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PROLOGO

Este manual tiene la finalidad de ser una guia para los estudiantes de posgrado (maestria y
doctorado) en aquellas técnicas de laboratorio que se usan en la nutricién animal; la cual como
ciencia basa su aplicacion en el conocimiento de las demandas nutricionales de los animales
en cada uno de sus estados fisiologicos y en la oferta de los nutrimentos para satisfacer estas
necesidades en las cantidades y calidad adecuadas, ademéas del estudio de los fenédmenos
fisioldgicos que se presentan con el uso de diferentes y nuevos ingredientes en la alimentacion
animal, asi como de diferentes situaciones que se presentan en la produccién animal.

Es importante sefialar que durante el desarrollo de las técnicas el estudiante deberd observar
las recomendaciones de bioseguridad indicadas para cada técnica, como pueden ser la
utilizacion de guantes y lentes de seguridad, mascarillas contra polvo, lo anterior con el
proposito de evitar accidentes o riesgos para la salud y de inculcar las medidas de seguridad.

REGLAMENTO DE BIOSEGURIDAD

Las medidas de la bioseguridad en el laboratorio.

a. Requisitos para el ingreso al laboratorio.

- El acceso al laboratorio es restringido. Solo podran ingresar aquellas personas que
tengan alguna actividad definida a realizar (practicas).

- El personal y alumnos deberan ponerse bata blanca para ingresar y permanecer en
el laboratorio.

- No introducir ninguna clase de alimentos o bebidas, ni equipos o0 materiales
susceptibles de dafiarse o contaminarse.

- No se deben ingresar animales.

- Guardar el debido comportamiento y seguir las instrucciones indicadas por el
responsable y/o encargado, asi como aquellas indicadas en carteles y avisos
colocados a la vista.

b. Normas de comportamiento durante el desarrollo de la practica:

- Cumplir con lo dispuesto en el manual de préacticas.

- Mantener una actitud respetuosa hacia el profesor y los compafieros evitando
accidentes.

- Utilizar adecuadamente instrumental, equipos e instalaciones. En caso del dafio del
mismo, se debera reponer o reparar por partes o de los responsables.

- Avisar de inmediato al profesor y/o responsable en caso de accidente (cortaduras,
derrames de liquidos tdxicos o corrosivos, salpicaduras etc).

- El responsable de la practica verificara la limpieza y el orden del lugar antes y
después de la préactica.

c. Manejo de los desechos del laboratorio. EI manejo de los desechos se realizara de
acuerdo a la normatividad oficial vigente establecida para ello:
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Residuos bioldgicos- Infecciosos.
NOM-052-SEMANART-2005. Que establece las caracteristicas, el procedimiento de

identificacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos.
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ANALISIS QUIMICO PROXIMAL
DETERMINACION DE HUMEDAD

1. GENERALIDADES.

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializacion a que hayan sido
sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las cifras de contenido en agua
varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. En los tejidos vegetales y animales,
puede decirse que existe en dos formas generales: “agua libre” y “agua ligada”. El agua libre o
absorbida, que es la forma predominante, se libera con gran facilidad. El agua ligada se halla
combinada o absorbida. Se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacion (en los
hidratos) o ligada a las proteinas y a las moléculas de sacaridos y absorbida sobre la superficie
de las particulas coloidales.

Los métodos de secado son los mas comunes para valorar el contenido de humedad en los
alimentos; se calcula el porcentaje en agua por la perdida en peso debida a su eliminacion por
calentamiento bajo condiciones normalizadas. Aunque estos métodos dan buenos resultados
que pueden interpretarse sobre bases de comparacion, es preciso tener presente que a) algunas
veces es dificil eliminar por secado toda la humedad presente; b) a cierta temperatura el
alimento es susceptible de descomponerse, con lo que se volatilizan otras sustancias ademas
de agua, y c¢) también pueden perderse otras materias volatiles aparte de agua.



A. MATERIA SECA PARCIAL A60-65°C

2. MATERIALES Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:

2.2. Cristaleria y equipo:

Bandeja de aluminio
Estufa u Horno de secado de aire forzado
Bascula digital con precision de 0.001 g

2.3. Equipo de proteccion:

Bata de laboratorio

3. MUESTRA:
Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

Use una bandeja de aluminio limpia y seca.

Pese la bandeja de aluminio vacia con exactitud. P1

Agregue el material de muestra hasta que llene la bandeja y registre el peso de la
bandeja mas la muestra hiumeda. P2

Coloque la bandeja con la muestra himeda en el horno de conveccion de aire forzado
con temperatura de 60 - 65 °C por un periodo no menor a las 18 horas.

Luego del periodo indicado con anterioridad, retire la bandeja con la muestra
parcialmente seca del horno y coldguela sobre la mesa dejando que se equilibre con la
humedad del aire del laboratorio por lo menos durante 30 minutos.

Pese la bandeja con la muestra parcialmente seca y registre este valor. Ps3

P1. Peso de la bandeja vacia

P>. Peso de la bandeja mas la muestra fresca

Ps. Peso de la bandeja mas la muestra parcialmente seca
P4. Peso de la muestra fresca (P2 — P1)

5. CALCULOS:

El contenido de humedad del material se determina por la diferencia de peso entre el material
fresco y el material parcialmente seco. Para obtener el contenido parcial de materia seca a 60 —
65 °C, utilice la siguiente ecuacion:

P3—P1

% de MS = X 100

P4



El contenido parcial de humedad se obtiene por diferencia:

% de humedad parcial a 60 °C = 100 - % MS a 60 °

REFERENCIAS:
AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos I, Departamento De Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.

Undersander, D., D.R. Mertens y N. Thiex. 2001. Forage Analyses Procedures. National
Forage Testing Association, www.foragetesting.org.
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B. MATERIASECA TOTAL A 105°C

2. MATERIALES Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:

2.2. Cristaleria y equipo:

Béscula digital con precisién de 0.0001 g

Crisol de porcelana o envases de aluminio (50 mm de diametro y 40 mm de profundidad)
Desecador

Pinzas de metal

2.3. Equipo de proteccion:

Bata de laboratorio

3. MUESTRA:
Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

P.
P».

Pa.

Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

Coloque un crisol de porcelana con capacidad de 50 ml en un horno de conveccién de
aire forzado a 105 °C por 16 horas por lo menos. Si las muestras no seran utilizadas
para la determinacién de cenizas, se pueden utilizar pequefios envases de aluminio no
muy profundos con tapa, de aproximadamente 50 mm de didmetro y 40 mm de
profundidad.

Remueva el crisol de porcelana del horno, utilizando pinzas de metal, y lo coloca en un
desecador, el cual debe poseer un agente secante en el fondo. Coloque la tapa del
desecador sin cerrarlo completamente. Si lo cierra completamente provocara un vacio
dificultando la remocidn posterior de la tapa. Espere por lo menos dos minutos y
proceda a colocar la tapa de manera que cierre herméticamente el desecador. Espere
cinco minutos para que se enfrie el crisol.

Remueva el crisol del desecador con unas pinzas de metal y proceda a registrar su
peso. El peso debe registrarse en una balanza analitica con precision de 0.0001 g. P:
Sin remover el crisol de la balanza, agregue con cuidado 2 g de muestra y registre el
peso con la mayor exactitud hasta de 0.0001 g. P2

Retire el crisol de la balanza y lo coloca en un horno de conveccion de aire forzado a
105 °C durante 24 horas. Algunos procedimientos indican un término de 3 horas
solamente.

Al final del periodo de secado, remueva el crisol del horno y lo coloca en un desecador,
con las mismas precauciones indicadas con anterioridad. Déjelo enfriar.

Registre el peso del crisol mas la muestra seca con exactitud hasta de 0.0001 g. P3

Peso del crisol vacio

Peso del crisol mas la muestra fresca
. Peso del crisol mas la muestra seca
Peso de la muestra fresca (P2 — P1)



5. CALCULOS:

El contenido de humedad del material se determina por la diferencia de peso entre el material
fresco y el material seco. Para obtener el contenido de materia seca a 105 °C, utilice la
siguiente ecuacion:

Ps—P1
% de MS = X 100
P4

REFERENCIAS:
AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos I, Departamento De Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.

Undersander, D., D.R. Mertens y N. Thiex. 2001. Forage Analyses Procedures. National
Forage Testing Association, www.foragetesting.org.
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C. DETERMINACION DE HUMEDAD POR DESTILACION CON TOLUENO.

1. GENERALIDADES. Algunas muestras poseen una cantidad variable de compuestos
volatiles, los cuales pueden eliminarse si la muestra se calienta a las temperaturas utilizadas
para determinar materia seca en hornos de conveccion de aire forzado. En muchos casos estas
pérdidas pueden ser insignificantes, mientras que para otras puede resultar elevada, y se puede
sobreestimar el contenido de humedad. Este es el caso de los ensilajes, donde si se coloca el
material en un horno convencional se pueden perder los acidos acético, propidnico y butirico,
asi como el amonia. Igualmente, algunos carbohidratos se pueden descomponer y las proteinas
pueden ligarse y formar compuestos insolubles en otros materiales.

Para evitar este tipo de errores en la determinacion de humedad se utiliza el método de
destilacion por tolueno 0 método de Dean y Stark. En este caso, se toma en consideracion que
el solvente y el agua son inmiscibles, que el solvente posea un punto de ebulliciébn mayor que
el agua, sea menos denso que el agua y seguro de utilizar. Durante la destilacion, el tolueno y
el agua del material se evaporan y condensan en conjunto, y los acidos grasos volatiles u otro
material volatil permanece en la muestra, disueltos en el solvente organico, lo que permite que
no se sobreestime el contenido de humedad del material. Algunos autores indican que la
humedad remanente, cerca de 3 a 5%, son el equivalente de la pérdida de acidos grasos
voléatiles durante el secado convencional.

2. MATERIALES Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:
- Acido crémico
- Alcohol
- Tolueno grado analitico
2.2. Cristaleria 'y equipo:
- Manta eléctrica
- Matraz bola de fondo redondo con capacidad de 500 mL
- Destilador Leibig de 500 mm de altura
- Recibidor de humedad tipo Bidwell-Sterling con recibidor de 5 ml de capacidad
2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de proteccion

3. MUESTRA:
Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

- Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

- Conecte un balon de fondo redondo con capacidad de 250 mL y un destilador Leibig
de 500 mm de altura a un recibidor de humedad tipo Bidwell-Sterling con un recibidor
de 5 mL de capacidad. (Ver figura 1)

- Destile una cantidad conocida de agua para determinar la exactitud de la columna hasta
0.01 mL.



Se limpia el tubo receptor y el condensador con una mezcla de &cido cromico, luego
con suficiente agua, luego alcohol y finalmente lo seca al horno para eliminar todo
vestigio de agua.

Pese suficiente cantidad de muestra que le permita extraer por lo menos de dos a cinco
mililitros de agua de la muestra. El peso debe ser exacto con una exactitud de 0.0001 g.
Introduzca la muestra en el balén y agregue suficiente tolueno grado analitico hasta
cubrir completamente la muestra.

Llene el tubo recibidor con tolueno, agregandolo por la parte superior del condensador.
Caliente hasta el punto de ebullicién y destile lentamente, aproximadamente dos gotas
por segundo, hasta que toda el agua haya sido extraida, y luego eleve la tasa de
destilacién hasta cuatro gotas por segundo.

Cuando toda el agua haya sido aparentemente extraida, lo que puede tomar cerca de
una hora, lave el condensador adicionando tolueno desde la parte superior y continte la
destilacion para ver si se destila alguna cantidad adicional de agua. Si ocurre, repite la
operacion.

Si permanecen algunas gotas de agua en el condensador, remuévalas cepillando el
interior del condensador con un cepillo saturado con tolueno, lavando igualmente con
tolueno.

Deje que el contenido se enfrie a temperatura ambiente. Fuerce cualquier gota de agua
hacia el recibidor utilizando un alambre de cobre cubierto con una banda de hule al
final. Mida el volumen de agua con exactitud de 0.1 mL, y realice los calculos para
obtener el porcentaje de humedad.

