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Protocolo para Determinacién de Emision de
Metano en Rumiantes:

“Tecnica de Trazador SF para Periodos de
Medicién Prolongados”

1. Descripcion general de la Técnica SF

Existen diversas técnicas para la medicion de las emisiones de metano (CH,) entérico en
rumiantes. Entre ellas se destacan las camaras respiratorias (Pinares-Patifio et al 2011,
Storm et al 2012), los sensores instalados en comederos individuales (i.e. “Greenfeed”,
Hammond et al 2016), y la técnica basada en la utilizacién del gas trazador hexafluoruro de
azufre (SF,), originalmente desarrollada por Johnson y Johnson (1995). Esta ultima técnica
permite la cuantificacion diaria de CH, por animal y es internacionalmente reconocida como
muy apropiada para medir las emisiones de metano en sistemas de pastoreo en virtud que
los equipos se instalan sobre el animal sin impedir ni limitar sus movimientos ni sus habitos
en la pastura (Johnson et al., 2007; Lassey et al., 1997; Woodward et al., 2004; Grainger
et al, 2007). La utilizacion del SF, responde a que es un gas considerado como el mejor
trazador para medir la cantidad de metano emitido por los rumiantes, debido a que posee una
elevada estabilidad en el rumen de los animales, inclusive superior a la de gases isétopos
del metano. En 2012, Gere et al. desarrollaron y publicaron una adaptacion de esta técnica
que permite disefar experimentos con animales en pastoreo en tiempos prolongados de
muestreo (1, 5, 10 dias 6 mas). En este protocolo se presentan en detalle los materiales
necesarios y el procedimiento a seguir que permitira cuantificar las emisiones de CH,
entérico en rumiantes segun la mencionada adaptacién de la técnica original basada en la
utilizacion de SF,. Se incluyen, ademas, las ecuaciones que permiten calcular la emision
diaria de CH, de cada animal.

2. Materiales necesarios para cada animal

2.1. Para experimentos con tubos colectores a cada lado de la
cabeza:
o Un (1) metro de cafio plastico corrugado (similar al utilizado en lavarropas).

o Un (1) arnés con hebillas para ajuste en el cuello y en la boca del animal. segun
tamano de c/animal (Figura 1).

o Dos (2) porta tubos, de tela resistente reforzadas en la parte inferior. (Figura 2).

o Dos (2) tubos colectores de 500 mL: cilindros colectores de acero inoxidable
cerrados herméticamente, con bases plana. Cada tubo colector debe disponer de
un orificio con rosca ¥4” (para conexion de acople hembra). Para esto se sugieren
dos alternativas:

a. Orificio rosca ¥4” en la base superior del cilindro (Figura 2a).

b. Unién en “L” en el lateral superior del cilindro con rosca 4" en el extremo
inferior del codo (Figura 2b)

o Dos (2) acople rapido hembra Swagelok Cédigo B-QC4-B-4PM. (Figura 3)
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Dos (2) acople rapido macho Swagelok Cédigo B-QC4-S 400. (Figura 3)
Dos (2) restrictores de flujo. (Figura 4).

Dos (2) segmentos de 8 cm aprox. de cafio plastico para proteccion de restrictores.
(Figura 1)

Un (1) soporte de cuero para restrictores de flujo. (Figura 1)

Tela plastica impermeable al agua, pero permeable al aire para proteccién del
restrictor y cierre del cafio protector (Figura 1).

Dos (2) segmentos de manguera de PVC TPU 6*1 10 bar, 1/4 .
1 tubo de permeacion (o capsula) relleno de gas SF, (Figura 5).
1 lanza-bolos manual (Figura 5).

Precintos plasticos (también llamados sunchos) descartables (Figura 1). Medidas
4.30x9 mm, 4.8 x300 mmy 2.5 x 150 mm.

2. 2. Para experimentos con tubos colectores sobre el lomo:

(o]

O O O O

(o]

Un (1) arnés con hebillas para ajuste en el cuello y en la boca del animal. segun
tamafio de c/animal (Figura 1).

