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DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
VOLATILES EN LIQUIDO RUMINAL

Por Nicolas Miguel Piovano

RESUMEN

Dada la gran importancia de los Acidos Grasos Volatiles en el
contenmido ruminal de los bovinos, se han obtenido dichos valores en
el ganado clinicamente normal, en nuestros medios. Se han estudiado
analiticamente algunos métodos, adoptindose el de Scarisbrich, al
zue se le han introducido algunas variantes. Se-ha determinado el

pso optimo de extraccion de la muestra a partir de la ingesta, esti-
mandolo en 120 minutos. Se han obtenido valores medios de Acidos
Grasos voldtiles Totales de 0,546 g ®Jo (expresados en acido acético),
con una variacion de * 0,037. Se hace como complemento una lige-
risima resenia fisiologica y bioquimica del rumen y de los procesos
fermentativos en él y del metabolismo de los mencionados Acidos
Grasos Volatiles.

VOLATILE FATTY ACIDS IN THE PAUNCH
CONTENT DETERMINATION

SUMMARY

In view the great importance of Volatile Fatty Acids in the
paunch content ongattle, such values were obtained in this country
in cattle clinically normal. Several methods were analytically studied
and finally it was adopted that of Scarisbrich, to which some mod:fi-
cations were introduced.

It was determined the most convenient lapse of time for the
extraction of the sample from the biginning of the ingestion, which
was estimated at 120’

Average values of Total Volatile Fatty Acids of 0,546 g °/o were
obtained (expressed in Acetic Acid) with a variation of approximately
+ 0,037. As a complement, a succint physiological and biochemical
narration of the paunch or first stomach i1s made and also of the
fermentative processes in it, as well as the metabolism of the above
mentionad Volatile Fatty Acids.

(*) Resumen de la tesis para optar al Titulo de Dr. en Ciencias Veterinarias.

(1) Jefe de Trabajos Practicos de la Catedra de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata,
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ANTECEDENTES

A pesar de la gran importancia de
los acidos grasos volatiles (A.G.V.)
del rimen para estos mamiferos,
que hace que la determinacién de
ellos deba realizarse con bastante
asiduidad, no ha ocupado la aten-
cion necesaria como para que se
cuente en el Laboratorio Veterina-
rio, y especialmente en Produccion
Animal, con métodos de facil acce-
so, simple ejecucion y resultados
satisfactorios.

Desde el método dado inicial-
mente por Brown en 1950, por va-
loracion directa de aquellos, hasta
los mas efectivos que aplican la
cromatografla en fase gaseosa (Jai-

s y Martin, 1952; Emery y Koe-
ner, 1961, aplicado por Erwin al
contenido ruminal, etc.), se han
postulado algunos que no tuvieron
trascendencia, como el de Scansbrich
en 1952; el de Hunter, 1960, e In-
cluso por fotometria de llama en fa-
s€ acuosa.

MATERIAL Y METODO

El método que utiizamos para
hacer la determinacion de los Aci-
dos Grasos Volatiles del contenido
ruminal, es una modificacion del
método original de Scarisbrich

El método del citado autor es
sencillo: liberacion de los acidos
grasos volatiles totales de la muestra
a un pH determinado; arrastre por
corriente de vapor y finalmente va-
loracion por alcalimetria, previa re-
coleccién en H_ 0 destilada neutrali-
zada y privada de CO;.

Hemos juzgado que este método
podria satisfacer las finalidades que
buscamos: es de facil acceso en
cualquier Laboratorio Veterinario,
rapido y su ejecucion repetible en
forma seriada sin mayores inconve-
nientes. No exige, por otra parte,
aparatos costosos ni especiales.

Con el fin de agilizarlo ain mas y
darle, a nuestro juicio, mayor fideli-
dad en los resultados, hemos estu-
diado algunas variantes que redun-
darian en aquellos beneficios.

El método de Scarisbrich da una
acidez determinada al medio con el
fin de liberar los Acidos Grasos Vo-
latiles Totales, mediante una solu-
cion buffer de acido oxalico-oxalato
de sodio.