Figura 1. Sistema para determinar materia seca por destilacion con tolueno.



5. CALCULOS:

El contenido de humedad del material se determina por la diferencia de peso entre el material
fresco y el material seco. El contenido de materia seca se determina por la siguiente ecuacion:

Volumen de agua (mL)
% MS = (1 - x 100)
Peso de la muestra (g)

REFERENCIAS:

AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatologico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricibn Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos I, Departamento De Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.

Undersander, D., D. R. Mertens y N. Thiex. 2001. Forage Analyses Procedures. National
Forage Testing Association, www.foragetesting.org.
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DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA (PC) METODO
KJENDHAL

1. GENERALIDADES.

En muchas partes este analisis es conocido como el de determinaciéon de proteina cruda,
debido a que por convencidn, el porcentaje de nitrégeno determinado en el analisis se
multiplica por el factor 6.25 para obtener el porcentaje de proteina cruda. Este factor esta
relacionado con el hecho de que la proteina, en términos generales, contiene un 16% de
nitrégeno, por lo que el factor se obtiene de la relacion 100/16. Sin embargo, es conocido que
esto no es tan cierto, puesto que se conoce que el porcentaje de nitrégeno en las proteinas varia
desde un 15.5 hasta un 18%, por lo que habria que aplicar un factor diferente para cada tipo de
proteina.

2. MATERIAL Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:

- Papel filtro

- Acido sulfurico concentrado

- Agua destilada

- Acido bérico

- Azul de metileno

- Gréanulos de Zinc

- Solucién de NaOH al 40%

- Solucién 0.1N de acido clorhidrico
2.2. Cristaleria y equipo:

- Digestor Kjendhal

- Matraz Kjendahl

- Matraz Erlenmeyer de 250 mL
2.3. Equipo de proteccion:

- Bata de laboratorio

- Lentes de seguridad (Goggles)

- Guantes de latex

- Guantes con aislante térmico

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:
Digestion:



Pesar aproximadamente 0.5 g de muestra sobre un papel filtro y afiadir 3g
aproximadamente de catalizador, doblar perfectamente el papel e introducirlo a un
matraz Kjendahl de 800 mL.

Afada 18 mL de &cido sulfarico concentrado al matraz y poner en el digestor a una
temperatura maxima hasta que la solucion se clarifique.

Dejar enfriar.

El anélisis puede suspenderse en este punto en caso de que asi sea necesario. Deje los
matraces debidamente tapados con tapdn de hule.

Afadir 100 mL de agua destilada y dejar enfriar.

Destilacién:

Colocar 40 mL de solucién de &cido bdrico en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y
afadir 3 gotas de indicador de azul de metileno.

Nota: Asegurarse que la punta de la manguera se encuentre en el fondo del matraz.
Ponga unos granulos de Zinc al matraz Kjendahl.

Sosteniendo el matraz Kjendahl en posicién inclinada, afiadir cuidadosamente 50 mL
de solucién de NaOH al 40% de modo de que resbale por las paredes y se formen dos
capas.

Conectar inmediatamente al destilador, calentar hasta que todo el NHs haya sido
destilado (125-150 mL son suficientes).

Retire el matraz Kjendahl cuando empiece a brincar.

Titulacion:
- Titular con la solucion 0.1N de acido clorhidrico.

5. CALCULOS:

mL de HCI gastados x N del acido x 0.014 x 6.25

Peso de la muestra

REFERENCIAS:

AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.
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De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatologico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Galyean M. L. 1997. Laboratory Procedures in Animal Nutrition Research. Department of
Animal and Food Sciences. Texas Tech University, Lubbock.

Laboratorio de Alimentos I, Departamento De Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.
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DETERMINACION DE FIBRA CRUDA (FC)

1. GENERALIDADES.

La fibra ha sido uno de los componentes del tejido vegetal, en especial de los forrajes, que ha
causado gran controversia tanto en su definicion como en su determinacion. Para la
clasificacion de los forrajes se utiliza un nivel de 18% de fibra para separar los forrajes de los
concentrados o suplementos proteicos y los energéticos. No obstante, se conoce que alimentos
con valores superiores de fibra, como el caso del ensilaje, son alimentos de alto valor
energético, donde la fibra no es una limitante para su consumo y digestibilidad. Si se utiliza el
método de analisis proximal o de Weende la fraccion resultante identificada como fibra cruda
no esta constituida de manera uniforme por compuestos especificos.

2. MATERIAL Y EQUIPO.
2.1. Reactivos y consumibles:

Acido Sulfarico al 1.25%: Esto se logra disolviendo 1.25 g de H2SO4 concentrado en
100 mL de agua. La concentracion debe verificarse por titulacion.

Hidroxido de sodio al 1.25%: Esto se logra disolviendo 1.25 g de NaOH en 100 mL de
agua. Se debe verificar la concentracion por titulacion.

Alcohol: Se utiliza alcohol etilico al 95% grado reactivo, asi como metanol o propanol.
Solucion limpiadora: Cuando se utilizan crisoles porosos para la filtracién es
conveniente que periédicamente sean sometidos a una limpieza, dado que particulas de
la muestra pueden obstruir parcialmente los poros. La solucion se prepara mezclando:
Solucidn acida: Disolver volumenes iguales de acido clorhidrico concentrado y agua.
Solucion alcalina: Disolver 5 g de Na;H2EDTA, 50 g de Na;HPO4 y 200 g de KOH en
agua hasta completar un litro.

Mantenga las soluciones en recipientes de boca ancha con capacidad para dos a tres
litros donde puedan sumergirse y mantener los crisoles.

Agente antiespumante Se puede utilizar alcohol amilico u otra solucién comercial con
esta propiedad.

2.2. Cristaleria y equipo:

Vaso Berzelius
Digestor de fibras tipo Goldfisch

2.3. Equipo de proteccion:

Bata de laboratorio
Lentes de seguridad (Goggles)
Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

Todo el proceso debe realizarse en duplicado.
12



Se puede utilizar para este procedimiento la muestra proveniente de la determinacion
del extracto etéreo, segun procedimiento detallado con anterioridad, o la muestra
parcialmente seca.

Coloque en el horno de conveccion forzada de aire caliente a 105 °C por espacio de
cuatro horas un crisol de porcelana tipo Gooch con fondo poroso de 40 a 50 mL de
capacidad. Retire del horno y deje enfriar en un desecador.

En un sistema de filtracion por succién coloque un embudo tipo Biichner con una malla
de 200 mesh que selle completamente el area de filtracion.34

Coloque en el vaso Berzelius con capacidad de 600 ml aproximadamente 2.0 g de
muestra pesada con exactitud de 0.0001 g. Ps3

Caliente la solucion de H.SO4 al 1.25% hasta punto de ebullicion y transfiera, con la
ayuda de guantes de asbesto y mucho cuidado, 200 ml al vaso Berzelius que contiene
la muestra, asegurandose que toda la muestra quede humedecido y no se adhiera a las
paredes.

Mantenga en punto de ebullicion aproximadamente un litro de agua destilada.

Se puede afadir al vaso quimico una solucion antiespumante, como ejemplo una a dos
gotas de alcohol amilico o cualquier otro producto comercial con propiedades
antiespumantes.

Proceda a colocar el vaso sobre las hornillas, encienda el sistema de condensacion y
enfriamiento de agua, y encienda las hornillas. La temperatura debe ser ajustada de
manera que se pueda llevar desde 25 °C hasta punto de ebullicion 200 mL de agua en
15 + 2 minutos. Luego mantenga la temperatura de manera que se logre una ebullicion
estable, pero leve sin formacion de mucha espuma

Para el caso de varias muestras, se recomienda colocar los vasos a intervalos de cinco
minutos. Permita que la solucion se mantenga en ebullicion durante 30 minutos.
Periodicamente rote los vasos de manera que la muestra no se adhiera a las paredes, y
se mantenga en solucion. En caso de que parte de la muestra se adhiera a las paredes,
con una botella lavadora que contiene solucion de H.SO4 al 1.25 % caliente, lave con
cuidado las paredes hasta que toda la muestra permanezca en solucion.

Cuando se esta terminando el periodo de reflujo, pase agua caliente por el embudo
Buchner, encienda el sistema de succién de manera que se alcance una presion de
succion de 25 mm aproximadamente.

Retire el vaso de la hornilla, con cuidado utilizando guantes de asbesto, decante el
liquido sobrenadante sobre el embudo y lave el residuo del vaso utilizando el minimo
de agua caliente, con ayuda de una botella lavadora. Filtre hasta que este seco, y luego
proceda a lavar el residuo de cuatro a cinco veces con aproximadamente 40 a 50 mL de
agua caliente, cercana al punto de ebullicién. Al adicionar el agua de lavado no aplique
succion. Este proceso debera eliminar la mayor cantidad de residuo &cido de la
muestra.

Trasvase el residuo del filtro hacia el vaso Berzelius utilizando solucién a punto de
ebullicion de NaOH al 1.25%. Luego de lavar el filtro, afiada suficiente solucion de
NaOH al 1.25% para completar aproximadamente 200 mL Coloque los vasos a
intervalos de cinco minutos y proceda a mantener la solucion en ebullicién por espacio
de 30 minutos.
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Se puede afiadir al vaso quimico una solucion antiespumante, como ejemplo una a dos
gotas de alcohol amilico o cualquier otro producto comercial con propiedades
antiespumantes. También se pueden utilizar las denominadas perlas de ebullicion para
evitar el sobrecalentamiento y ebullicion brusca de la solucion.

Periddicamente rote los vasos de manera que la muestra no se adhiera a las paredes, y
se mantenga en solucion. En caso de que parte de la muestra se adhiera a las paredes,
con una botella lavadora que contiene solucion de NaOH al 1.25 % caliente, lave con
cuidado las paredes hasta que toda la muestra permanezca en solucion.

Cuando se esta terminando el periodo de reflujo, pase agua caliente por el crisol tipo
Gooch, encienda el sistema de succion de manera que se alcance una presion de
succion de 25 mm aproximadamente.

Retire el vaso de la hornilla, con cuidado utilizando guantes de asbesto, decante el
liquido sobrenadante sobre el crisol tipo Gooch y lave el residuo del vaso utilizando el
minimo de agua caliente, con ayuda de una botella lavadora.

Eleve el nivel de vacio y proceda a lavar el residuo una sola vez con aproximadamente
25 a 30 mL de la solucion de H.SO4 al 1.25% cercana al punto de ebullicion, y
posteriormente dos veces con aproximadamente 25 a 30 mL de agua caliente, cercana
al punto de ebullicion. Al adicionar el agua de lavado no aplique succion. Filtre hasta
sequedad. En algunos casos se recomienda lavar una vez con alcohol y luego proceder
a secar la muestra.

Coloque el crisol con el residuo en un horno de conveccion forzada de aire caliente a
una temperatura de 110° C durante la noche. Luego de este periodo coloquelos en un
desecador para enfriarlos y pese con exactitud de 0.0001 g. P2

Posteriormente coloque el crisol en un incinerador, cuya temperatura maxima sea de
550 °C + 10 °C, por espacio de dos horas. Al término de este periodo, deje enfriar el
incinerador por debajo de los 250 °C, cologue el crisol en un desecador para enfriarlo y
posteriormente registre su peso con exactitud de 0.0001 g. P1

Se recomienda procesar al menos dos blancos por cada 24 muestras analizadas.
Determine el contenido de fibra cruda.

5. CALCULOS:

P1. Peso del crisol tipo Gooch mas cenizas

P2. Peso del crisol tipo Gooch mas residuo

Ps. Peso de la muestra fresca o parcialmente seca

Para el caso de ajuste por los andlisis de los blancos, reste la pérdida promedio de peso (B)
obtenida luego del secado e incinerado de los crisoles con los blancos a la pérdida de peso de
la muestra analizada. Use la siguiente ecuacion:

(P2—P1)-B

% de MS = x 100

Ps
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REFERENCIAS:
AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricibn Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Galyean M. L. 1997. Laboratory Procedures in Animal Nutrition Research. Department of
Animal and Food Sciences. Texas Tech University, Lubbock.