Dos (2) tubos colectores de 500 mL: cilindros colectores de acero inoxidable
cerrados herméticamente, con bases plana. Cada tubo colector debe disponer de
un orificio con rosca 4” (para conexion de acople hembra). Para esto se sugieren
dos alternativas:

c. Oirificio rosca 4" en la base superior del cilindro (Figura 2a).

d. Unién en “L” en el lateral superior del cilindro con rosca 2" en el extremo
inferior del codo (Figura 2b)

Dos (2) acople rapido hembra Swagelok Cddigo B-QC4-B-4PM. (Figura 3)
Dos (2) acople rapido macho Swagelok Cédigo B-QC4-S 400. (Figura 3)
Dos (2) restrictores de flujo. (Figura 4).

Dos (2) segmentos de 8 cm aprox. de cafio plastico para proteccion de restrictores.
(Figura 1)

Un (1) soporte de cuero para restrictores de flujo. (Figura 1)

Tela plastica impermeable al agua, pero permeable al aire para proteccién del
restrictor y cierre del cafio protector (Figura 1).

Dos (2) segmentos de manguera de PVC TPU 6*1 10 bar, 4", con porcion enrulada
(Figura 12b)

1 tubo de permeacion (o capsula) relleno de gas SF, (Figura 5).
1 lanza-bolos manual (Figura 5).

Precintos plasticos (también llamados sunchos) descartables (Figura 1).
Aproximadamente 50 por animal.

“Mochila” donde colocar los tubos en el lomo del animal (Figura 6). Tela gabardina
hacia afuera y neopreno acolchado contra el lomo, con cinchas que permiten
ajuste a diferentes tamanos de animal.
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Hebilla

Arnés

Soporte de cuero
con remaches Cafios plasticos

Suncho plastico \

Telaimpermeable

Figura 1. Detalles del arnés, soporte de cuero y cafios plasticos.

Acople rapido, '
Swagelok

Recipientes colectores, cilindros
de acero inoxidable 500 mL

Figura 2. Detalles del tubo colector de metano; acople rapido Swagelok y porta-tubos; tubo colector

con union lateral en L.

Diciembre 2022




INIA

Conector  Bolilla  Tapén
rectorde acero 8 hexagonal
bronce mm  1/8” NPT

Espiga macho de acople Manguera de PVC TPU Restrictor de aire —»
rapido Swagelok 6*1 bar % pulgada

Tela impermeable

Figura 4. Detalles del restrictor de flujo, manguera y espiga macho.
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Figura 5. Tubos de permeacion y lanza-bolos metalico.

Colero de neopreno
Tela de gabardina por fueray con velcro
neopreno acolchado contra el lomo

Eldstico grueso
que amarre a
los tubos

Figura 6. “Mochila” para colocacion de tubos colectores en lomo del animal. Disefio INIA.
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3. Instalaciones, equipos y materiales de laboratorio

» Bafio de agua (Maria) a 39 °C (Figura 7).
+ Balanza de precision con capacidad de medir a la décima de mg.
» Tubos Eppendorf 50 mL con tapa rosca y rack porta-tubos (Figura 7).

* 1 reticulo de vacio construido con: a. cafos de cobre sin costura %4; b. llaves
de paso 1/4” Swagelok codigo B-42S4; c. Unién en cruz % Swagelok codigo
B-400-4; d. Uniones Tee 74" Swagelok cédigo B-400-3; 5. Acople hembra con
valvula de retencién /conectores con retencion 1/4" (macho) Swagelok cédigo
B-QC4-D-400; y 6. Manguera de PVC TPU 6*1 10 bar, de 1/4 pulgada (Figura
8a).

* 1 bomba de vacio 2 HP, Humm Vac 6 CFM, 50/60 Hz.
* 1 soporte de madera para instalar piezas del reticulo de vacio (Figura 8a).

* 1 vacudémetro tipo (Figura 8b), para medir flujo de entrada de aire en los
restrictores.

* 1mandmetro Digital (Figura 8b). para medir presion en los tubos.

 1tubo de Nitrogeno (N,) de alta pureza con regulador de presion con conexion al
reticulo de vacio (Figura 9).