Una de las modificaciones que
introducimos incide sobre este pri-
mer paso del método, en efecto: la
acidificacion del medio la hacemos
con solucién de H,SO4 (D: 1,84)
diluido al 10 ©/o en agua destilada
(V/V). Y lo hacemos basados en que
aplicamos un tratamiento previo a
la muestra con M_SO,. 7 H,0, co-
mo en el primer paso del método
de Jaimes y Martin.

Luego se hace una destilacién
por arrastre en corriente de vapor y
se recoge el destilado sobre un vo-
limen exactamente medido de solu-
cion de NaOH de titulo conocido,
adicionado de unas gotas de indica-
dor.

El autor emplea en la titulacion
rojo de fenol, pero no hay inconve-
niente en emplear otro indicador
bicoloreado cuya zona util de vira-
je se encuentre en ese pH.

No atendemos a la exclusion del
CO, en el sistema colector en razon
de que la recoleccion del destilado
la hacemos directamente sobre la so-
lucion alcalina valorada.

Conforme a lo expresado estu-
diamos una adaptacion del método
en cuestion, que, como lo probare-
mos mas adelante, ha dado resulta-
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dos satisfactorios. Detallamos a con-
tinuacion las variantes que propone-
mos y hemos seguido en la parte
experimental:

Método Propuesto

Aclaremos que se determinan
ACIDOS GRASOS VOLATILES

TOTALES, que se expresaran en
Acido Acético.

A) Reactivos

1) Sulfato de magnesio cristalizado
p.a. (MgSO,4.7H,0).

2) Acido sulfurico concentrado p.a.
(Densidad: 1,84), diluido al 10
O/o en agua destilada (V/V).

3) Solucion Normal de NaOH.

4) Solucion Normal de HC1.

5) Solucién de indicador rojo de fe-
)
)

nol.

6) Papel indicador de pH.
7)Oxido de calcio anhidro p.a.

B) Material

1) Balon de vidrio Pirex, de aproxi-
madamente 2 litros.

2) Balon de destilacion de vidrio
Pirex, de un volumen de 1-1,5
litros.

3) Tubos de centrifuga grandes.

4) Erlenmeyer de vidrio Pirex de
volumen de 500 ml. aproximada-
mente.

H
||$
K

I

l

5)Pipetas y buretas controladas.
6) Papel de filtro de buena calidad.
7) Embudos adecuados.

)
)
)
8) Tubos de vidrio para conexiones.
9) Trompa de agua para vacio.

0

10) Gasa de cirugia.
Técnica

Extraido el contenido ruminal,
se mezcla y se filtra por gasa (de
cirugia) para que retenga las parti-
culas mayores.

Se toman (en recipiente adecua-
do marcado a 150 ml. 4 otro volu-
men segun convenga) 100 ml de la
muestra (u otra cantidad) y se le
agregan 100 g. de sulfato de magne-
sio hidratado, MgSO,.7H,0. Se
mezcla hasta disolucién de la droga.
Se acidifica con solucion de H,
SO, (reactivo N©O 2), gota a gota
hasta pH oscilante entre 2 y 3 (de-
terminado con ‘“‘papel indicador”).
Se mezcla bien, evitando la forma-
cion de demasiada espuma.

Se lleva durante 20 minutos apro-
ximadamente a una temperatura
entre 4°C y 8°C. Con ello se reduce
la espuma y luego se completa a
volumen y se mezcla. Se filtra o me-

jor se centrifuga.

Se toma una parte alicuota del
filtrado o centrifugado que se colo-
ca en el balon de destilacién M del
aparato segun el esquema que se
ilustra. Puede agregarse I-1I gotas de
H, SO4 concentrado.

= TRoMPA
D= VACIO

Byl
|

h

|




En el sistema A, generador de va-
por de agua, se coloca en un balén
de 2 litros, H,O destilada ligera-
mente acidulada con H,SO,, para
retener NH3 y el vapor de agua fil-
tra a través de CaO.