Laboratorio de Alimentos |, Departamento De Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.
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DETERMINACION DE EXTRACTO ETEREO (EE) O GRASA CRUDA (GC)

1. GENERALIDADES.

Al utilizar algan tipo de solvente organico se espera que los compuestos grasos o lipidos se
disuelvan y puedan ser removidos del material. No obstante, se conoce que otros compuestos,
tales como ceras, aceites volatiles, clorofila y pigmentos, que no aportan mucha energia a la
nutricion de los animales, también pueden ser extraidos con este procedimiento, por lo que de
acuerdo a la cantidad presente de estos compuestos se puede sobreestimar el aporte energético
de la fraccidn de lipidos del alimento evaluado.

El método para la determinacion de la fraccion de lipidos se basa en la evaporacion continua
de un solvente organico, en muchos casos éter etilico, que luego de condensarse pasa por la
muestra extrayendo los materiales solubles.

2. MATERIAL Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:

- Eter etilico anhidro o éter de petrdleo
2.2. Cristaleria y equipo:

- Vaso de cristal de 100 mL

- Estufa de secado

- Desecador

- Dedal de porcelana
2.3. Equipo de proteccion:

- Bata de laboratorio

- Lentes de seguridad (Goggles)

- Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios 0 heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

- Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

- Un vaso quimico, de aproximadamente 100 mL, disefiado para el aparato Goldfisch, se
coloca en un horno a 105°C por espacio de dos horas como minimo. Se deja enfriar en
un desecador y se obtiene su peso con exactitud de 0.0001 g. P1

- En el vaso quimico se coloca de 30 a 40 mL del solvente organico que se va a utilizar.
Se recomienda no utilizar solventes cuyo punto de ebullicion exceda los 85 °C.

- Para el caso del éter etilico este debe ser anhidro y libre de perdxidos o éter de
petréleo.

- Se pesan cerca de 2.0 g de muestra con exactitud de 0.0001 g y se colocan en los
dedales de extraccion a base de celulosa. P3

- Se puede colocar el dedal con la muestra en el horno a 105 °C por dos horas o secar
una porcion de la muestra a esta temperatura previa al anélisis.

- Coloque el dedal con la muestra dentro del extractor del sistema Goldfisch.
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- Conecte el vaso al sistema, y active el sistema de enfriamiento para la condensacion
del éter, eleve y encienda las hornillas. Las hornillas no necesariamente tienen que
hacer contacto con el vaso quimico.

- Si se establece una tasa de condensacion de cinco a seis gotas por segundo, el proceso
puede tomar cerca de cuatro horas. Durante este periodo verifique constantemente el
volumen de éter y si observa alguna disminucion significativa por escape puede afadir,
con mucho cuidado, una porcion adicional de éter al vaso quimico.

- Luego de las cuatro horas, retire el calentador y permita que se seque el dedal. Deje
que se enfrie.

- Remueva la muestra con el dedal de celulosa y coloque el tubo de recoleccion de éter
bajo el condensador. Coloque nuevamente el vaso quimico y caliente nuevamente
hasta que casi todo el éter se haya evaporado del vaso y recogido en el tubo colector.

- Justo cuando todo el éter se ha casi evaporado, retire los calentadores y permita que se
enfrien los vasos. Recoja el éter para un uso futuro.

- Complete la evaporacion del éter en la cdmara extractora de gases a temperatura
ambiente hasta que no se sientan los vapores de éter.

- Una vez no se tengan residuos de éter en los vasos, coloque los vasos quimicos con los
residuos del extracto etéreo en el horno de aire caliente de conveccion forzada a 105
°C por 30 minutos, retirelos y coldquelos en un desecador. Déjelos enfriar y obtenga el
peso del vaso mas el residuo con una exactitud de 0.0001 g. P2

- Estime el contenido de extracto etéreo.

- Para el método indirecto, coloque el dedal con la muestra a secar y determine la
pérdida de peso.

5. CALCULOS:
P1. Peso del vaso quimico vacio
P2. Peso del vaso quimico més el extracto etéreo
P3. Peso de la muestra fresca o parcialmente seca
El contenido (%) de extracto etéreo se determina por la siguiente ecuacion:

P2—P1
% de EE = x 100
P3

REFERENCIAS:
AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricibn Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos I, Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.
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DETERMINACION DE CENIZAS

1. GENERALIDADES. El procedimiento para determinar las cenizas requiere que el material
se incinere a temperaturas entre los 500 y 600 °C, temperatura a la cual algunos minerales se
volatilizan, tales como el yodo y el selenio. Igualmente se recomienda que no se utilice este
procedimiento para materiales con alto contenido de azlcares o liquidos.

2. MATERIAL Y EQUIPO.
2.1. Reactivos y consumibles:

2.2. Cristaleria y equipo:

- Mufla

- Crisol de porcelana

- Pinzas metélicas

- Desecador

- Balanza con precisién de 0.0001 g.
2.3. Equipo de proteccion:

- Bata de laboratorio

- Lentes de seguridad (Goggles)

- Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

- Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

- El crisol y la muestra seca utilizada para la determinacion de humedad a 105 o 135 °C
se coloca en un incinerador frio, donde se ha preestablecido como temperatura maxima
los 600 °C.

- Sino se ha realizado la determinacion de humedad de la muestra y se hara
directamente la determinacion de cenizas, realice lo siguiente:

- Coloque un crisol de porcelana en un incinerador a 600 °C por espacio de dos horas.

- Retire el crisol del incinerador y déjelo enfriar por aproximadamente 1 hora en un
desecador y determine con exactitud su peso hasta 0.0001 g. P1

- Coloque el crisol en una balanza analitica y agregue aproximadamente 2 g de muestra
con exactitud de 0.0001 g. P2

- Coloque el crisol con la muestra en el incinerador, cierre la puerta y encienda el
incinerador.

- Cuando la temperatura alcance los 600 °C deje las muestras por espacio de dos horas.

- Apague el incinerador y deje que la temperatura descienda por debajo de los 200 °C.

- Con mucho cuidado abra la puerta del incinerador para no crear corrientes de aire y
remueva los crisoles hacia un desecador, utilizando pinzas y guantes de asbesto, para
que se enfrien. Esto puede durar cerca de una hora.
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- Pese los crisoles mas las cenizas con exactitud hasta de 0.0001 g y realice los calculos
para obtener el porcentaje de cenizas. P3

5. CALCULOS:
P1. Peso del crisol vacio
P2. Peso del crisol méas la muestra fresca o parcialmente seca
Ps. Peso del crisol mas las cenizas
P4. Peso de la muestra fresca o parcialmente seca (P2 — P1)
El porcentaje de cenizas se determina por la siguiente ecuacion:
Ps-P1
% de cenizas = ---------------- x 100
P4

REFERENCIAS:

AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricibn Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos |, Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM. 2007-2008.
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DETERMINACION DE EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO (E.L.N)

1. GENERALIDADES.

El célculo de esta fraccion se considera como la materia seca no determinada por la suma del
extracto etéreo, fibra cruda, cenizas y proteina (N x 6.25). Compuesto principalmente de
carbohidratos altamente disponibles, tales como azlcares y almidon, pero también puede
contener hemicelulosa y lignina, especialmente en forrajes.

Contiene los errores acumulados de todas las otras determinaciones. Mayormente debido a la
solubilidad y pérdida de lignina y hemicelulosa en la preparacion de la fibra cruda. Adn la
celulosa no es totalmente recobrada y el comportamiento de diferentes materiales es variable.

2. MATERIAL Y EQUIPO.
3. MUESTRA:
4. PROCEDIMIENTO:

Este valor se estima por diferencia restando de 100 los porcentajes de humedad, proteina
cruda, extracto etereo, fibra cruda y cenizas.

5. CALCULOS:
E.L.N.=100 - (% de Humedad + % de ceniza + % E.E. + % de proteinas + % fibra cruda.)
REFERENCIAS:

AOAC International. 2000. Official Methods of Analysis. 17th Ed. W. Horwitz, Editor.

De Gracia M. S. y Gallardo A. 2011. Guia para el Analisis Bromatoldgico de Muestras de
Forrajes. Laboratorio de Nutricion Animal. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidad de Panama.

Laboratorio de Alimentos |, Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de

Quimica, UNAM. 2007-2008.
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DETERMINACION DE NITROGENO POR MEDIO DEL DIGESTOR TECATOR
1. GENERALIDADES.

2. MATERIAL Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:
- Kjeltabs
- Urea
- Acido sulfurico concentrado
- Agua desionizada
- Acido borico
Hidroxido de sodio (NaOH)
2.2. Crlstalerla y equipo:
- Matraz de Erlenmeyer de 250 ml
- Guantes de asbesto
- Digestor de proteinas, Foss Tecator 2100
- Destilador, Foss Tecator 2100
- Bomba de aspiracion por flujo de agua
- Balanza con precision de 0.0001 g.
2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de seguridad (Goggles)
- Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:
Digestion:

1. Coloque el interruptor de alimentacion principal que se encuentra en frente del controlador
de la digestion en la posicion ON (encendido). Colocar la temperatura a 400 ° C
aproximadamente utilizando el programa de control de temperatura. Deje tiempo para que la
unidad pueda llegar a la temperatura.

2. Introduzca con cuidado los tubos de digestion en los orificios previstos en el bastidor
matraz. Un tubo de digestion se debe establecer en todas las posiciones (incluso si esta vacio)
para que el colector de escape funcione correctamente.

3. Pesar aproximadamente 0,5 a 1 g de muestra homogénea de forraje en un pedazo de papel
pesado. Doblar el papel con cuidado para que la muestra esté bien contenida. Coloque el
papel doblado en el tubo de digestion y afiadir 2 Kjeltabs a cada tubo. Ademas, pesar 0.1 g de
urea estandar y tratar como el anterior. El blanco consiste en un pedazo de papel y Kjeltabs
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doblado y pesado solamente. Correr un estdndar de urea y uno en blanco con cada corrida de
muestras a analizar.

4. Cuando la unidad ha estado en la digestion por un periodo de calentamiento adecuado,
afiadir 15 a 20 ml de &cido sulfurico concentrado a cada tubo.

5. Después de completar la muestra y adicion de reactivos a los tubos de digestion, eleve con
cuidado el estante agarrandolo por las asas provistas y colocar en posicién sobre la unidad
digestora. Como el estante se levanta, cada tubo se apoyara en su borde superior. Con cuidado
baje el estante de modo que cada tubo entre en su respectivo agujero y fondo en la base de la
unidad.

6. Cologue las placas de extremo en el soporte bastidor del frasco y colocar el colector de
escape en la parte superior de los tubos. Gire el suministro de agua en el colector de escape, a
la mayor tasa de flujo de agua. Asegurar que el sistema de extraccion de humos por aspiracion
con agua esté funcionando correctamente antes de su uso.

7. Digerir las muestras a 400 ° C aproximadamente durante 1 hora, o hasta que las muestras
tienen una apariencia clara, azul-verde. Baje el suministro de agua al colector de escape para
un caudal menor después de la primeros 5 a 10 minutos de digestion.

8. Después de la digestion, retire el estante que contiene los tubos (con sistema de extraccion
de humos todavia unido) del digestor y el lugar en el sistema de bastidor y la bandeja junto al
digestor. Evitar que los tubos calientes entren en contacto con una superficie fria 0 himeda.
Como medida de seguridad, usar guantes y gafas cuando retire el bastidor y los tubos del
digestor.

9. Permitir que los tubos se enfrien durante 15 a 20 minutos. Cuando los tubos se hayan
enfriado, retire el estante que contiene los tubos de la campana de humos. Cologue el sistema
de extraccién de humos en el estante proporcionado bajo la campana de humos, y apague el
suministro de agua al sistema de extraccion de humos. Diluir la muestra digerida con 100 ml
de agua desionizada cuando los tubos son lo suficientemente fria como para manejarlos. La
dilucion se debe hacer antes de que se forme un gel o una torta, pero no antes de que la digesta
sea lo suficientemente fria para contener la reaccion exotérmica. Asegurese de que la digesta
se haya disuelto completamente.