» Viales para gas de modelo y tamafio que correspondan al GC a utilizar.
» Jeringa plastica descartable de 10 6 20 mL c/ aguja.
» Llave de tres vias para conectar a Jeringa.

» Gafas de seguridad.

L
.

e - FANC MADIA
gy T

[ [ -

Figura 7. Detalles del “Bafio Maria”, tubos Eppendorf y balanza.

6
Diciembre 2022



INIA

Reticulo de vacio para

Entrada (T
_ de HEHE B ©
evacuacion de viales nitrégeno -

Vdlvulas esféricas Swagelok .
UniénenT Cafio de cobre

A

2 j
%Jportg\de madem

Unidn en cruz Manémetro

Mangueras PVC Vacuénietro

VACUOMETAO #AAN| DIGIVAC imBart

Figura 8. (a) detalles del Reticulo de vacio; (b) detalles de Manémetro y Vacuémetro.

Figura 9. Tubo de gas N, alta pureza.
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4. Procedimiento

4.1. Calibracion de tubos de permeacion SF, para calculo de Tasa de
Liberacion de SF, en rumen.

Al menos cinco semanas antes del comienzo del experimento configurar el Bafio
de agua a 39°C.

Registrar el peso inicial de los tubos de permeacién (con precisiéon de al menos
0,001 mg) y colocar cada tubo dentro de un tubo Eppendorf.

Colocar los tubos en rack porta-tubos y ubicarlos dentro del Bafo de agua a
39°C.

Al siguiente dia, retirar cada tubo de permeacién, registrar su peso y volver a
colocar en el tubo Eppendorf y al Bafio de agua (tener precaucién de no mojar
los tubos pues esto altera su peso). Realizar este procedimiento cada tres dias
a la misma hora durante las cinco semanas y completar los registros.

Graficar el peso de cada tubo de permeacion vs. el tiempo y calcular la tasa de
liberacion expresandola en mg/dia. Registrar los valores de la tasa calculada
para cada tubo para luego incluirla en los calculos de emision de CH, al final del
experimento.

4.2. Periodo de adaptacion de los animales

Trasladar los animales a las instalaciones de campo o mangas. Mantener buenas
practicas de bienestar animal durante todo el procedimiento y periodo experimental.
Los animales necesitan acostumbrarse al manejo que recibiran y confiar en las
personas que trabajaran con ellos. Es importante evitar conductas humanas
(gritos, silbidos, etc) y/o utilizacién de perros, que alteren su comportamiento y los
pongan nerviosos, y minimizar la cantidad de personas que trabajaran alrededor
de los animales.

Colocar arnés en la cabeza del animal. Ajustar hebilla. Complementar ajuste con
precintos plasticos.

4.2.a. En el caso de experimentos que utilizaran tubos colectores alrededor
del cuello del animal:

colocar un cafio de plastico corrugado alrededor del cuello, por detras de las orejas,
y sujetarlo al arnés con precintos plasticos. Dejar a los animales con arnés y cafo
corrugado colocados por al menos tres dias para que se adapten a la presencia
de objetos extrafos sobre su cuello y cabeza (Figura 10a);

observar la respuesta de los animales a la presencia del arnés y cafio corrugado e
identificar y descartar animales de temperamento fuerte o con alguna caracteristica
que no permita su inclusién en la experimentacion;

retirar los cafios corrugados al final de este periodo de adaptacion.
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A Suncho
plastico
Canho
corrugado
B

Figura 10 A). Disposicion de implementos en los animales durante periodo de adaptacion.
B) Disposicion de implementos en el lomo en la “mochila”. Foto tomada por estudiantes

del IPAV, Udelar.

4.2.b. En el caso de experimentos que utilizaran tubos colectores colocados
en una “mochila” en el lomo del animal:

» Colocar la mochila uno o dos dias antes de comienzo del periodo de medicion
(Figura 10b);
» Observar que las cintas de la mochila no lastiman al animal por el roce;

» Asegurarse que la mochila no se desliza hacia los laterales.
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4.3. Colocacion de Tubos de Permeacion de SF_ en el rumen

Realizar este procedimiento al menos 10 dias antes del inicio de la colecta de
CH,, para lograr una estabilizacion de la concentracion de SF, en el rumen.

