdo producido (descrito en el Anexo I). 

En el capítulo tres, se llevaron a cabo dos experimentos para analizar el efecto de la adición de una fitasa microbiana en dietas con niveles bajos de fósforo total (Pt) sobre la digestibilidad aparente fecal de nutrientes, el balance de N, P, Ca, Mg, Cu y Zn, los parámetros productivos, mineralización ósea y la concentración tisular de estos minerales en cerdos durante las fases de crecimiento y acabado. Se utilizaron tres dietas experimentales; una dieta control (C) con 5,8 y 5,4 g Pt/kg sin fitasa para crecimiento y acabado, respectivamente, y dos dietas bajas en Pt (4,5 y 4,0 g Pt/kg, para crecimiento y acabado, respectivamente), sin adición de fitasa (BP) y con 500 FTU/kg de fitasa microbiana (BP+). Las tres dietas fueron formuladas para contener una proporción similar de lisina digestible:EM y ser isoenergéticas, en cada fase. 


En el Experimento 1, nueve machos castrados se alojaron individualmente en jaulas metabólicas para realizar el estudio de digestibilidad y balance de nutrientes. Los cerdos recibieron las dietas experimentales aleatoriamente y cada dieta se rotó tres veces, resultando en un total de nueve observaciones para cada dieta y periodo. La adición de fitasa en el periodo de crecimiento, produjo una mayor digestibilidad del P, Ca, Mg y Cu, y una mayor retención de Cu y P (P<0,01). En el periodo de acabado, no se observaron efectos significativos sobre los coeficientes de digestibilidad y retención de estos minerales. 

En el Experimento 2, se utilizaron 153 machos castrados para estudiar el efecto de la adición de fitasas sobre los parámetros productivos, mineralización ósea y la concentración tisular de minerales. Los cerdos se dividieron en base al peso vivo en nueve grupos de 17 cerdos cada uno. Cada grupo se alojó en un corral (0,86 m2/animal) de una nave dividida en nueve corrales. Así, se realizaron 3 réplicas (corrales) por tratamiento. La adición de fitasa en la fase de crecimiento evitó los efectos negativos sobre el crecimiento producidos por la disminución del P en la dieta BP, además, el fósforo inorgánico en plasma fue mayor en los cerdos alimentados con la dieta BP+, aunque las concentraciones de Ca en plasma y la actividad de la fosfatasa alcalina no se vieron afectadas. En el periodo de acabado, los cerdos alimentados con la dieta BP+ y control, obtuvieron un mayor peso vivo final y mayor actividad de la fosfatasa alcalina (P<0,05) que los alimentados con el pienso deficitario en Pt. El contenido en cenizas del hueso, la resistencia a la ruptura y la concentración de la mayor parte de minerales analizados en el metacarpiano no resultaron afectados (P>0,05) por el tipo de pienso en ambos periodos. En corazón, hígado, músculo y páncreas, los efectos del nivel de P total en el pienso y la suplementación con fitasas sobre la concentración tisular de minerales son diferentes dependiendo del órgano y mineral estudiado.

En conclusión, en las condiciones de nuestro estudio, la adición de fitasa mejoró los parámetros productivos de los cerdos y la digestibilidad de la mayoría de los minerales en fase de crecimiento respecto al tratamiento sin fitasa. El P y Cu fueron los minerales más afectados por la adición de fitasas, incrementando su retención, lo que supuso una disminución de la excreción de P y Cu del purín al medio ambiente de un 31,6 y 6,3%, respectivamente. Sin embargo, en este estudio, el comportamiento de cada mineral en los órganos fue diferente cuando se suplementó la dieta con fitasa, por lo tanto, difícilmente podríamos utilizar un órgano como tejido diana para estudiar los efectos de la adición de este tipo de enzimas. Además, la adición de fitasas exógenas a piensos para cerdos durante la fase de cebo puede ser económicamente rentable, pudiendo mejorar los índices económicos de la producción porcina (descrito en el Anexo II).
VII
SUMMARY

Global, european and national swine production occupies an important place. In addition, it is anticipated that the sector continues to grow. However, this growth is being developed at the expense of intensive farming increasingly larger capacity very unevenly distributed. This production results in areas with high animal density, giving rise to large amount of waste in excess, saturating the capacity of natural cycles and become air pollutants, soil and water. Currently, in Europe are developing various environmental regulations to prevent, or at least minimize the environmental impact of industrial activities. Nationally, the MARM has published BAT guidance for the pig sector, covering different recommended strategies to reduce emissions to the environment. In this context, this thesis addresses the implementation of some of these nutritional strategies to reduce nitrogen excretion (Chapter One and Two) and phosphorus (Chapter Three) into the environment during the fattening pig.
In the Chapter One, an experiment was conducted to investigate the effect of dietary levels of crude protein (CP), close to commercial range and to environmental recommended values, on the nitrogen balance, ammonia emission and pollutant characteristics of the slurry from growing and finishing pigs. Three feeding programs with different crude proteins levels were used for each phase of fattening. Diets were formulated to be isoenergetic and to make the digestible lysine:energy ratio similar in all the diets for each phase, but differed in CP concentration (160, 150 and 140 g CP/kg for growing phase and 155, 145 and 135 g CP/kg for finishing phase). Faeces and urine from barrows (eight replicates for diet) allocated in metabolism cages were collected separately for 5 days for nitrogen balance and for two days for to measure ammonia emission in a laboratory system for 240 h, and were analysed for pH, volatile fatty acids (VFA), total nitrogen, electrical conductivity (EC), total solids (TS), volatile solids (VS), biochemistry oxygen demand (BOD5), chemical oxygen demand (COD) and N-NH4. Reduction on the CP level of the diet led to a linear decrease on urinary (P<0,05) and total (P<0,05) nitrogen excretion, and nitrogen excretion/feed intake (P<0,001). The in vitro emission of ammonia was similar in all diets (P>0,05) over the 240 h of study. The CP level had no significant effect (P>0,05) on VFA, EC, TS, VS, COD and BOD5. In addition, these parameters were higher (P<0,05) in slurry from finishing than growing phase. However, N-NH4 in the slurry decreased (P<0,05) by 20,3 and 28,4% when the CP level was decreased by 10 or 20 g/kg, respectively. It is concluded that lowering dietary CP, even in a narrow range and using CP levels close to commercial diets and environmental recommended values, urinary and total nitrogen excretion decrease in the slurry of growing-finishing pigs. In addition, the slurry from finishing pigs is more harmful than that from growing pigs.