Destilacion:

1. Abra la llave del agua de refrigeracion a la Unidad de Destilacion de vapor y deje que fluya
a través de la unidad completa. La linea de drenaje del generador de vapor debe estar cerrada
para la destilacién de las muestras, pero el agua debe fluir libremente desde la linea de drenaje
de residuos. El sistema ajustara automaticamente el flujo de agua al generador de vapor.

2. Coloque el recipiente de destilacion con la muestra digerida en el aparato, girando el tubo
para asegurar un sello completo.
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3. Insertar al receptor el matraz de Erlenmeyer de 250 ml que contiene 25 ml de &cido borico
(Kjel-Sorb) indicador, asegurandose de que el tubo de suministro estd completamente
sumergido.

4. Después de cerrar la puerta de protecciobn de seguridad de plastico, afadir
aproximadamente 50 ml de NaOH lentamente empujando hacia abajo el mango dispensador
alcalino, y permitir que el mango dispensador vuelva a su posicion cerrada (el mango
dispensador es cargado por resorte y volvera al mango sin aplicacion de fuerza).

5. Abra la valvula de vapor para iniciar la generacion de vapor. Si lo desea, establecer el
tiempo de aproximadamente 6 min.

6. Reunir aproximadamente 175 ml de destilado en el matraz receptor. Durante los ultimos 15
a 25 ml de coleccién, baje con cuidado el frasco de recepcion para que el tubo esté por encima
del nivel del liquido en el matraz receptor.

7. Cierre la valvula de vapor para detener la generacion de vapor. Levante la puerta de
proteccion de seguridad de plastico, y quite el matraz receptor. Use una pequefia cantidad de
agua destilada hasta bajo el exterior de el tubo receptor en el matraz receptor.

8. Use guantes para retirar el recipiente de destilacion y colocarlo en el soporte de tubos.
Después que se ha enfriado durante 10 o 15 minutos, verter cuidadosamente el contenido por
el desaguie, diluyendo con una gran cantidad de agua corriente del grifo.

9. Para extraer otra muestra, repita los pasos del 2 al 8.
5. CALCULOS:

mL de HCI gastados x N del acido x 0.014 x 6.25
00 dE PC = mmmmm oo x 100
Peso de la muestra

FUENTES DE INFORMACION.

M. L. Galyean. 1997. Laboratory Procedures in Animal Nutrition Research. West Texas A &
M University, Division of Agriculture and Texas A & M Research and Extension
Center, Amarillo.
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DETERMINACION DE FIBRA INSOLUBLE EN DETERGENTE NEUTRO

1. GENERALIDADES.

Segun el método de analisis de la fibra propuesto por Van Soest, el tratamiento del forraje o
material vegetal con una solucién neutro detergente, permite que todo el contenido celular del
material se extraiga y el residuo de la digestion lo constituya la pared celular. En este contexto,
el residuo lo componen la celulosa, la hemicelulosa, la lignina, asi como otros compuestos que
se encuentran ligados a la pared celular, entre los que se incluye parte de los compuestos
nitrogenados, que en algunos casos son proteinas y algunos minerales. La fraccion organica es
conocida como fibra detergente neutro.

El procedimiento se puede utilizar en la mayoria de los forrajes, no obstante, cuando la
muestra tiene alto contenido de almidon, tales como concentrados, ensilaje de maiz y heces, se
recomienda modificar el proceso utilizando una amilasa para facilitar la filtracion durante el
analisis. El almidon puede quedarse como parte del residuo por lo que se puede sobreestimar
el contenido de fibra.

2. MATERIAL Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:
- Solucion Detergente Neutro: Mezcle 540 g de sulfato sodico de lauril35, 335 g de
EDTA disodico, 123 g de borato sddico (Na2B4sO710H20) hasta un volumen de 10 litros
de agua destilada. Asegurese que todo se ha disuelto. En un litro de agua destilada
disuelva 82 g de fosfato sodico dibasico (Na2HPO4) y mezcle las soluciones. Luego afiada
a esta solucion 180 ml de éter monoetil etilen glicol y lleve hasta un volumen final de 18
litros con agua destilada. El sulfato sddico de lauril se precipita a bajas temperaturas por
lo que la solucion debe calentarse con agitacion hasta que esté todo disuelto y totalmente
transparente.
- Solucién de amilasa:
(a) Disuelva 2 g de la enzima en 90 mL de agua y filtre la solucidn resultante a través de
un filtro #541 y afiada a la solucion 10 mL de éter monoetil etilen glicol. Guarde la
solucion en refrigeracion a 5 °C. La enzima es obtenida del Bacillus subtilis, es de tipo 11l
y con actividad 6ptima a pH 6.9 y 80 °C.
(b) Prepare una solucion amortiguadora de acido fosférico disolviendo 60.4 g de KH2PO4
y 19.9 g de Na2HPO412H,0 en agua destilada hasta cinco litros de solucion. Ajuste el pH
a 5.8. Disuelva 1 mg de a-amilasa en 20 mL de solucion amortiguadora de acido fosforico
inmediatamente antes de ser utilizada.
- Agente antiespumante: Se puede utilizar alcohol amilico u otra solucion comercial con
esta propiedad. Un agente conocido es Decalin o decahidronaftaleno.
- Solucion limpiadora: Cuando se utilizan crisoles porosos para la filtracién es
conveniente que periédicamente sean sometidos a una limpieza, dado que particulas de la
muestra pueden obstruir parcialmente los poros. La solucion se prepara mezclando:
- Solucion &cida: Disolver volimenes iguales de acido clorhidrico concentrado y agua.
- Solucién alcalina: Disolver 5 g deNa:H.EDTA, 50g de Na;HPO. y 200 g de KOH en
agua hasta completar un litro.
Mantenga las soluciones en recipientes de boca ancha con capacidad para dos a tres litros
donde puedan sumergirse y mantener los crisoles.
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Acetona: Utilice acetona grado reactivo.
Papel filtro #410

2.2. Cristaleria y equipo:
- Digestor de fibras tipo Goldfisch
- Estufa de aire forzado
- Mufla
- Crisol de porcelana tipo Gooch
- Desecador
- Balanza con exactitud de 0.0001 g
- Vaso Berzelius de 600 mL
- Matraz Erlenmeyer de 100 mL
- Botella lavadora
2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de seguridad (Goggles)

- Guantes con aislante térmico (ashesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO.

- Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

- Coloque en el horno de conveccion forzada de aire caliente a 105 °C por espacio mayor de
cuatro horas un crisol de porcelana tipo Gooch con fondo poroso de 40 a 50 mL de capacidad.

- Retire del horno, deje enfriar en un desecador y pese con exactitud de 0.0001 g. Esto es
necesario si el residuo serd utilizado para la determinacion de fibra acido detergente. Si solo es
para fibra detergente neutro se puede utilizar papel filtro #410 y un sistema de filtracion con
embudos unidos a un sistema de succion. El papel filtro debe ser colocado igualmente en un
horno a 105 °C por espacio de cuatro horas. Terminado el periodo de secado coloquelo en un
desecador para enfriarlo y péselo con exactitud de 0.0001 g. Para este procedimiento se debera
igualmente secar un crisol y pesarlo con exactitud de 0.0001 g. P3

- Coloque en el vaso Berzelius de 600 mL aproximadamente 1.0 g de muestra pesada con
exactitud de 0.0001 g. Ps

- Transfiera 100 mL de la solucion detergente neutro al vaso Berzelius que contiene la
muestra, asegurandose que toda la muestra quede humedecida y no se adhiera a las paredes.

- Mantenga en punto de ebullicion aproximadamente un litro de agua destilada.

- Se puede afiadir al vaso Berzelius una solucidn antiespumante, como ejemplo una a dos gotas

de Decalin.

- Proceda a colocar el vaso sobre las hornillas, encienda el sistema de condensacion y

enfriamiento de agua, y encienda las hornillas. La temperatura debe ser ajustada de manera

que se pueda llegar al punto de ebullicion rapidamente, esto es elevar de 25 °C a ebullicion

100 mL de agua en 4 a 5 minutos. Luego mantenga la temperatura de manera que se logre una
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ebullicion estable, pero leve. Esto debe permitir el movimiento significativo de las particulas
en el vaso sin formacién de mucha espuma.

- Para el caso de varias muestras, se recomienda colocar los vasos a intervalos de cinco
minutos. Permita que la solucion se mantenga en ebullicion durante una hora. Periddicamente
rote los vasos de manera que la muestra no se adhiera a las paredes, y se mantenga en
solucion. En caso de que parte de la muestra se adhiera a las paredes o al bulbo de
condensacion, con una botella lavadora que contiene solucion neutro detergente, lave con
cuidado hasta que toda la muestra permanezca en solucién.

- Con muestras con alto contenido de almiddn, agregue inicialmente 50 mL de la solucién
detergente neutro al vaso con la muestra y lleve a ebullicion. Luego de 30 minutos, desde el
comienzo de la ebullicion, agregue otros 50 mL de la solucion detergente neutro y 2 mL de la
solucién enzimética

(a). Coloque nuevamente el vaso sobre la hornilla y lleve a ebullicién por espacio de 30
minutos adicionales. No puede utilizar el sistema de papel de filtro en este procedimiento.
- Una modificacién a este procedimiento implica lo siguiente: en un Erlenmeyer con
capacidad para 100 mL agregue 20 mL de agua junto con un gramo de muestra pesada con
exactitud de 0.0001 g. Caliente la mezcla de manera que el almidon se gelatinice, la cual debe
completarse una vez la solucién alcanza el punto de ebullicién. Luego de enfriar, afiada los 20
mL de la solucion de a-amilasa (b) y mantenga en agitacion por 16 horas a temperatura de 40
°C. Finalizada la hidrdlisis filtre en papel N°5 y lave completamente con agua destilada de tres
a cuatro veces. Transfiera el residuo al vaso Berzelius utilizando el minimo de solucion
detergente neutro.

- Cuando se esta terminando el periodo de reflujo, pase agua caliente por el crisol o embudo
con el papel filtro, encienda el sistema de succién con una presion leve.

- Al término del tiempo de reflujo, lave toda la muestra que pueda estar adherida al bulbo de
reflujo y toda aquella que se encuentra en las paredes del vaso. Retire el vaso de la hornilla,
con cuidado utilizando guantes de asbesto, decante el liquido sobrenadante sobre el embudo y
lave el residuo del vaso utilizando el minimo de agua caliente, con ayuda de una botella
lavadora. Maximice la presion de succion, y luego proceda a lavar el residuo de cuatro a cinco
veces con aproximadamente 40 a 50 mL de agua caliente, cercana al punto de ebullicion, esto
debe remover los residuos de la solucién detergente neutro.

- Si se dan problemas en la filtracion con las muestras de alto contenido de almidon, afiada de
uno a dos mililitros adicionales de solucién enzimatica al residuo, asi como 30 mL de agua
caliente, con temperatura aproximada de 80 °C. Deje reposar por 10 a 15 minutos. Encienda la
succion nuevamente. Proceda a lavar con agua caliente dos a tres veces.

- Proceda a lavar tres o cuatro veces con acetona y filtre hasta a secar la muestra. Aseglrese
que en la muestra no se sientan vapores de acetona.

- Coloque el crisol o el papel filtro con el residuo en un horno de conveccién forzada de aire
caliente a una temperatura de 105° C durante la noche. Luego de este periodo coloquelos en
un desecador para enfriarlos y pese con exactitud de 0.0001 g. P1

- Posteriormente coloque el crisol o el papel de filtro en un crisol de porcelana, en un
incinerador cuya temperatura maxima sea de 550 °C + 10 °C, por espacio de dos horas. Al
término de este periodo, deje enfriar el incinerador por debajo de los 250 °C, coloque el crisol
en un desecador para enfriarlo y posteriormente registre su peso con exactitud de 0.0001 g. P2
- Determine el contenido de fibra detergente neutro por la pérdida de peso.
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- Se recomienda procesar al menos dos blancos por cada 24 muestras analizadas, en especial
cuando se utiliza el método con la solucion enzimatica y con papel filtro.