En el sistema colector se coloca:
en C;: 5 ml. de NaOH N.; 5 ml. de
agua destilada y unas gotas de solu-
cion de indicador rojo de fenol; y
en C,: 2 ml. de solucion de NaOH
N, 5-8 ml. de agua destilada y unas
gotas del indicador. Este segundo
sistema colector funciona como de
seguridad, para evitar pérdidas de
Acidos Grasos Volatiles. La conexion
final va a la trompa de vacio (trom-
pa de agua) para efectuar una suave
asplracion.

Debera verificarse que todo el
sistema no tenga pérdidas.

Recordemos que en C; y en G,
el indicador debera sefialar durante
toda la operacion un medio alcalino
(color rojo).

Si virara en C; hacia el acido (co-
lor amarillo), significaria que la can-
tidad de solucion de Na.OH N.colo-
cada fue insuficiente para fijar los
Acidos Grasos Volatiles liberados;
pero seran retenidos en C,.

Si en C, hubiera viraje del indi-
cador, la operacién quedaria invali-
dada.

Es correcto que en C; no haya
viraje del indicador hacia el lado
acido. El sistema C, es solo a efec-
tos de retener el posible pasaje de
pequenas porciones de Acidos Gra-
sos Volatiles, por demasiada aspira-
cion, rapidez de destilacion o exce-
sivo calentamiento.

\Y
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El autor habla de recoleccién de
de 80 ml. de destilado; nosotros da-
mos por terminada la operacion a
los 30 minutos aproximadamente,
de acuerdo alos ensayos realizados,
pues hemos comprobado que en di-
cho lapso se ha arrastrado la totali-
dad de los Acidos Grasos Volatiles
de la muestra.

El burbujeo del vapor de agua en
M debera ser continuado pero no
violento lo mismo que la aspiracion.

El sistema generador A, no podra
estar proximo al balén M, para evi-
tar el calentamiento de la muestra,
que podria ocasionar errores por su
descomposicion o excesiva volatili-
zacion de los acidos grasos volatiles,
que escaparian a su fijacion en los
sistemas colectores.

Terminada la destilacion se resti-
tuye la temperatura; se retiran los
sistemas colectores G, y C, previo
lavado con agua destilada de los ex-
tremos de los tubitos de transporte
del destilado que pescaban en las so-
luciones respectivas y se valora se-
paradamente con solucion N. de
HCI la cantidad de solucion N. de
NaOH que queda libre en C; y C,.

De alli: ml. de solucion N. de
NaOH colocados menos ml. de Na
OH N. remanentes, daran los ml. de
NaOH N. combinados.

En C, no debe dar NaOH N. cam -
binado, si acaso diera (generalmen-
te hemos encontrado una pequeiii-
sima fraccion), se suma a la hallada
en C,. Y por lo tanto (dando el va-
lor de los Acidos Grasos Volatiles
Totales en Acido Acético, peso mo-
lecular 60), se tendra:

100

ml. de NaOH N. combinados x 0,060 x ‘

ml. de contenido ruminal tomados
para la valoracion

GRAMOS DE ACIDOS GRASOS VOLATILES (expresados en Acido Acéti-

co) ©/o de Contenido Ruminal.
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Tomemos por ejemplo, una de las
determinaciones efectuadas: Se to-
maron 100 ml. de contenido rumi-
nal, se le agregaron 100 gramos de
MgSO4 7H,0 que se disolvieron
mezclando suavemente. Se acidifico
con solucion de H,SO4al 10 ©/o
hasta pH de 2 a 3. Se mezcl6 bien
evitando espuma. Se dejé 20 minu-
tos aproximadamente en heladera
a 50C. Se retir6 luego, se dejo unos
momentos a temperatura ambiente,
se completé a volumen de 150 ml.
y se mezclo bien. Luego se centrifu-
go.

