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INTRODUCCION.

En 'la literatura mundial relacionada
con los iprocesos digestivos de los ru-
miantes, se 'ha descrito ampliamente el
comportamiento de la microflora y micro-
fauna a base de su accién sobre diferen-
tes substratos, sus productos de degrada-
cion, de sintesis y en general, la conduc-
ta de Jos microorganismos ante innume-
rables variantes.

En el complejo proceso sominal de
los bovinos, se conocen una serie de
factores con capacidad reguladora de
las condiciones intrinsecas del habitat de
la microflora y microfauna normal. Es
tos se encargan de mantener el pH, hu-
medad, volimenes gaseosos, temperatu-
ras, etc., comprendidos entre los valores
normales exigidos para el desarrollo de
la flora y fauna.

Un punto muy poco analizado, espe-
cialmente en nuestro medio, es el estu-
dio de las modificaciones progresivas de
la flora ruminal hasta su completa des-
truccion por la lenta elevacion del pH
del .liquido ruminal, como consecuencia
de la liberaciéon y acumulacion de amo-
niaco, proveniente de diferentes fuen-
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tes, que en condiciones normales debe
ser metabolizado y reabsorbido.

OBJETIVO.

H objetivo de este trabajo fue de-
mostrar la existencia de las alteraciones
de la flora y fauna ruminal, como conse-
cuencia de la modificacion del pH, cau-
sado por la elevacion del contenido en
amoniaco, para cuyos fines se realizaron
investigaciones en varias etapas sucesi-
vas:

1.—La primera fase de la investiga-
cion  consisti6 en reproducir lo mas fiel-
mente posible el mecanismo ruminal, uti-
lizando las principales caracteristicas de
un rumen artificial de vidrio, con el pro-
posito de implantar, también artificial-
mente, ciertas modificaciones para po-
der estudiar:

a) Obtencion de valores correspondien-
tes a pH, concentracion de amoniaco
relacionados a las modificaciones de
la flora "jn vitro".

b) Respuesta de la microflora y micro-
fauna a los tratamientos aplicados "jn
vitro".

2. —La segunda etapa de la investi-

gacién se basé en la reproduccién expe-
rimental del cuadro en un toro joven,
mestizo Holstein-Friesian, al cual se le
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practic6 una fistula ruminai de plastico
acrilico, y por donde se obtuvieron las
muestras periédicas del material rumi-
nai para su estudio.

FUENTES DE AMONIACO.

B nitrogeno dietético en forma de
proteinas, péptidos, aminoacidos, etc., es
degradado en el rumen basta amoniaco
(NH;), siendo los péptidos y los amino-
acidos productos intermedios de la de-
gradacion de las proteinas en el rumen.

Los protozoarios ruminales son ele-
mentos proteol(ticos, donde el amoniaco
parece ser el producto final ~del-'meta-
bolismo. En extractos de protozoarios,
donde se pueden aislar proteasas activas,
se estima que mucho del amoniaco for-
mado es debido a metabolismo endo-
geno de estos microorganismos. Esto ha
sido demostrado en una serie de investi-
gaciones por Abbou Akkada (1). Tra-
bajando con animales rumiantes trata-
dos con antibiéticos a fin de producir la
desfaunacion de los protozoarios rumina-
les, se han encontrado valores en conte-
nido de amoniaco en el iliquido ruminai
muy superiores en los animales fauna-
dos que en los desfaunados, lo cual con-
firma el poder proteolitico de los pro-
tozoarios.

Se puede, entonces, deducir que el
amoniaco es un producto metabolico fi-
nal que se encuentra presente en el ru-
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men, considerdndose normales concen-
traciones entre 60 mg. por 100 cc. de
licor ruminal; a su vez, el amoniaco pro-
ducido es constantemente absorbido a
través del epitelio ruminal, para mas tar-
de, debido a un complicado proceso fi-
siolégico, ser convertido en urea; ésta,
a su vez, puede ser excretada a través
de la orina o bien puede ser utilizada
por el organismo como fuente de nitro-
geno en el reciclo de la urea, a través
de la saliva (2) y (3).