5. CALCULOS:

P1. Peso del crisol o papel filtro més residuo

P2. Peso del crisol més cenizas

P3 Peso del crisol o papel solo.

P4 Peso del residuo (P1 — P3)

Ps Peso de las cenizas (P2 — P3)*

Ps. Peso de la muestra fresca o parcialmente seca

Para el caso de ajuste por los andlisis de los blancos, reste el promedio de peso (B) obtenido
luego del secado e incineracion de los crisoles con los blancos a los pesos de los residuos y
cenizas de la muestra analizada.

El porcentaje de FDN se obtiene por medio de la siguiente ecuacion:

(P4 — B residuo) - (Ps— B cenizas)
90 de FDN = =---memmmmeme e x 100
Ps
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Determinacion de Fibra Insoluble en Detergente Acido

1. GENERALIDADES.

Por este procedimiento, la fraccion menos digerible de la pared celular, la cual esta compuesta
principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina, parte de las proteinas ligadas a la pared
celular y el silice, se separa del contenido celular, que se estima es alta y completamente
disponible a los animales. Este procedimiento utiliza un detergente cationico en una solucion
de H.SO4 que disuelve o remueve los carbohidratos labiles, proteina que no esta ligada por la
reaccion de Maillard y lipidos. Se da una limitacion en la accién de la solucion detergente
acido cuando la muestra posee un contenido de lipidos superior al 5%, por lo que se
recomienda la extraccion de | muestra cuando se excede este porcentaje. Este procedimiento
puede repetirse con mayor facilidad que el método de fibra cruda, ademas que aisla una
fraccidn que basicamente es utilizada con poca eficiencia por los animales.

Con este procedimiento, casi toda la hemicelulosa es hidrolizada, aunque la fraccion cristalina
de la celulosa no lo es. Adicionalmente, la lignina, presente en esta fraccion, no es digerida,
por lo que la fraccién la constituye lo que se conoce como lignocelulosa. En esta fraccién
queda retenida igualmente proteina ligada y silice. La proteina ligada es aquella que en el caso
de productos vegetales y de origen animal se ha dafiado por efecto del calor al cual fue
sometido el producto durante su procesamiento. De esta manera la fraccién organica es
identificada como la fibra detergente acido. Esta fraccion puede posteriormente ser digerida
para identificar el contenido de cada uno de sus componentes, a saber celulosa, lignina y silice.
En este procedimiento no deben utilizarse muestras que han sido secadas en horno a
temperatura a 60 °C.

2. MATERIAL Y EQUIPO.

2.1. Reactivos y consumibles:

- Solucion Detergente Acido: Mezcle 504 ml de H.SO4 en 10 litros de agua destilada y
afiada posteriormente 360 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Finalmente
Ileve la solucion hasta 18 litros.

- Agente antiespumante: Se puede utilizar alcohol amilico u otra solucién comercial
con esta propiedad. Un agente conocido es Decalin o decahidronaftaleno.

- Solucion limpiadora: Cuando se utilizan crisoles porosos para la filtracion es
conveniente que periddicamente sean sometidos a una limpieza, dado que particulas de
la muestra pueden obstruir parcialmente los poros. La solucién se prepara mezclando:

- Solucion acida: Disolver volumenes iguales de acido clorhidrico concentrado y agua.

- Solucidn alcalina: Disolver 5 g de NaoH2EDTA, 50 g de Na2HPO4 y 200 g de KOH en
agua hasta completar un litro.

- Mantenga las soluciones en recipientes de boca ancha con capacidad para dos a tres
litros donde puedan sumergirse y mantener los crisoles.

- Acetona: Utilice acetona grado reactivo.

- Papel filtro #410 o #541

2.2. Cristaleria y equipo:
- Digestor de fibras tipo Goldfisch
- Estufa de aire forzado
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- Mufla
- Crisol de porcelana tipo Gooch
- Desecador
- Balanza con exactitud de 0.0001 g
- Vaso Berzelius de 600 mL
- Matraz Erlenmeyer de 100 mL
- Botella lavadora
2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de seguridad (Gogles)
- Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

- Todo el proceso debe realizarse en duplicado.

- Coloque en el horno de conveccion forzada de aire caliente a 105 °C por espacio mayor de
cuatro horas un crisol de porcelana tipo Gooch con fondo poroso de 40 a 50 mL de capacidad.
Retire del horno, deje enfriar en un desecador y registre su peso con exactitud de 0.0001 g. Se
puede utilizar papel filtro #410 o #541 y un sistema de filtracion con embudos unidos a un
sistema de succioén. El papel filtro debe ser colocado igualmente en un horno a 105 °C por
espacio de cuatro horas. Terminado el periodo de secado coloquelo en un desecador para
enfriarlo y péselo con exactitud de 0.0001 g. Para este procedimiento se debera igualmente
secar un crisol y pesarlo con exactitud de 0.0001 g. Ps3

- Coloque en el vaso Berzelius de 600 mL aproximadamente 1.0 g de muestra pesada con
exactitud de 0.0001 g.Ps

- Transfiera 100 mL de la solucidn detergente acido al vaso Berzelius que contiene la muestra,
asegurandose que toda la muestra quede humedecida y no se adhiera a las paredes.

- Mantenga en punto de ebullicion aproximadamente un litro de agua destilada.

- Se puede afiadir al vaso quimico una solucion antiespumante, como ejemplo una a dos gotas
de alcohol amilico o cualquier otro producto comercial con propiedades antiespumantes como
el Decalin.

- Proceda a colocar el vaso sobre las hornillas, encienda el sistema de condensacion y
enfriamiento de agua, y encienda las hornillas. La temperatura debe ser ajustada de manera
que se pueda llegar al punto de ebullicion rapidamente, esto es elevar de 25 °C a ebullicion
100 mL de agua en 4 a 5 minutos. Luego mantenga la temperatura de manera que se logre una
ebullicidn estable, pero leve. Esto debe permitir el movimiento significativo de las particulas
en el vaso sin formacion de mucha espuma.

- Para el caso de varias muestras, se recomienda colocar los vasos a intervalos de cinco
minutos. Permita que la solucion se mantenga en ebullicion durante una hora. Periédicamente
rote los vasos de manera que la muestra no se adhiera a las paredes, y se mantenga en
solucion. En caso de que parte de la muestra se adhiera a las paredes o al bulbo de
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condensacién, con una botella lavadora que contiene solucién acido detergente, lave con
cuidado hasta que toda la muestra permanezca en solucion.

- Cuando se esta terminando el periodo de reflujo, pase agua caliente por el embudo, encienda
el sistema de succion con una presion leve.

- Al término del tiempo de reflujo, lave toda la muestra que pueda estar adherida al bulbo de
reflujo y toda aquella que se encuentra en las paredes del vaso. Retire el vaso de la hornilla,
con cuidado utilizando guantes de asbesto, decante el liquido sobrenadante sobre el embudo y
lave el residuo del vaso utilizando agua caliente, con ayuda de una botella lavadora. Maximice
la presién de succién, y luego proceda a lavar el residuo de cuatro a cinco veces con
aproximadamente 40 a 50 mL de agua caliente, cercana al punto de ebullicion, esto debe
remover los residuos de la solucion detergente acido.

- Proceda a lavar tres o cuatro veces con 30 a 40 mL de acetona y filtre hasta a secar la
muestra. Durante los lavados con acetona deje reposar de tres a cinco minutos antes de aplicar
la succidn, en los ultimos lavados el filtrado debe ser incoloro. Asegurese que en la muestra no
se sientan vapores de acetona luego del ultimo filtrado.

- Coloque el crisol o el papel filtro con el residuo en un horno de conveccion forzada de aire
caliente a una temperatura de 105° C durante la noche. Luego de este periodo coléquelos en
un desecador para enfriarlos y pese con exactitud de 0.0001 g. P1

- Determine el contenido de fibra detergente acido. Como alternativa se puede llevar el residuo
a incineracion y se estima el contenido de fibra detergente neutro por la pérdida de peso como
se detalla a continuacion.

- Coloque el crisol o el papel de filtro en un crisol de porcelana, en un incinerador cuya
temperatura maxima sea de 550 °C = 10 °C, por espacio de dos horas. Al término de este
periodo, deje enfriar el incinerador por debajo de los 250 °C, coloque el crisol en un desecador
para enfriarlo y posteriormente registre su peso con exactitud de 0.0001 g. P2

- Determine el contenido de fibra detergente acido por la pérdida de peso.

- Se recomienda procesar al menos dos blancos por cada 24 muestras analizadas, en especial
cuando se utiliza el método con papel filtro.

5. CALCULOS:

P1. Peso del crisol o papel filtro mas residuo

P2. Peso del crisol més cenizas

P3 Peso del crisol o papel solo.

P4 Peso del residuo (P1 — Ps3)

Ps Peso de las cenizas (P2 — P3)*

Ps. Peso de la muestra fresca o parcialmente seca

* Para el caso del procedimiento donde se utilizo papel filtro, el peso del crisol corresponde al
peso del crisol utilizado para la incineracion.

Para el caso de ajuste por los analisis de los blancos, reste el promedio de peso (B) obtenido

luego del secado e incineracidn de los crisoles con los blancos a los pesos de los residuos y
cenizas de la muestra analizada.
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El porcentaje de FDA se obtiene por medio de la siguiente ecuacion:

(P4 — B residuo) - (Ps— B cenizas)
06 de FDA = -----mememememem oo eeeeeee x 100
Ps
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TECNICA DE DIGESTIBILIDAD IN SITU
1. GENERALIDADES.

En el estudio de la nutricion de los rumiantes, el sitio de la digestion de los alimentos se divide
en para su comprensién en la degradacion que los alimentos sufren en el reticulo-rumen que es
un proceso fermentativo y de sintesis de proteina microbiana; y el que ocurre en los
compartimentos posteriores a partir de abomaso y que incluye ademas la digestion y absorcion
intestinal.

La porcion de un alimento (ingrediente o dieta) que es degradada en el rumen por los procesos
de fermentacién microbiana, existen varias técnicas para estimar la degradabilidad en rumen
de los alimentos, la mayoria de ellas son caras; requieren el uso de varios animales dotados de
canulas en rumen y duodeno (minimo cuatro), asi como el uso de sustancias marcadoras de
liquidos y sélidos; lo que implica la necesidad de disponer de amplios recursos analiticos en el
laboratorio, lo cual no siempre es posible, ademéas estos experimentos requieren de tiempo
para llevarse a cabo (al menos 56 dias en fase experimental con animales ya adaptados). Sin
embargo el calculo de la degradabilidad ruminal con el uso de la bolsa de nylon, también
conocido como digestibilidad in situ, constituye un procedimiento relativamente sencillo y de
bajo costo, que permite la comparacion simultanea entre una serie de ingredientes distintos, o
bien diferentes momentos de la degradabilidad de un mismo ingrediente.

Como técnica la digestibilidad in situ se entiende a las evaluaciones de alimentos que se
realizan empleando animales. La técnica in situ o también llamada la bolsa de nylon permite
estudiar la cinética de desaparicion del alimento en el rumen de animales fistulados dotados de
canulas. El alimento se coloca dentro de bolsas de nylon cerradas y luego en el rumen de los
animales, el retiro de distintas bolsas a lo largo del tiempo permite medir la cantidad de
material que ha desaparecido. La fraccion del alimento que no se recupera dentro de las bolsas
se asume que ha sido degradado, de este modo se construye la curva de desaparicion. Esta
metodologia representd un adelanto muy importante dentro del campo de la nutricion de
rumiantes, debido a que permite el estudio de la cinética de degradacion. Esta técnica ha
mostrado un buen grado de asociacion con el consumo y la digestibilidad para alimentos
(Drskov, 1988)

2. ANIMALES

Todos los animales utilizados seran tratados de acuerdo a las recomendaciones descritas en la
Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and Teaching (FASS, 2010).