Se colocaron en M, 50 ml. (exac-
tamente medidos) del liquido cen-
trifugado que corresponden a 33,33
ml. de contenido ruminal. Se agregd
II gotas de H,SO,4 concentrado.

En los sistemas colectores se co-
loco: en C;, 5 ml. de solucion N.
de NaOH y en C,;, 2 ml. de la mis-
ma solucion; en ambos unas gotas
de solucién del indicador rojo de
fenol y unos 5 ml. de agua destila-
da.

Se completo6 el aparato conforme
a lo detallado.

Se procedié a la destilacién por
arrastre durante 30 minutos. Termi-
nada ella, se desconectd el sistema,
se lavaron con agua destilada los tu-

En C; 5 ml. de NaOH N. y

bos de desprendimiento que pescan
en la solucion de NaOH vy se proce-
di6 a la titulacion de la cantidad de
solucion de NaOH N. que quedo li-
bre.

Este paso de la operacion puede
practicarse en dos formas:

1) Se vierte el contenido de C, en

C,, se lava 2-3 veces con unos po-
cos ml. de agua destilada el co-
lector C, que se reunen con el de
C, y luego se titula el total. Es
decir: en C; habia 5 ml. de NaOH
N. y en C;, 2 ml., en total 7 ml.
de solucién N. de NaOH. Se con-
sumieron en la titulacion 5 ml. de
HCI N. En consecuencia se com-
binaron 2 ml. de NaOH N. y por
lo tanto:
2 x 0,060: 0,12 gr. de Acidos
Grasos Volatiles Totales en la
muestra, y como s€ tomaron
33.33 ml. de contenido ruminal,
para llevar a ©/o se tendra:

100
0,12 x ————: 0,36 gr. de A.G.
33.33

V.T. en 100 ml. de contenido ru-
minal (expresado en ac. acético).

2) Se hace la titulaciéon separada-
mente en cada colector, C, y C,,
y ambos resultados finales se reu-
nen. Y en este caso se tendria:

se consumieron 3,2 ml. de HCI N., luego se com-
binaron: 5 - 3,2: 1,8 ml. de NaOH N.

1,8 x 0,060: 0,108 gr. de A.G.V.T. (en C,)

En C, habia 2 ml. de NaOH N. y

se consumieron 1,8 ml. de HCI N., por lo

tanto se combinaron: 2 - 1,8: 0,2 ml. de NaOH N.
0,2 x 0,060: 0,012 gr. de A.G.V.T. (en C,)

Finalmente

0,108 +0,012:0,120 gr. de A.G.V.T. en los 33,33 ml. de contenido ruminal

de la muestra; por lo tanto
100
0,120 x
33,33
acido acético).

: 0,36 gr. de A.G.V.T. %o de contenido ruminal (expresado en
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Parte Experimental

La experimentacion la realizare-
mos en dos partes:

A)Ensayos de recuperacion.

B)Determinaciones de A.G.V.T. en
contenido ruminal de bovinos
clinicamente normales.

A) Ensayos de Recuperacion

Para constatar la bondad del mé-
todo que hemos detallado se efec-

NO 1 ENERO-AGOSTO 1972

tuaron algunos “Ensayos de recupe-
racion’’ en ambos sentidos:

a) con soluciones puras de Acidos
Grasos Volatiles (Acido férmico,
acido acético, acido butirico).

Se prepararon soluciones puras
de acido formico, acido acético y
acido butirico (p.a.) al3,al6y 8,8
O/o respectivamente en agua destila-
da.