Es interesante el trabajo de D. Lewis,
donde verifica una revision de la tesis
de Mac Donald en la cual se analizan
las ‘'grandes cantidades de amoniaco que
se producen en el rumen, en condicio-
nes normales de alimentacion (4). Debe
hacerse especial hincapié en las fuentes
de amoniaco, para cuyo efecto puede
considerarse en orden de importancia:

a) De origen dietético, como proteinas
naturales.

b ) De origen no proteico, como suple-
mentos nitrogenados.

c) De origen enddgeno, aportado por
secreciones.

En cualquiera de estas formas, el
amoniaco actla alcalinizando el liquido
ruminal, condicién que es contrarresta-
da por los productos acidificantes de las
fermentaciones producidas por una flo-
ra y fauna ruminal normal.



MATERIALES Y METODOS.

Se construyé un rumen artificial de
vidrio, basado en los trabajos de Bar-
nett y Reid (5) al cual se aplicaron modi-
ficaciones segln las necesidades de la
investigacion. Las caracteristicas del ru-
men artificial son:

1.—Paredes impermeables a

a) Gases;
b) Acidos grasos volatiles; v,
c) Agua.

Esta condicion de impermeabilidad
trae como consecuencia que todos los
gases: anhidrido carbdnico, metano e
hidrégeno (C02, CH4 y H2), producidos
por las fermentaciones microbianas, asi
como los acidos grasos volatiles, produ-
cidos por la degradacion de los principios
inmediatos, como acético, propionico,
etc., que normalmente son absorbidos en
el epitelio ruminal, sean retenidos en el
liquido ruminal, pero como el aparato
presenta una salida de gases (N? 6 de la
fotografia), estos productos son expulsa-
dos constantemente, de modo que no se
produce alteracion en el medio por su
acumulacion.

Con respecto a los volimenes de
agua que no son absorbidos, por las re-
ducidas cantidades del elemento que son
adicionales a través de la solucion de
sativa artificial, no influyen en el cultivo

a la vez que favorecen la proliferacion
bacteriana.

2. —Ambiente Anaerobio.

H sistema del rumen artificial presen-
ta una entrada de gases (N? 5 de la foto-
grafia), que esta conectada a un cilindro
de CO02 el cual suministra un flujo de
gas constante, regulado por un mané-
metro (Nos. 7 y 8 de la fotografia) in-
tercalado al sistema, que mantiene un
burbujeo controlado en 30 burbujas por
minuto. Como el tubo suministrador de
gas esta colocado de tal forma que la
salida de CO02 es en el fondo del rumen
artificial; de esta manera el burbujeo ac-
tia como homogeneizador del cultivo al
remover él liquido. Este ambiente de
CO02 permite mantener un medio ana-
erobio imprescindible para el desarrollo
de la flora y fauna.

3. —Ambiente Termorregulado.

B rumen de vidrio se mantiene su-
mergido en un bafio de Maria termore-
gulado, a una temperatura de 39° C.(
lo que constituye una réplica de la tem-
peratura interna del rumen "in vivo".

4, — Substrato.

Como dieta substrato para la flora y
fauna en incubacién se preparé una ra-
cion balanceada, la cual se almacena en
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el depdsito correspondiente (N? 2 de la
fotografia), administrandose al cultivo di-
suelta en proporcién de 25 g. en 100 cc.
de solucion de saliva artificial como do-
sis inicial, luego en proporciéon de 20 g.
disuelta en 100 cc. saliva artificial cada
24 horas mientras dure la Investigacion.
Estas proporciones de alimento fueron
calculadas a base de los volimenes de
material incubado. La composicion del
substrato es:

Porcentaje
Proteina cruda ........ccccccceevieinnnn. 16.0%
Fibra cruda....ccocoeeeeeieeiiniiiiiinnnn. 25.0%
Extracto etéreo.......ccceeeevvvrvvnnnns 4.2%
Extractos no nitrogenados .... 49.8%
CEeNIZAS .veeeeeeeeeeeeeeieeee e, 5.0%

La férmula elaborada para la racién
substrato estd compuesta por la siguien-
te materia prima:

Harina de algodon........ccccoeneee. 10

Maiz finamente triturado........... 39
Alfarina ..., 22
Total............. 100

B andlisis proximal! de esta racion
substrato, ha sido realizado en el Labo-
ratorio de Nutricion Animal de la Facul-
tad de Ingenieria Agronémica y Medici-
na Veterinaria de la Universidad Central
del Ecuador, por lo que se conoce exacta-
mente las cantidades de nitrdgeno que
han sido utilizadas. Las caracteristicas
de! substrato son:

a) Pulverizado;

b ) Pacion balanceada;

c) Deshidratado; vy,

d ) Disuelto en solucion de saliva artifi-
cial.