En el procedimiento que de manera rutinaria se lleva a cabo en la FMVZ-UAS, se utilizan
bovinos; aunque se puede llevar a cabo también con otros rumiantes como ovinos y caprinos,
en este manual debido a lo anterior, se describe el procedimiento seguido con el uso de
bovinos.

Se utilizan al menos dos bovinos equipados con canula ruminal permanente de 10 cm de
diametro interno, (C-4, Bar Diamond Inc., Parma, Idaho, USA)
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Los bovinos deben estar en condicion aparentemente sanos, y quince dias antes del inicio de la
prueba deben ser desparasitados, vacunados contra las enfermedades propias de la region y
recibir una inyeccion de vitaminas A, D y E (Vitafluid®; Virbac).

Los bovinos deben ser adaptados al menos quince dias antes del inicio de la prueba a consumir
una dieta que cubra o rebase los requerimientos de mantenimiento, misma con la que seran
alimentados durante toda la prueba. La dieta debe contener en proporcion adecuada los
ingredientes que se probaran en la digestibilidad in situ.

Durante la adaptacion y a lo largo del periodo de medicion los animales deberéan ser
alimentados a libre acceso y disponer permanentemente de agua limpia y fresca

3. MUESTRAS

3.1. Tipos de muestras. Se utilizan muestras de ingredientes alimenticios como pastos,
rastrojos, henos, granos, pastas de oleaginosas, etcétera, o bien dietas integradas por varios
ingredientes.

3.1.1. Conservacion de las muestras. Es preferible contar con las muestras en el estado y
forma que se encuentran en el momento que le son ofrecidos de manera rutinaria al animal, sin
embargo debido a la necesidad de su transporte o conservacion hasta que son utilizadas en un
experimento es posible que requieran e algin método de preservacion, en ese caso hay que
tomar las siguientes directrices:

3.1.1.1. Secado por calor, en el caso de que las muestras deban ser secadas con el uso de
calor, se utilizarén para ello temperaturas entre los 50 a 60 °C; la temperatura no debe exceder
los 70 °C, dado que por encima de ella, los cambios que se generan en los componentes
(reaccion de Mayllard en proteinas, caramelizacion en azucares, etcétera) disminuyen la
degradacion de los ingredientes y en consecuencia alteran los resultados de la medicion.

3.1.1.2. Congelacion. Es posible mantener las muestras en congelacion (- 20 °C) y
descongelarlas previamente a su utilizacion en el experimento; la descongelacion debe ser
realizada en dos pasos, el primero en condiciones de refrigeracion (2-8 °C), y luego a
temperatura ambiente.

3.1.2. Reduccion del tamafio de particula. En el caso de muestras frescas y turgentes como
henos, pastos y ensilados, el corte del material con guillotina para papel a un tamafio maximo
de 1 cm puede ser adecuado, en el caso de muestras con menor contenido de humedad como
henos, pajas, granos, pastas de oleaginosas, etcétera se recomienda sean molidos a un tamafio
de particula suficiente para atravesar una criba de 2 mm (Vanzant et al., 1998)
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3.2. Determinacién de MS de las muestras.

De cada uno de los ingredientes o dietas que se vayan a utilizar, se tomaran alicuotas para
determinar por duplicado el contenido de materia seca en estufa de aire forzado a 105 °C
durante 24 horas (AOAC, 1995), de acuerdo al procedimiento descrito en otra seccion de este
mismo manual.

Es importante considerar que estas muestras una vez secas no son de utilidad para ser
incubadas en las bolsas dentro de rumen, ni para determinar en ellas el contenido de otros
nutrientes como proteina cruda, fibras o materia organica, dado que la temperatura a que
fueron sometidas puede inducir pérdidas por volatilizacion de algunos componentes y alterar
las proporciones de las mismas.

La determinacion de la materia seca de la muestra esta orientada a calcular con precision la
cantidad de MS del ingrediente que es introducido en la muestra.

3.3. Uso de ingredientes de referencia.

Es deseable que en los experimentos de digestibilidad in situ, si no forma parte del
experimento se incluya un ingrediente del que exista bastante informacién publicada y utilizar
el resultado de la degradacion del mismo como un factor de referencia para la confiabilidad de
la medicion en los otros ingredientes. En el caso de los forrajes se sugiere la inclusion de heno
de alfalfa o heno de sudan y en el caso de ingredientes concentrados la pasta de soya.

En el caso que los valores de degradacion en rumen de los ingredientes de referencia se
encuentres lejos de los esperados, la corrida debe considerarse como no confiable, los
resultados se desechan y se repite el procedimiento completo.

4. BOLSAS

Bolsas de dacrén de 10 x 20 cm, tamafio de poro 50 pm (SKU:R1020; ANKOM Technology,
Macedon, NY, USA)

4.1. Caracteristicas de las bolsas

Se utilizan Bolsas de dacrén de 10 x 20 cm, tamafio de poro 50 um (SKU:R1020; ANKOM
Technology, Macedon, NY, USA)

4.2. Preparacion de las bolsas
4.2.1. Secado y pesado de las bolsas.

Las bolsas nuevas o perfectamente limpias, se identifican con nimero utilizando un marcador
con tinta indeleble en las condiciones de rumen, se permite que la tinta seque en temperatura
ambiente y luego se colocan en estufa a 60 °C durante 24 h, se enfrian en desecador y se pesan
en balanza analitica. Se registra en la bitacora el valor como “peso bolsa vacia”.
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4.2.2. Célculo del nimero de bolsas.

4.2.2.1. Para degradacion de MS. Se utilizan al menos dos bolsas por tratamiento y tiempo
en cada animal.

4.2.2.2. Para degradacion de varios nutrientes. En el caso de que ademas de materia seca se
vaya a determinar el contenido de uno o varios nutrientes en residuo después de la
fermentacion en rumen, entonces para el calculo del nimero de bolsas, se debe de tomar en
cuenta la cantidad de material que se encontrara en ellas después de la degradacion con el fin
de que se logra completar la cantidad requerida para las distintas determinaciones. Por
ejemplo, si se espera que la degradacion de proteina cruda de la pasta de soya a las 16 h de
incubacidn sea de un 80%, se esperaria que con la introduccion de 5 g de MS en la bolsa, al
final de la incubacidn se cuente cuando mucho con 1 g de residuo.

4.2.2.3. Bolsas blanco. Se incluyen dos bolsas vacias en cada tiempo de incubacion, las bolsas
vacias se utilizan para corregir el peso de las bolsas con muestra al final de la corrida.

4.2.3. Llenado y pesaje de las bolsas

A cada una de las bolsas se le introducira una cantidad de material estimado que el contenido
de materia seca se aproxime a 5 g, una vez introducida la muestra, la bolsa se pesa y el valor
se registra en la bitdcora como “peso bolsa + muestra BH”.

4.2.4. Inmediatamente después del pesado, la bolsa se cierra y se amarra con hilo nylon.
A continuacion bolsas de una misma corrida se atan con un cordel de nylon, dejando un
espacio de 10 cm entre cada par de bolsas y al final de la linea se coloca una bolsa con un
lastre de 200 g; en el extremo superior de la linea se dejaran 70 cm para atarse a la tapa de la
canula. A cada grupo de bolsas ya atadas se les referird como “el rosario de bolsas”.

4.3. Introduccion de las bolsas.

Antes de su introduccion en el rumen, todas las bolsas son depositadas en un recipiente con
18 L de agua a 39 °C, se permite que se humedezcan solas (sin presionar) hasta que se
sumerjan de manera espontanea, una vez que todas las bolsas se han sumergido se espera un
tiempo de 5 antes de introducirlas e el rumen.

4.3.1. Tiempos de incubacion

Los tiempos de incubacion obviamente que se deben decidir desde que se planed el
experimento, dependiendo el tipo de estudio se pueden agrupar en dos:

4.1.1.1. Digestibilidad in situ. Es comdn que para comparar la degradacion ruminal entre un
grupo de ingredientes, se utilice la medicion de la digestibilidad in situ a un tiempo
determinado; cuando los ingredientes en estudio son de degradacion lenta como los forrajes se
utiliza un tiempo de incubacién que se ubique entre 48 y 72 h, en tanto que cuando son
ingredientes facilmente degradables como granos y pastas de oleaginosas se elige un tiempo
de entre 16 y 24 h.
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4.1.1.2. Cinética de degradacion. En el caso de que se busque conocer la cinética de la
degradacion de un ingrediente, entonces se emplean un serie de mediciones a diferentes
tiempos de incubacion. En la eleccion de los tiempos ademas del criterio ya sefialado de
acuerdo al tipo de ingrediente (seccion 3.1.1.1), se incluyen otros dos: el primero de ellos es
que como el proceso es exponencial, el incremento en la degradacién es proporcionalmente
mayor durante las primeras 12 horas de incubacion, por lo que en ese lapso es deseable tener
una serie de mediciones como alas 0, 2,4,6y 12 h o bien 0, 3, 6, 9y 12 h; el resto de los
tiempos designados pueden ser 24, 48 y 72 h. El otro criterio cuidar que los tiempos de
incubacion programados coincida con el que otros autores hayan utilizado para esos
ingrediente u otros similares, con el fin de poder realizar comparacion entre los resultados al
concluir la prueba.

Es importante recordar que los tiempos de incubacion se establecen a partir de la hora en que
los animales reciben alimento, en el caso de la FMVZ-UAS usualmente las 0800 h.

4.3.2. Solubilidad.

La degradacion en el tiempo “0 h” es interpretado como el valor de solubilidad. Aunque este
se puede estimar por varios métodos, el utilizado en la FMVZ-UAS es el obtenido por la
inmersién de las bolsas de dacrén en una solucién 0.15 N de NaCl en agua destilada a 39 °C
durante 5 minutos (Owens y Zinn, 1982).

4.3.3. El orden de introduccién.

La introduccién de cada uno de os rosarios de acuerdo al tiempo asignado de incubacion, se
ejecuta introduciendo en el rumen las bolsas asignadas al tiempo mas largo de incubacion y asi
de manera sucesiva hasta llegar al de 2 o0 3 h; al llegar al tiempo cero, todas las bolsas son
retiradas del rumen de manera simultanea.

Nuevamente, es de importancia recordar que los tiempos de incubacién se establecen a partir
de la hora en que los animales reciben alimento, en el caso de la FMVZ-UAS usualmente las
0800 h.

4.4. El lavado de las bolsas

Al cumplir el tiempo de incubacion, las bolsas son retiradas cuidadosamente del rumen y se
lavaran con agua corriente hasta que esta salga clara (drskov et al., 1980; Nocek, 1988).
Luego se deja escurrir el exceso de agua procedente del lavado.

4.5. El secado y pesaje de las bolsas

Una vez escurridas, a cada bolsa se le retira de manera cuidadosa los hilos de nailon con que
fue atada al rosario de bolsas, asi come el que se utilizé para cerrarla, luego se colocan en
charolas y se secan en estufa a 60-70 °C durante 48 h (@rskov et al., 1980; Bruinenberg et al.,

36



2004). Se enfrian en desecador y se pesan en balanza analitica, el valor resultante se registra
en e la bitdcora como “peso bolsa + residuo seco”

5. CALCULOS:

5.1. Con el contenido de materia seca determinado en la muestra antes de introducirla en las
bolsas, se calcula la cantidad de materia seca que contuvo cada una de las bolsas

Contenido de la bolsa en BH, g = (Peso bolsa + muestra BH) — peso de la bolsa

Materia seca introducida en la bolsa, g = (peso contenido BH * materia seca %) / 100

5.2. Al peso de las bolsas con el residuo seco se les resta el peso de la bosa vacia obtenido
previamente, el resultados se considera como el contenido de materia seca (MS).