Se emplearon en las determina-
clones las cantidades que se sefialan
a continuacion y se practico el mé-
todo siguiendo todos los pasos de la
técnica que se propone y se obtu-
vieron los siguientes resultados:

MUESTR A ACIDO ACIDO ACIDO |EXPRESADO |HALLADO EN |RECUPE_
FORMICO|ACETICO |BUTIRICO|EN ACETICO ACETICO RACION
1 1 ml. 1 ml 1 ml 0,18 0,17 94,4 OJo
2 2 ml. 2 ml. 2 ml. 0,36 0,354 98,4 /o
3 3 ml 3 ml. 3 ml. 0,54 0,546 101,1 %o
MEDIA: 98 ©/o

Es decir, se ha obtenido una re-
cuperacion del 98 %fo (* 2,03), que
la consideracion aceptable desde el
punto de vista practico en su aplica-
cion a la Medicina Veterinaria.

b) Con contenido ruminal adiciona-
do de Acido Acético en cantidad
conocida.
oe extrajo contenido ruminal, se

homogeneiz6 bien y se tomaron dos

partes alicuotas de 50 ml. cada una

rotuladas M; y M,.

A la muestra M, se le adiciona-
ron 5 ml. de solucion N. de acido
acético p.a. (peso molecular 60) y
se mezclo perfectamente.

Sobre ambas muestras separada-
mente se practico la determinacion
de los Acidos Grasos Volatiles Tota-
les (A.G.V.T.) conforme al método
detallado.
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ENSAYOS DE
Cuad

VALORES DE A.G.V.T. EN GRAMOS

RECUPERACION
ro NO 1

/o EXPRESADOS EN ACIDO ACETICO

MUESTRA A.G. V. T. |AC. ACETICO| VALOR VALOR RECUPERACION
INICIAL M;| AGREGADO | TEORICO [HALLADO M, %o
1 0,324 0,300 0,624 0,622 99,6
2 0,264 0,300 0,564 0,526 93,0
3 0,440 0,300 0,740 0,722 97,1
4 0,420 0,300 0,720 0,710 98,6
5 0,360 0,300 0,660 0,650 98,5
6 0,276 0,300 0,576 0,575 99,8
7 0,352 0,300 0,652 0,650 99,7
8 0,420 0,300 0,720 0,724 100,5

MEDIA: 98,4 /6

Con los resultados expresados,
consideramos que una recuperacion

del 98,4 ©/o (£ 1,75) es totalmente
aceptable.

Por lo tanto entendemos que el
método que estudiamos satisface
ampliamente las necesidades de nues-
tra profesion vy, por otra parte, es
de sencilla ejecucion, rapido y no
requiere aparatos especiales ni cos-
tosos, siendo por lo tanto de utili-
zacién accesible en el Laboratorio
Veterinario.

B)Determinacion de A.G.V.T. en
contenido ruminal de bovinos
clinicamente normales.

Hemos trabajado con bovinos de

3 a 4 anos de edad, sin distincion de
raza ni sexo (hembras libres), clini-
camente sanos, bajo control de la
Catedra de Clinica de Grandes Ani-
males de esta Facultad.

En primer término se determino
el tiempo Optimo de extraccion del
contenido ruminal a partir de la in-
gesta, para lo cual se realizo una
extraccion en ayunas y luego a los
60, 120 y 180 minutos de la inges-
tion de alimentos y se practico la
determinacion de los A.G.V.T. en
cada una de dichas muestras, si-
guiendo el método expuesto.

Los resultados van expresados en
el cuadro NO2.

De su estudio se deduce que la
toma de muestra habra de hacerse
a los 120 minutos aproximadamen-
te de la ingesta.



12 ANALECTA VETERINARIA — VOLER

No 1 ENERO-AGOSTO 1972

Cuadro N© 2

DETERMINACION DEL

TIEMPO DE EXTRACCION

A.G.V.T. EN GRAMOS 9Y/o DE CONTENIDO RUMINAL
(EXPRESADO EN ACIDO ACETICO)

MUESTRA AYUNAS 60’ 120° 180°

1 0,312 0,360 0,482 0,430

2 0,300 0,364 0,474 0,382

3 0,350 0,414 0,506 0,432

4 0,314 0,380 0,480 0,440

5 0,360 0,434 0,538 0,450

6 0,364 0,420 0,526 0,460

7 0,312 0,420 0,548 0,436

8 0,360 0,420 0,533 0,433

MEDIA 0,334 0,401 0,503 0,433
ﬁ%%YRACION (£0,023) (£0,025) (£0,022) (£0,013)

En segundo término, ya obtenido
el tiempo de extraccion del conte-
nido ruminal, se han realizado las
determinaciones en ayunas y en el
lapso estipulado, siempre en analo-

gas condiciones, en bovinos clinica-
mente normales y con racion ali-
mentaria similar en todos los casos.