Utilizar tubos de permeacion calibrados con tasa de permeacion conocida (Figura
5).

Colocar el tubo de permeacion en el lanza-bolo e introducirlo en la boca del
rumiante, expulsarlo, y asegurarse que el animal trago el tubo.

Registrar identificacion del animal y del tubo de permeacion introducido en el
mismo.

4.4. Preparacion de los Tubos Colectores de Metano.

Colocar acople hembra Swagelok en rosca del tubo colector utilizando teflén en
cinta o liquido.

Realizar vacio en cada tubo colector: para esto conectar cada cilindro al reticulo
de vacio (conexién acople hembra del tubo con el acople macho, encender bomba
de vacio hasta que el manémetro indique 0 mbar.

Chequear estanqueidad (i.e. conservacion del vacio efectuado) de los tubos colectores.
Para esto, cinco dias después del vaciado conectar los tubos evacuados al reticulo
de vacio y chequear su presion con el vacudémetro. La presién no debe ser superior
a 0 mbar. Seleccionar sélo aquellos tubos que mantuvieron estanqueidad. Los que
no mantuvieron estanqueidad deben ser reparados y se repite el procedimiento
hasta que mantengan el vacio o de lo contrario se deben descartar.

Limpiar los tubos recolectores seleccionados con gas Nitrégeno y volver a evacuar.
Para esto conectar cada tubo al reticulo de vacio habilitando las llaves de entrada
del N, y llenar hasta que el manémetro indique un valor de 1000-1200 mbar; cerrar
llave de pasaje del N, y volver a evacuar nuevamente los tubos.

Armar acople macho con su respectiva manguera. Cortar la manguera del largo
que se va a utilizar en los animales. El acople macho consta de una espiga, una
virola y una tuerca con orificio para el pasaje de la manguera de V4. Se sujeta la
espiga en una morza, se coloca la virola y luego la manguera, se pasa la tuerca
por la manguera y se ajusta a la espiga dandole una vuelta y media de rosca.
Luego se le coloca a la tuerca agua jabonosa y se pasa aire comprimido utilizado
un compresor de aire conectado en el extremo libre de la manguera. Si no se
observan burbujas, se descartan fugas de aire y se considera al acople listo
para ser utilizado. Si se observan burbujas, es necesario ajustar mas la tuerca o
reemplazar la virola.

4.5 Preparacién y Ajuste de Restrictores de Flujo.

Ajustar entrada de aire o conductancia (C, mL s™') de cada restrictor para llenar el
tubo colector de volumen 0.5 L (V) segun periodo de coleccién de gas (T, dias) a
realizar en el experimento, con el objetivo de alcanzar una presion final (Pf, mbar)
en el tubo colector de 500 (+/- 100) mbar.

10
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Para esto: 1. Calcular la C 6ptima necesaria para el experimento utilizando la
ecuacion:

C= (V/p0)*(Ap/AT) (Gere, 2012);
Ejemplo: V=500 mL, Pf=500 mbar, T= 5 dias (=432000 segundos)
C = (500*500)/432000=0.579 mL/s

ejemplo_

Medir la C de cada restrictor.

Armar los restrictores de flujo que constan de tres piezas: a. adaptador de bronce
para manguera de "4; b. bolilla metalica de 8 mm; c. y tapén de cabeza hexagonal
(Figura 4).

Armar un sistema de vacio como muestra la Figura 8a para el ajuste de los
restrictores de flujo. En un sistema de vacio completo es necesario que la llave
de paso 1 esté conectada directamente a la bomba de vacio, la llave de paso
2 al vacuometro y la llave de paso 3 al restrictor de flujo (cuando se ajuste el
restrictor).

Vaciar completamente el sistema.