5.—Saliva Artificial.

Gramos
Afrecho de trigo ....cccoecvvevceeecnnnn, 14 Para la presente investigacién se em-
Harina de palma real......c.......... 6 pled la saliva artificial de McDougall, cu-
Harina de pescado......ccceceveriinnnnne 19 ya composicién es la siguiente:
Gramos
Bicarbonato de sodio (NaHCOa) ... 9.80
Cloruro de potasio (KCL) 0.57
Cloruro de calcio. (CaCi2) 0.04
Fosfato disédico. (Na2HPO4.12H20) 9.30
Cloruro de sodio (NaCl).................. 0.47
Sulfato de magnesio. (MgS0<.7H2) 0.12
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Esta soluciéon de saliva artificial actta
como "buffer", en el rumen artificial de
vidrio.

RUMEN ARTIFICIAL DE VIDRIO

A fin de trazar la curva de calibra-
cién, sobre la cual se determinaron las
concentraciones de NH3 de las muestras
del liquido ruminal, se prepararon va-
rias soluciones de concentraciéon de NH3
segun el siguiente iprocedimiento; que a

1 —Baléon de 3 bocas de 2.000 cc. departir de una solucibn madre 0.1 N de

capacidad, donde se cultiva el ma-
terial ruminai.

NHS3 se prepararon las diluciones que se
indican a continuacién: a) Tomar 4 cc.

2. —Embudo de decantacion de 250 ccde la solucion 0.1 N y llevar a 1.000

para el suministro del substrato.

cc. con agua destilada; esta preparacion

3. —Embudo de decantacion de 250 cccontiene 6.8 mg. por litro de NHS b)

para la solucion de amoniaco.

4.
para la tema de muestras.
5. —Entrada de COL
6. —Salida de gases.
7. —Cilindro de CQO;j.
8. —Mandmetro.
9. —Bafio de Maria termorregulado.

10.—Perilla de caucho para la succion de
muestras.

6.—Curva de Calibracion del Contenido
de Amoniaco.

Para las mediciones del contenido
amoniacal dellliquido ruminal, se utilizé
un espectrofotobmetro "Baush-Lomb", a
una longitud de onda de 550 um.

Tomar 3 cc. de la soluciéon 0.1 N y lle-

—Embudo de decantacion de 125 ccvar a 1.000 cc. con agua destilada; esta

preparacién contiene 4.1 mg. por litro;
€) Tomar 2 cc. de la solucion 0 . 1 N. y
llevar a 1.000 cc. con agua destilada;
esta preparacién contiene 3.4 mg. por
litro de NH3 d) Tomar 1 cc. de la solu-
cién 0.1 N. y llevar a 1.000 cc. con agua
destilada; esta preparacién contiene 1.7
mg. por litro de NH3 e) Tomar 0.5 cc.
de la solucion 0.1 N. y llevar a 1.000
cc. con agua destilada; esta preparacion
contiene 0.85 mg. por litro de NH3.
De cada una de estas soluciones se
toma 100 cc. y se afiade 2 cc. del reactivo
Nessler (especifico para 'las determina-
ciones de NH3. Como solucién testigo
(blanco) se empleé 100 cc. de agua des-
tilada y 2 cc. del reactivo Nessler.
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7.—Lecturas fotocolorimétricas de las soluciones preparadas.

Concentracion

Solucién NH3 mag/litro. % de Transmitancia % de Absorbancia
1 6.8 58 0.237
2 5.1 66 0.181
3 3.4 72 0.143
4 1.7 79 0.102
5 0.9 87 0.061
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Una vez obtenidos los valores de las
soluciones de concentracién conocidas,
puede procederse a las mediciones de la
transmitancia y absorbencia del liquido
ruminal, previas las correspondientes di-
luciones (2).

8. — Cultivo Ruminal.

'H material ruminal necesario para el
cultivo se obtuvo del toro fistulado an-
tes mencionado; el método utilizado -pa-
ra la extraccion de las muestras del liqui-
do ruminal, consisti6 en la introduccion
de una pipeta de vidrio de 50 cc. a tra-
vés de la fistula, succionando, 200, cc.
del material ruminal tratando de que 'la
muestra sea lo mas uniforme posible en
el contenido de amoniaco del material
a analizarse.