Los resultados estan consignados en
el cuadro N© 3.

Cuadro N© 3

A.G.V.T. EN GRAMOS ©°/o DE CONTENIDO RUMINAL
(EXPRESADO EN ACIDO ACETICO)

CANTIDAD DE

MUESTRAS AYUNAS

50 0,381 (£0,0362)

120 MINUTOS DIFERENCIA EN MAS

0,546 (+£0,037) 0,164 (£0,0147)
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DISCUSION

De todos los métodos utilizados
para la valoracién de los Acidos
Grasos Volatiles Totales del Conte-
nido Ruminal, sin duda el mas apli-
cado hasta ahora, es el de cromato-
grafia en fase gaseosa, que si bien da
valores muy aceptables, incluso pa-
ra cada uno de los acidos grasos
volatiles, adolece de algunos incon-
venientes. En primer término, el
aparato en si mismo, en el doble
aspecto de su costo y de su manejo.

Por otra parte, es necesario consi-
derar las causas de error inherentes
a la ejecucion del método, por ejem-
plo: la extraccion y esterificacion
previa (Verbeck, etc.) y la destila-
cioén en corriente de vapor (Fenner)
que sera menester salvarlas para que
los resultados obtenidos sean fieles.

Todavia mas: segun Molinari y Za-
hut escaparia a la valoracion el aci-
do férmico, que lo soluciona defe-
cando la muestra con sal mercurica.
Ademas, la técnica del método in-
sume demasiado tiempo.

No obstante es el mas aplicado.
Aun asi, no resulta de aplicacion
accesible en el trabajo de rutina en
un Laboratorio Veterinario, espe-
cialmente para Producciéon Animal
donde deben hacerse determinacio-
nes seriadas.

Podria serlo el método indirecto
de Hunter y colaboradores basado
en la combustiéon de los acidos gra-
sos volatiles totales liberados y lue-
go valoraciéon del CO, obtenido por
combustion de aquellos. Requeriria
la mediciéon de volimenes gaseosos
o la fijacion de ellos, lo cual le res-
taria agilidad en la utilizacién que
estudiamos.

Incluso la determinacion por Fo-
tometria de llama en fase acuosa,
método sencillo, sensible y de facil
acceso, que no ha entrado en la
practica corriente.

El método de Scarisbrich es sen-
cillo: liberacién de los acidos grasos
volatiles totales de la muestra a un
pH determinado; arrastre por co-
rriente de vapor y finalmente valo-
racion por alcalimetria, previa reco-
leccion en H, O destilada neutrali-
zada y privada de CO,.

Este método, con las variantes
introducidas, que, a nuestro juicio,
a la vez que lo agilizan ain mas le
dan mayor fidelidad en los resulta-
dos, reune los requisitos indispen-
sables, ya que las determinaciones
se realizan en forma relativamente
rapida y pueden hacerse en el Labo-
ratorio Veterinario en forma seria-
da, no exigiendo aparatos costosos
ni especiales.

CONCLUSIONES

Conforme a todo lo expuesto
presentamos las siguientes conclu-
siones:

1) El método de Scarisbrich, con las
variantes introducidas, da resulta-
dos satisfactorios para nuestra
profesion.

2)El valor medio de los Acidos
Grasos Volatiles Totales, en el

contenido ruminal de bovinos
normales, en nuestro medio, ex-
traido a los 120 minutos de la
ingesta es de 0,546 g ©/o (expre-

sado en acido acetlco) con varia-

cion de + 0,037.

Todo ello en las condiciones y
con los métodos expuestos en el
presente trabajo.
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