Materia seca del residuo, g = (Peso bolsa + residuo seco) - peso de la bolsa

5.3. Digestibilidad in situ
5.3.1. Digestibilidad in situ de la materia seca a un tiempo de incubacion determinado

(MS introducida, g —MS en el residuo,
Digestibilidad in situ de MS (%)= a X 100
MS introducida, g

5.3.2. Digestibilidad in situ de un nutriente (NX; materia orgéanica, proteina cruda, fibra
detergente neutro, etcétera) a un tiempo de incubacion determinado:

5.3.2.1. Se determina en el laboratorio el contenido del nutriente tanto en la materia seca
de la muestra como del residuo

5.3.2.2. Célculo del contenido del Nx en la muestra introducida a la bolsa
Nx introducido, g = (Materia seca introducida, g X Nx% en la muestra) / 100
5.3.2.3. Célculo del contenido del Nx en el residuo a la bolsa
Nx en el residuo, g = (Materia seca en el residuo, g X Nx% en el residuo) / 100
5.3.2.4. Célculo de la digestibilidad in situ de un nutriente (Nx)

Digestibilidad in situ de Nx, % = (Nx introducido, g — Nx en residuo, g) X 100
Nx introducido

37



5.3.2. Cinética de la degradacion en rumen

5.3.2.1 Cinética de la degradacién en rumen. Con los resultados de la degradacion de
materia seca 0 un nutriente a cada tiempo de incubacion, se realiza el célculo de manera
manual (Jrskov, 1988) o con la ayuda de un programa de computo, en el que se introducen los
datos para un modelo exponencial (negativo) propuesto por @rskov y McDonald (1979), cuya
formulaesP=a+b (1-e ),

en donde P representa la proteina potencialmente degradable, “a” es la fraccion soluble, “b”
representa la fraccion insoluble pero degradable de la PC en rumen si existe tiempo suficiente
para ello, “c” es la tasa constante de degradacion de la fraccion “b”; y “t” representa el
tiempo.

5.3.2.2. Fraccion efectivamente degrada en el rumen. Como en el modelo anterior el tiempo
de permanencia de la bolsa en el rumen es determinado por el investigador y en condiciones
normales el tiempo que un ingrediente permanezca en rumen esta determinado por una serie
de factores, entre ellos la proporcion de forraje: concentrado en la dieta, el valor obtenido de
maxima degradacion no necesariamente se corresponde con el que tendria en rumen si las
particulas de ese ingrediente permanecieron menos 0 mas tiempo que el decidido por el
investigador, entonces una correccion por el ritmo de flujo de las particulas pequefias a través
de rumen permite una estimacion mas aproximada, este concepto fue introducido por @rskov y
McDonald (1979). El ritmo de pasaje de las particulas es algo complicado de establecer, sin
embargo (@rskov, 1988) proponen una serie de valores utilizables de acuerdo con la
proporcion forraje: concentrado que le haya sido ofrecido al animal durante el experimento. La
porcién efectivamente degrada en rumen se puede calcular conn la formula: P=a + ((bc)/ (c
+ k)) sugerida por @rskov y McDonald (1979), en donde “k” representa el ritmo de flujo de
las particulas pequefias a través del rumen, de acuerdo con la proporcion de forraje y
concentrado de la dieta ofrecida a los animales se le atribuyo un valor de k = 0.03 de acuerdo
al tipo de dieta que consumieron los animales (drskov, 1988).
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DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD APARENTE POR COLECCION TOTAL
DE HECES

1. GENERALIDADES. La digestibilidad es el primer paso para establecer el valor
nutricional de un ingrediente alimenticio. La digestibilidad aparente de un alimento o un
nutriente, se considera como la parte proporcional del mismo que es ingerido y que no aparece
en las heces, por lo que se asume que fue digerido y absorbido.

El procedimiento que se describe, es Util para determinar la digestibilidad aparente de la
materia seca 0 de algun nutriente tanto en animales rumiantes como en la mayoria de los
animales no rumiantes, las excepciones son las aves dado que por la cloaca salen mezcladas
las heces con la orina. Su uso con mamiferos que practican coprofagia (conejos, ratas) puede
hacerse con cuidados especiales al obtener la muestra de heces.

2. ANIMALES. En este laboratorio se trabaja de manera rutinaria experimentos llevados a
cabo con ovinos y cerdos. Los animales utilizados en las pruebas de digestibilidad deben ser
jévenes, debido a que presentan menos variacion en su consumo voluntario, comparados con
los animales adultos.

Todos los animales utilizados seran tratados de acuerdo a las recomendaciones descritas en la
Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and Teaching (FASS, 2010).

3. ALOJAMIENTO. Los animales deben estar confinados en jaulas denominadas
metabdlicas, estas jaulas deben de estar acondicionadas para que las heces pasen a través del
piso formado con rejillas de plastico y que puedan ser colectadas en recipientes colocados por
debajo del piso.

4. UNIDAD EXPERIMENTAL. La jaula constituye la unidad experimental, usualmente se
coloca un animal por jaula, pero se pueden utilizar mas de uno y el procedimiento es similar.

5. DISENOS EXPERIMENTALES. En los experimentos que se desarrollan en la FMVZ-
UAS, regularmente son de acuerdo con disefios cross over y cuadrado latino, con o sin arreglo
factorial de los tratamientos (en el caso de cuadrado latino cuando son solamente tres los
tratamientos, el cuadrado latino deberd necesariamente que ser replicado); por lo que siempre
existiran en ellos al menos dos periodos.

6. ADAPTACION Y MANEJO PREVIO. Antes de iniciar un experimento, los animales
deberan adaptarse durante 14 dias al alojamiento, manejo y dieta; en esta etapa los animales
son evaluados clinicamente para detectar signos de enfermedad, se les toman muestras de
heces y sangre para determinar en laboratorio la posible existencia de parésitos, son
desparasitados y vitaminados. En los experimentos de digestibilidad aparente solamente se
incluyen animales aparentemente sanos; aquellos que se les detecte alguna enfermedad,
deberan ser tratados con base al diagnostico y esperar hasta su recuperacion o bien ser
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eliminados del experimento y sustituidos por otro de caracteristicas similares y en condicion
de salud apropiada.

La etapa se considera completada cuando el comportamiento de los animales sea tranquilo
ante la cercania de los operadores y el consumo de alimento sea cercano al esperado par su
especie, raza, edad, sexo, peso y tipo de dieta ofrecida. En esta etapa se establece el nivel de
consumo voluntario de alimento que sera utilizado para la planeacion de la alimentacion a
través del experimento.

7. FASE EXPERIMENTAL. Esta constituida por dos o mas periodos de acuerdo al disefio
experimental elegido. A su vez, cada periodo tiene una duracién de 14 dias y se divide en dos
fases: adaptacion y coleccion de heces. El alimento que se ofrecera durante todo el periodo
debera elaborarse en un solo evento para evitar variaciones en su composicion a través de las
mediciones.

7.1. Fase de adaptacion a tratamiento: La adaptacion a la dieta del tratamiento
correspondiente en cada periodo regularmente tiene una duracion de diez dias, durante los
primeros cinco se establece el nivel de consumo voluntario y a partir del sexto dia se le sirve el
alimento en cantidad equivalente al 95% del consumo voluntario, una restriccion del 5% en el
consumo no afecta notoriamente a la digestibilidad, restricciones de alimento cercanas al 10%
incrementan la digestibilidad de la dieta. La restriccion del 5% en el consumo se aplica para
evitar la presencia de rechazos y facilitar los célculos al final de la prueba. El consumo de
alimento debe registrarse diariamente. A partir del octavo dia, durante cuatro dias seguidos
(dias 8 -12) se toma diariamente una muestra de 250 g de alimento, cada una de las muestras
se pesan en fresco y se secan en estufa de aire forzado a 60 °C hasta peso constante. Después
de al menos 48 h después de haber realizado la dltima coleccién, se pesan las muestras de
alimento correspondientes a cada dia y se calcula el contenido de materia seca de la dieta. Las
muestras de los cuatro dias, ya secas se mezclan cuidadosamente sobre papel y por el método
de cuarteo se obtiene una muestra analitica de 100 g, se muele y guarda en recipiente cerrado
para ser utilizada en las determinaciones de laboratorio.

7.2. Fase de coleccién de heces. Los ultimos cuatro dias, se colocan por debajo del piso de las
jaulas los bastidores para la recepcion de las heces, la totalidad de las heces se colectan cada
24 horas, se pesan en fresco y se secan en estufa de aire forzado a 60 °C hasta peso constante.
Después de al menos 48 h después de haber realizado la ultima coleccion, se pesan las heces
correspondientes a cada dia y el promedio de las mismas sera el asignado como promedio de
la medicidn de excrecion de materia seca en heces de los animales. Las heces colectadas por
cada jaula durante los cuatro dias, ya secas se mezclan cuidadosamente sobre papel y por el
método de cuarteo se obtiene una muestra analitica de 100 g, se muele y guarda en recipiente
cerrado para ser utilizada en las determinaciones de laboratorio.
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8. CALCULOS:

8.1 Digestibilidad aparente de la materia seca DAMS, %

DAMS, % = [(MS consumida kg — MS excretad en heces kg) / MS consumida kg] * 100

8.2. Digestibilidad aparente de un nutriente “x” (PC, MO, FDN, etcétera) DANX, %

DANX, % = [(MS consumida kg * (Nx en alimento/100)) — ((MS excretad en heces kg * (Nx
en heces/100)) / (MS consumida kg * (Nx en alimento/100))] * 100

REFERENCIA:

FASS. 2010. Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and Teaching.
Third edition. Federation of Animal Science Societies. Champaign, IL.

Schneider, B. H. and W. P. Flatt.1975. The Evaluation of Feeds through Digestibility
Experiments. The University of Georgia Press. Athens, GA, USA.

43



DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE GAS

1. GENERALIDADES.

Los microorganismos juegan un papel central, pero mal caracterizado, en la produccion de
olores del ganado de engorda. Las bacterias llevan a cabo una fermentacion anaerdbica
incompleta de sustratos en el estiércol, produciendo una mezcla quimica compleja de acido
grasos volatiles, alcoholes, compuestos aromaticos, amidas (incluyendo NHs), y sulfuros. Los
acidos grasos volatiles y compuestos aromaticos se correlacionan mas estrechamente al olor;
por lo tanto, limitan las concentraciones de las fuentes de estos compuestos en el estiércol que
podrian ayudar a controlar las emisiones de olores. Los microorganismos del estiércol tienen
acceso a una amplia variedad de sustratos potenciales, incluyendo almidoén, proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y no almidones, para producir &cidos grasos volatiles y compuestos
aromaticos.

2. MATERIAL Y EQUIPO.
2.1. Reactivos y consumibles:

2.2. Cristaleriay equipo:
- Probeta de vidrio graduada de 250 mL

- Frascos de plastico con capacidad de 600 mL

- Tapon de rosca y acondicionados con un tubo de plastico antiadherente y con ausencia
de poros (Tygon®; Saint-Gobain; Francia)

- Estufa de sacado de aire forzado
- Bafio maria

2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de seguridad (Goggles)

- Guantes con aislante térmico (asbesto)

3. MUESTRA:

Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no
rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:
1. Formar una muestra compuesta

2. Tomaron alicuotas de aproximadamente 20 gramos para la determinacion de materia
seca (24 horas a 105 °C; AOAC, 1995)
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3. Tomar alicuotas de 40 g de heces de cada una de las muestras compuestas y se
depositarlas en frascos de plastico con capacidad de 600 mL

4. Adicionarles 40 mL de agua destilada
5. Agitarlas durante un minuto para homogenizar las muestras

6. A los frascos colocarles tapon de rosca y acondicionados con un tubo de plastico
antiadherente y con ausencia de poros (Tygon®; Saint-Gobain; Francia)

7. Colocar los frascos en bafio maria a 37°C y el extremo opuesto del tubo de plastico se
coloco en el interior de una probeta de vidrio graduada de 250 mL, llenada con agua
destilada y colocada en posicion invertida dentro de un bafio de agua

8. Incubar las muestras durante 24, 48 y 72 h hasta que ya no sea posible apreciar
produccion de gas alguna

9. La produccion de gas se contabiliza como la cantidad de agua desplazada por el gas
dentro de cada probeta expresada en mL.