In the Chapter Two, the aim of the research was to determine the effect of low protein diets on growth performance, carcass traits and ammonia emission from barrows and gilts during the growing and finishing periods. For each period, three diets were formulated. A control diet (C) with 160 and 155 g CP/kg for the growing and finishing respectively, a medium level diet (M) and a low level diet (L) with 10 and 20 g CP/kg less than the control, respectively. All the diets were supplemented with crystalline amino acids on an ideal protein basis. Barrows (90) and gilts (90) were sorted by body weight and sex and housed in three identical manually ventilated chambers. No significant effects of diet on pig performance were observed. In the finishing period, barrows were heavier (P<0,001) and had higher average daily gain (P<0,01) and average daily feed intake (P<0,01) than gilts. Pigs fed the L diet had higher backfat thickness than those fed the other diets in the growing period (P<0,05). Backfat thickness was higher (P<0,01) in barrows than in gilts. Muscle depth decreased in pigs fed the L diet in the finishing period. Muscle depth was not affected (P>0,05) by sex. Average ammonia emissions during the last six days were 117,7, 94,2 and 85,5 mg NH3/kg pig.day for pigs fed the C, M and L diets, respectively. The results show that a reduction in dietary CP of 10 g/kg, accompanied by supplementation with crystalline amino acid reduced ammonia emission by 19,9% with no detrimental effects on growth performance and carcass characteristics, and a reduction of 20 g/kg reduced ammonia emission by 27,3% with no detrimental effects on growth performance but reduced muscle depth at slaughter.


In the Chapter Three, two experiments were conducted to investigate the effect of microbial phytase addition to a low total phosphorus (tP) diet on the apparent faecal digestibility of nutrients and the N, P, Ca, Mg, Cu and Zn balance, and on the growth performance and tissue mineral concentration in growing and finishing pigs. Three experimental diets were used; the control diet (C) with 5,8 y 5,4 g tP/kg without phytase, and two low tP diets (4,5 y 4,0 g tP/kg) without phytase (LP-), or with 500 FTU/kg of microbial phytase (LP+). All diets were formulated to be isoenergetic (13,5 MJ ME/kg) and to have a similar digestible lysine:ME ratio for each phase. In Experiment 1, nine barrows were used to study the nutrients digestibility and balance. The pigs were housed individually in metabolism cages and each diet was rotated three times according to 3 x 3 Latin square designs. In the growing period, phytase supplementation resulted in higher P, Ca, Mg and Cu digestibilities and P and Cu retention, which could result in a decrease in the excretion to the environment of 31,6 and 6,3% for P and Cu, respectively. In the finishing period, neither digestibility nor retention of nutrients was affected by phytase addition. In Experiment 2, 153 barrows were used to study the effect of adding phytase on performance, bone mineralization and tissue concentration of minerals. The pigs were divided based on the weight in nine groups of 17 pigs each. Each group was housed in a pen (0,86 m2/animal) of a nave divided into nine chambers. Thus, there were 3 replicates (pens) per treatment. Phytase supplementation reversed the negative effects produced by the decrease of tP in growing pig diets. In the growing phase, neither alkaline phosphatase activity nor plasma Ca concentration was affected (P>0,05) by dietary treatment, but plasma inorganic phosphorus was higher in pigs fed the LP+ diet in this phase. In the finishing phase, pigs fed the LP+ and C diets had higher final body weight and higher alkaline phosphatase activity than those fed with the low tP diet. In addition, bone ash weight, peak breaking strength and the concentration of most of the minerals analysed on metacarpal were not affected by phytase supplementation in the both periods. In heart, liver, muscle and pancreas, the effects of phytase depended on the mineral studied. In conclusion, under our study conditions, phytase supplementation improved the growth performance and digestibility of most minerals studied in the growing phase. P and Cu were the most likely minerals to be affected by the addition of phytase, increasing their retention, which represented a decrease in the excretion into the environment from pig manure by 31,6 and 6,3% for P and Cu, respectively. However, the behaviour of the minerals in the organs differed, meaning that it is inadvisable to take one organ as target to study the effects of phytase supplementation. 
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