Para ajustar el restrictor, encender el vacuémetro y la bomba de vacio con las
llaves 1y 2 abiertas y la llave 3 cerrada. Dejar que el sistema se vacie durante
un minimo de 20 minutos. Una vez que el vacudémetro esté estable, se debe
registrar ese valor, el que sera la base para regular los restrictores. A medida que
pasa el tiempo y la bomba de vacio se mantiene encendida, este valor puede ir
aumentando debido al calentamiento de la misma. Si el valor cambia se anota el
nuevo valor como base.

Seguido, conectar un restrictor a la llave de paso 3, la que estaba cerrada, e
inmediatamente abrir esta llave. Esperar a que la lectura del vacuémetro se
estabilice.

Con ayuda de llaves de boca (medidas 1 /2y 7/16) girar el tapén a modo de abrir
o cerrar la entrada de aire al sistema: trabajar con movimientos muy suaves y
pequefios y sin quitar la mirada del display del vacuémetro. Este ajuste se realiza
para lograr que el valor de la lectura del vacuémetro se aproxime al valor inicial,
es decir al valor registrado y anotado cuando el sistema estaba totalmente vacio.
Esperar a que la lectura del vacuémetro se estabilice (esto puede llevar unos
minutos). Amodo de ejemplo, si el valor base del vacio del sistema es 4x102 mbar,
es necesario que cuando se coloca el restrictor y se abre la llave 3, se obtenga un
valor 4.5x10-2 mbar, es decir 0.005 mbar por encima del valor del vacio total del
sistema. Esto significa que se ha generado una diferencia entre el valor inicial y
el valor de la apertura del restrictor que indica que hay entrada de aire a través de
este. Este es un numero aproximado y es necesario realizar pruebas para saber
la apertura aproximada necesaria entre el vacio inicial y la presiéon que pasa por
el restrictor.

Cuando se logra tener la diferencia mencionada entre el valor del vacio del sistema
de reticulo y el del restrictor, se cierra la llave 1. Dejar pasar unos segundos
observando que la lectura del vacuémetro comienza a aumentar. Cuando ese
incremento es constante y estable, observar si se logra un aumento de flujo de 1
mbar en 10 segundos, utilizando un crondmetro. Si esto se cumple, se cierra la
llave 3 y se abre la llave 1. Retirar el restrictor.

1
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Figura 11. A) Tubo colector conectado con espiga, manguera corta y restrictor que se deja por 5 dias

para probar restrictores (cubiertos por tela impermeable). B) Tubo colector conectado
con espiga, manguera larga con porcion enrulada y restrictor que se deja por 5 dias para
probar restrictores.

Los restrictores de flujo que cumplan con esta condicién se apartan a la espera de ser
probados en los tubos colectores. Con el acople macho ya armado se conecta el restrictor
de aire al extremo libre de la manguera y se ajusta por medio de una tuerca con valona de
nylon (Figura 11).

Se conecta la espiga al conector hembra del tubo colector de 500 mL, el que ya
se encuentra al vacio, y se deja probando durante 5 dias.

Inmediatamente pasados los 5 dias, se mide presién de los tubos. Aquellos
tubos colectores en los que se mide y obtiene un valor de presién en el rango de
400-600 mbar, estan en condiciones de ser reservados para ser utilizados en el
experimento. Los tubos colectores en los que se mididé una presion por encima o
por debajo de ese rango, deberan ser recalibrados.

4.6 Colocacion de los Tubos Colectores de Metano en los animales.

4.6a. En experimentos que utilicen arnés y tubos colectores a cada lado de
la cabeza del animal:

Numerar los porta-tubos.
Insertar cada tubo colector en un porta-tubo ya numerado.
Utilizar dos porta-tubos con tubos colectores por animal.

Colocarlos a cada lado de la cabeza/cuello del animal sujetandolos al bozal con
precintos plasticos al porta-tubo. (Figura 12).

Conectar la espiga (conector macho) con la manguera y el restrictor al acople
hembra del tubo colector.

12
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+ Pasar la manguera hacia el otro costado del animal sujetandola al arnés con
precintos plasticos y colocar el otro extremo de la manguera de PVC (restrictor
de entrada de aire) bien cerca de los ollares del animal dentro de un trozo de
cano transparente de PVC. Este cafo debe estar sellado en un extremo con tela
impermeable al agua y permeable al aire. El cafio de PVC estara sujeto al soporte
de cuero enganchado al arnés (Figura 13y 14).