5. CALCULOS:

Gas producido en 24 h/ g heces BS = (mL gas 24 h)/ g muestra BS
Gas producido en 48 h/ g heces BS = (mL gas 48 h)/ g muestra BS
Gas producido en 72 h/ g heces BS = (mL gas 72 h)/ g muestra BS

FUENTES DE INFORMACION.
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DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO (CIA)

1. GENERALIDADES. La digestibilidad es el primer paso para establecer el valor
nutricional de un ingrediente alimenticio. La digestibilidad aparente de un alimento o un
nutriente, se considera como la parte proporcional del mismo que es ingerido y que no aparece
en las heces, por lo que se asume que fue digerido y absorbido.

Cuando es posible conocer la cantidad de alimento que un animal ingiere y colectar las heces,
entonces se puede calcular la digestibilidad aparente. Sin embargo, cuando no es posible
conocer la cantidad de heces producidas e incluso la cantidad de alimento consumido,
entonces el calculo de la digestibilidad aparente por el método del indicador puede ser de
utilidad. En el caso de animales como bovinos en corral de engorda, en donde no es
econdémicamente practico agregar una sustancia indicadora al alimento, o con animales en
condiciones de pastoreo, el uso de “indicadores internos”; sustancias que estan presentes en el
propio alimento y que no son digeribles son una alternativa apropiada. Las cenizas insolubles
en acido estan presentes de forma natural en la mayoria de los alimentos y por ello pueden
utilizarse como indicadores internos, con la ventaja de que su determinacién es sencilla y
econdmica.

Para calcular la digestibilidad aparente con cenizas insolubles en &cido, s6lo se requiere
recoger una muestra representativa del alimento asi como de las heces de los animales y se
complementa con un procedimiento de laboratorio que requiere de poco equipamiento
especial, a continuacion se describe el proceso de laboratorio y al final se proporcionan las
férmulas necesarias para calcular la digestibilidad aparente una vez que se tienen los
resultados del laboratorio.

2. MATERIALES Y EQUIPO:

2.1. Reactivos y consumibles:

Agua destilada

HCI concentrado

Solucion de HCI 2N

Papel filtro Wathman No. 42; Wathman No 541 o equivalente

2.2. Cristaleria y equipo:
- Vasos de precipitados de 100 mL
- Vasos de precipitados de 1,000 mL
- Matraz aforado de 1,000 mL
- Desecador
- Pipeta graduada de 25 mL
- Pipeta graduada de 100 mL
- Espétula
- Varilla de vidrio
- Vidrio de reloj con diametro de 8 cm
- Pinza para vaso de precipitado
- Marcador para vidrio o L&piz No. 2
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- Pizeta de plastico
- Charola de pléastico
- Embudo de vidrio
- Calentador de agua
- Plato caliente
- Agitador magnético (incluida barra magnética)
- Mufla
- Campana de extraccion para acido perclorico
- Balanza analitica
2.3. Equipo de proteccion:
- Bata de laboratorio
- Lentes de seguridad (Goggles)
- Guantes de latex
- Guantes con aislante térmico

3. MUESTRA:
Alimento, ingredientes alimenticios o heces de animales tanto rumiantes como no rumiantes.

4. PROCEDIMIENTO:

4.1. Muestras. Se utilizan muestras de alimento y heces provenientes de un mismo
experimento. Las muestres de alimento y heces deberan corresponder a cada una de las
repeticiones de cada uno de los tratamientos.

Cada muestra se trabajard por duplicado, si el resultado final de la determinacion presenta un
diferencia mayor al 5% entre las dos repeticiones, los resultados de ambas repeticiones se
desechas y se repite completamente el procedimiento.

Todas las muestras que corresponden a un mismo periodo de muestreo deberan procesarse
simultdneamente en una misma corrida de laboratorio. Los periodos de muestreo deben
corresponder con los bloques o periodos del experimento de origen de acuerdo con el disefio
experimental que se haya utilizado en la prueba para mantener la precision de la misma y
evitar la introduccion de error. De ser posible, se procesaran en una misma corrida todas las
muestras procedentes de un mismo experimento.

4.2. Preparativos
4.2.1. Preparacion de reactivos:
Preparacion de solucion de HCI 2N en HO destilada

En un matraz aforado de 1,000 mL adicione 600 mL de H.O destilada; luego agregue
lentamente y en varios pasos (5 a 10 eventos) 196 mL de HCI concentrado resbalando
por las paredes del matraz. En cada una de las ocasiones que se agregue el HCL, agite
suavemente para homogeneizar Yy deje reposar 5 minutos para su enfriamiento antes de
adicionar otra porcién de HCI.
Una vez adicionados los 196 mL de HCI, afore 1,000 mL con H2O destilada, luego
deposite dentro del matraz aforado una barra magnética perfectamente lavada y seca,
coloque el matraz en el agitador magnético y mezcle durante 30 minutos.
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4.2.2. Preparacion de materiales
Vasos de precipitado
Prepare un vaso de precipitados de 100 mL por cada una de las repeticiones (2 por
muestra). Una vez que complete el nimero necesario para las determinaciones de la
corrida que va a desarrollar, agregue otros cuatro en prevision de accidentes durante el
procedimiento.

Identifique individualmente cada uno de los vasos de pp, la identificacion sera anotando
un namero diferente a cada vaso de pp con un marcador de vidrio o en su defecto con
lapiz, en caso de utilizar el 1apiz asegurarse de remarcar perfectamente el nimero (no
utilizar etiquetas de ningun tipo, el marcaje debe ser directamente sobre los vasos de pp).

Coloque los vasos de precipitado en una estufa de aire forzado a 100 °C durante 24 h,
saque de la estufa, coloque en un desecador de vidrio y deje enfriar al menos 1 hora.
Saque el vaso del desecador y pese de inmediato en balanza analitica, registre de
inmediato el peso del vaso de pp relacionado con el nimero del mismo.

Papel filtro Wathman No. 42
Prepare un circulo de papel filtro Wathman No. 42 por cada una de las repeticiones (2
por muestra). Una vez que complete el nimero necesario para las determinaciones de la
corrida que va a desarrollar, agregue otros cuatro en prevision de accidentes durante el
procedimiento.
Identifique individualmente cada uno de circulos de papel filtro Wathman No. 42, la
identificacion serd anotando un numero diferente a papel filtro con lapiz.

Coloque el papel en una estufa de aire forzado a 100 °C durante 24 h, saque de la estufa,
cologue en un desecador de vidrio y deje enfriar al menos 1 hora. Saque del desecador y
pese de inmediato en balanza analitica, registre de inmediato el peso del papel
relacionado con el nimero del mismo.

4.3. Procedimiento. Coloque aproximadamente 5 g de muestra en un vaso de pp de 100 mL,
pese el vaso de pp con su contenido y registre inmediatamente el peso relacionandolo con el
numero del vaso de pp y con la clave de identificacién de la muestra que contiene, el valor
correspondiente debera quedar registrado en la bitdcora como peso de vaso + muestra humeda.

Coloque los vasos de precipitado en una estufa de aire forzado a 100 °C durante 24 h,
saque de la estufa, coloque en un desecador de vidrio y deje enfriar al menos 1 hora.
Saque el vaso del desecador y pese de inmediato en balanza analitica, registre de
inmediato el peso del vaso de pp relacionado con el numero del mismo. El valor
correspondiente deberd quedar registrado en la bitacora como peso de vaso + muestra
seca.
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Coloque cada uno de los vasos de precipitado dentro de una Mufla apagada y fria, a un
lado de la mufla coloque una charola de plastico por cada nivel del interior de la mufla
que vaya a utilizar. En la charola colocara un vidrio de reloj marcado con el nimero de
cada uno de los vasos que se introduzcan en un nivel de la mufla, los vidrios de reloj
deberan colocarse en una distribucion exactamente igual a la que guardan los vasos
dentro de la mufla, dado que como es posible que durante la calcinacion se borren los
nameros de identificacion de los vasos, en ese caso la colocacion de los vidrios de reloj
en la charola se vuelven el croquis de referencia para la identificacion de los vasos.
Adicionalmente, en una hoja de papel dibuje un croquis que represente la ubicacion de
cada uno de los vasos dentro de cada nivel de la mufla, este es el segundo factor de
seguridad para la trazabilidad de las muestras una vez calcinadas.

Una vez colocados los vasos de pp en la mufla, caliente a 100 °C durante 15 minutos,
luego eleve la temperatura a 150 °C y mantenga 10 minutos, a continuacién eleva la
temperatura a 200 °C y mantenga 15 minutos, después eleve la temperatura a 250 °C y
sosténgala durante 15 minutos; a continuacién suba la temperatura a 350 °C y permita
que las muestras permanezcan en ella durante 15 °C; a continuacion lleve el indicador de
temperatura a 550 °C y una vez alcanzada calcine durante tres horas, una vez
transcurrido el tiempo indicado apague la mufla y permita que se enfrie durante toda la
noche. Al dia siguiente encienda la mufla y revise el indicador de temperatura, si la
temperatura interna es mayor de 150 °C espere hasta que descienda a 150 °C para poder
abrirla y sacar los vasos; si la temperatura es entre 100 y 150 °C puede abrir la mufla 'y
sacar los vasos, y en caso de que la temperatura sea inferior a 100 °C, programe la mufla
110 °C y una vez que alcance esa temperatura permita que se mantenga durante una hora
y después puede sacar los vasos. En cualquiera de las tres situaciones previas,
inmediatamente después de sacar cada uno de los vasos, coloque en un desecador de
vidrio y deje enfriar al menos 1 hora. Saque el vaso del desecador y pese de inmediato
en balanza analitica, registre de inmediato el peso del vaso de pp relacionado con el
namero del mismo. El valor correspondiente deberd quedar registrado en la bitacora
como peso de vaso + cenizas. De inmediato tape el vaso de precipitados con el vidrio de
reloj correspondiente.

Coloque los vasos de precipitados (con las cenizas en su interior) en un plato caliente,

Adicione a cada vaso 50 mL de HCI 2N y hierva casi a sequedad; adicione otros 50 mL
de HCI 2 N y hierva durante 5 minutos, filtre en caliente en el papel Wathman No. 42
correspondiente para esa muestra, lave con agua caliente para eliminar la totalidad del
acido del papel filtro, asi como del vaso de precipitados y coloque nuevamente el papel
filtro en el vaso; seque en estufa de aire forzado a 110 °C durante 24 h, saque de la
estufa, coloque en un desecador de vidrio y deje enfriar al menos 1 hora. Saque el vaso
del desecador y pese de inmediato en balanza analitica, registre de inmediato el peso del
vaso de pp relacionado con el nimero del mismo. El valor correspondiente debera
quedar registrado en la bitdcora como peso de vaso + papel + cenizas insolubles en acido
(CIA).
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5. CALCULOS:
5.1. Célculo del contenido de cenizas totales:

Cenizas % = (Vaso + cenizas) — (peso del vaso) * 100/(Vaso + muestra seca) — (peso del vaso)

5.2. Céalculo del contenido de Cenizas Insolubles en Acido (CIA)

5.2.1. CIA % de cenizas totales = [(peso del vaso + papel + cenizas) — (peso del vaso-peso del
papel)]*100 / [(Vaso + cenizas) — (peso del vaso)]

5.2.2. CIA % de la muestra seca = [(peso del vaso + papel + cenizas) — (peso del vaso-peso
del papel)]*100/(Vaso + muestra seca) — (peso del vaso)

5.3 Digestibilidad aparente utilizando CIA (Método del indicador)
5.3.1. Digestibilidad aparente de materia seca DAMS, %

DAMS, % = 100 — [100 * (CIA en alimento % /CIA en heces %)]
5.3.2. Digestibilidad aparente de un nutriente “x” (PC, MO, FDN, etcétera) DANX, %

DANX, % = 100 — [100 * ((CIA en alimento % * Nx en heces %) / (CIA en heces % *
Nx en alimento %)]
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