Después del examen del contenido
rumina’'l del -animal fistulado, se procede
a la primera inyeccién de >a solucién de
amoniaco al 10%; se permite un tiempo
de accion de este elemento sobre los
microorganismos durante 12 horas; al
cabo de este lapso se procede a la extrac-
cién de una muestra del liquido ruminal
a fin de someterle al examen que se
describe a continuacion:

9. —Inoculacién del Amoniaco "in vitro".

Las modificaciones del -pH normal
del liquido ruminal "in vitro" se realizar
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ron adicionando al material incubado,
soluciones de amoniaco a una concentra-
cién de 1.4% en un volumen de 10 cc.;
se repiti6 el proceso con un intervalo
de 12 horas entre cada adiciéon. Las me-
diciones del -pH y del contenido de amo-
niaco se realizaron interrumpidamente,
previas a cada adicion de la solucion
de este elemento.

10.—Valores obtenidos "in vitro".

De la investigacién "in vitro" se ob-
tuvieron los siguientes resultados:

a) Durante las 12 horas consecutivas a
ja primera adicion de NH3, el pH se
mantuvo en 7.3 y Ja concentracion
de este elemento no sobrepasd los
60 mg. -por 100 cc. de solucion.

b) B la segunda medicién, correspon-
diente a las 24 horas del cultivo, con
la consiguiente adicion de NH3 se
obtuvo un pH de 7.7 y contenido
en NH3 de 83 mg. 100 cc. de solu-
cion.

c) Al cabo del periodo de 12 horas de
Ja tercera adicion de amoniaco, el
pH fue de 8.0 y el contenido de
NH3 de 100 mg. por 100 cc. de so-
lucion.

d) A partir de la elevacién del pH so-
bre 8.4 toda la fauna desaparecio,
se consider6 un valor limite de pH



de 8.5 que corresponde a unos 160
mg. de este elemento por 100 cc. de
solucién.

RESULTADOS Y DISCUSION.

La finalidad del presente trabajo fue
demostrar la modificacion de la flora
y fauna ruminal del rumen artificial de
vidrio; se intenté primeramente produ-
cir Jas modificaciones progresivas en con-
diciones "jn vitro".

Como consta en los resultados obte-
nidos en la investigacion "in vitro", se
suspendié la administracion de NH3 al
alcanzar valores de pH de 8.4 ante la
destruccion de los microorganismos del
liquido ruminal. De lo expuesto se pue-
de concluir que en los casos experimen-
tales "in vitro", si el pH del liquido ru-
minal no sobrepasa valores de 8.4, exis-
ten posibilidades de recuperacién de la
microflora y microfauna, siempre que
los factores ambientales sean favorables.

RESUMEN.

H complejo proceso ruminal de los
bovinos, comprende una serie de facto-
res con capacidad reguladora de las con-
diciones de vida de la flora y fauna del
rumen, como son pH, humedad, concen-
tracion de iones, absorcion, etc.

B estudio se realizé "in vitro" en ru-
men artificial, obteniéndose la destruc-

cién de las muestras de microflora y mi-
crofauna del liquido ruminal al alcanzar
un pH de 8.5 y una concentracion de
160 mg. de NH3 por 100 cc. de liquido
ruminal.

RECOMENDACIONES.

B complejo formado por rumen-mi-
croflora y microfauna realiza funciones
de digestion, routricionales y de sintesis
vitales, para Ja supervivencialdel rumian-
te, por lo cual, tanto las caracteristicas fi-
siolégicas de movilidad y de absorcién
del rumen, como vitalidad y viabilidad
de los microorganismos, son indispensa-
bles para un normal desarrollo de los
procesos digestivos.

En el problema de la reconstruccién
del liquido ruminal, se recomienda la
inoculacion del material ruminal de bo-
vinos adultos sanos, en los cuales se de-
be preferir la fraccion liquida por ser la
que mantiene en suspensiéon la mayor
proporcién de microorganismos.

Se recomienda, ademas, un trata-
miento simultaneo compuesto por téni-
cos generales y ruminatorios, a fin de
restaurar las funciones fisioldgicas del
rumen.
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