* Registraridentificacién (nimero) del animal, nimero de porta-tubos y tubo colector
correspondiente, niumero de restrictor correspondiente a cada tubo, dia y hora de
instalacion.

4.6b. En experimentos que utilicen mochila y tubos colectores en el lomo del
animal.

» Colocar mochila. Asegurar cada hebilla con precintos.
» Colocar tubos colectores en mochilas (Figura 15).
» Colocar bozal. Asegurar con precintos.

» Colocar restrictor de entrada de aire en manguera de PVC bien cerca de los ollares
del animal dentro de un trozo de cafo transparente de PVC. Este cano debe
estar sellado en un extremo con tela impermeable al agua y permeable al aire. El
cafio de PVC estara sujeto al soporte de cuero enganchado al arnés (Figura 13

y 14).

» Conectar la espiga (conector macho) de la manguera al acople hembra del tubo
colector. Sujetar con precintos la manguera al bozal.

» Registrar identificacion (numero) del animal, nimero de tubo colector
correspondiente, nimero de restrictor correspondiente a cada tubo, dia y hora
de instalacion.

Figura 12. A) Detalles de la colocacion a cada lado de la cabeza de los tubos colectores en sus
porta-tubos y de los restrictores de flujo. B) Detalles de la colocacion en la mochila sobre
el lomo de los tubos colectores y de los restrictores de flujo (foto tomada por estudiantes
de IPAV, Udelar).

13
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Figura 13. A) Animales con arnés, tubos colectores y restrictores de flujo. B) Animales con arnés de
mochila sobre el lomo, tubos colectores y restrictores de flujo.

Figura 14. Colocacion de mochila y tubos colectores. Foto tomada por estudiantes del IPAV,
Udelar.

14

Diciembre 2022



INIA

4.7

Retiro de tubos colectores, extraccion de muestras y stock de
submuestras.

» Al final del periodo de coleccion de gas establecido para el experimento, retirar
conjuntamente los tubos colectores con los acoples o mochilas, mangueras PVC
y restrictores de aire.

» Desconectar, del tubo colector, la espiga de la manguera de PVC con restrictor.

» Chequear estado de tubos, acoples y mangueras. Descartar materiales con averias
que hayan dificultado la colecta de gas.

» Conectar cada tubo colector al reticulo de vacio, medir su presién utilizando el
manometro y registrar valor en mbar (Presion inicial, Pi). Descartar los tubos con
valores de presién proximos al valor de presion atmosférica.

» Los tubos colectores que presentaron adecuada presion post colecta deben ser
sobrepresurizados con N,. Para esto, conectar cada tubo al reticulo de vacio y
habilitar las llaves de entrada del N, y llenar cada tubo colector (1000-1200 mbar
aprox.). Registrar valor de presion (Presion final, Pf)

» Elaborar un “adaptador” o pieza de acople al tubo colector que permita la extracciéon
de la muestra desde el tubo y el llenado de los viales, los cuales seran luego
utilizados para el andlisis de la muestra en el cromatdgrafo de gases (GC). Esto se
puede realizar utilizando una manguera de PVC (TPU 6*1 10 bar, de 1/4 pulgada)
de 50 cm aprox. En un extremo colocarle espiga o conector macho Swagelok; en
el otro extremo colocar una mariposa de tres vias: via 1 conectada a manguera
PVC, via 2 conectada a una jeringa de 20 mL, y via 3 conectada a una aguja
(Figura 16).

* Luego de armado el “adaptador”, conectar la espiga del “adaptador” al acople
hembra del tubo colector con la mariposa de tres vias con el pasaje de aire cerrado
hacia jeringa y aguja.

» Para extraer cada submuestra: 1. Habilitar con la mariposa el pasaje de aire del
tubo colector hacia la jeringa hasta que complete los 20 mL, y cerrar mariposa; 2.
Insertar la aguja en la septa de un vial de 12 mL previamente vaciado; 3. Abrir el
pasaje de la muestra de la jeringa hacia el vial (a través de la aguja) y cerrar luego
que la jeringa vacio su contenido en el vial; 4. Retirar el vial (el mismo quedara
a sobrepresién), y 5. Identificar el numero de cada vial, asociado al nimero de
tubo/muestra.

* Repetir esta operacion tantas veces como submuestras se planifican obtener
(recomendable de 3 a 5 submuestras).

* Descartar la primera submuestra extraida ya que el volumen residual de la
manguera puede alterar las concentraciones.

+ Importante: mientras se estan colectando las submuestras de un tubo colector
para pasarlas a los viales, nunca retirar ni el “adaptador” ni la mariposa con sus
vias.

» Enviar los viales conteniendo las submuestras a sobrepresion para el analisis de
su concentracion de CH, y SF, por cromatografia gaseosa.
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Tubo colector Manguera PVC

Jeringa 20 mL

=N
A
-
Acople rapido v
Swagelok: hembra + Vial Aguja Llave de tres
espiga macho vias

Figura 15. Detalles del “Adaptador” utilizado para submuestrear el gas contenido en el tubo colector
y pasarlo a viales de vidrio.

4.8 Limpieza de tubos colectores y re-acondicionamiento.

* Realizar vacio en cada tubo colector: para esto conectar cada tubo al reticulo de
vacio (conexion acople hembra del tubo con macho de la espiga del reticulo),
encender bomba de vacio hasta que el vacuémetro indique 0,5 mbar (Figura
17).

» Antes de volver a utilizar los tubos colectores limpiarlos con gas Nitrégeno y volver
a evacuar. Para esto dejar conectados los tubos al reticulo de vacio habilitando
las llaves de entrada del N, y llenar hasta que el manometro indique un valor no
menor de 1000-1200 mbar; volver a evacuar nuevamente los tubos.

» Esta operacién se puede repetir hasta tres veces para minimizar los niveles
residuales de CH, y SF en el tubo colector.

Figura 16. Tubos colectores de metano conectados al reticulo de vacio para ser evacuados y limpiados
con N,

Nota 1. Es necesario la inclusion en el estudio de al menos un tubo colector “control” colocado en un sitio cercano
al experimento para conocer los valores atmosféricos de [CH ] y [SF ], que luego permitiran calcular en forma
correcta la emisién de CH, de cada animal.

Nota 2. Es recomendable la inclusién en el estudio de 1 6 2 “animales control”: se les colecta el CH, al igual que
al resto de los animales en experimentacion, pero no se los dosifica con tubo de permeacion de SF.
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5. Calculo de la emision de CH4

+ Disponer de la tasa de liberacion de SF, (SF, ;) de cada tubo de permeacion
correspondiente a cada animal (ver mas arriba, punto 4.1).

+ Disponer de los valores de concentracion de CH, (ppm) y de SF, (ppt) de cada
submuestra colectada en viales y analizadas por cromatografia gaseosa.

» Calcular factor de correccion (FC) de las concentraciones (debido a la dilucion
realizada por la sobrepresurizacion de los tubos colectores con N,) utilizando Pi
y Pf (ver punto 4.7): FC= PF/Pi. Multiplicar cada concentracién por FC.

+ Una vez corregidas las concentraciones de CH, y SF, entéricos (CH, _ v SF,_ )
de las submuestras colectadas de los animales y las concentraciones del tubo
control (CH, .. ¥ SF, ), calcular la emision diaria de CH, entérico utilizando la
siguiente ecuacion que incluye la correccion por los pesos moleculares de cada
gas (PM CH, = 16 y PM SF = 146):

CH,., - CH,,, (ppm)| . [ 16 (PM CH4)
SF, .- SF,..| (ppt) J ~ L 146 (PM SF6)

CH, (g dfa") = SF, ;, (mg dia”")* |- ]+ 1000

6. Proveedores Sugeridos

»  Swagelok
» Hidrator

* Pirani

+ Cassucci
* Labco

» Tornero: Danilo Rodriguez (Tarariras, Colonia)
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