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. TRTRODUCCION

La uvnificacidn de los métodos que se utilizan para realizar los ané-
lisis quimicos de los insumos o materias primas empleados en Nutricidn
Animal, hace necesaria la divulgacidn de upn Mapual de Técnicas Aproba-

dad de Laboratorio.

Hasta el presente, el método empleado para el anflisis aproximado de

los alimentos concentracdos y de los forrajes, ha sido el de Weende, el
cual fue desarrollado en Alemania por Henneberg y Stohmann en 1860, gste
es el método aceptado hoy por la A.0.A.C. Dicho método ha sido impug-
nado, debido sobre todo, al empirismo con el que se expresa el porcentaje
de Fibra y el Extracto Libre de Witrdgeno. Debido a ello, existen casos
en los cuales se encuentrs una digestibilidad de la fibra muy alta, lo
que hace peunsar que aparte de la fibra, en ésta fraccidn se deben encon-

trar otros nutrientes los cuales no son expresados con dicho andlisis.

Desde los primeros afios de la década del 60, muchos autores, entre los
que se cuenta Van Soest, {7, 8, 9, 10)* se han preocupado por identifi-
car los componentes gue el anglisis de Weende sedala como fibra y extrac-

to libre de Nitrdgeno.

Es por ello por lo que en el presente informe se explica el método de
Van Socest conocido como el método Fibra Detergente Neutro (¥DN) y Fibra

Detergente aAcido (FDAY (3, 4, 7, 8, 9, 10).

* Los ufmeros entre paréntesis corresponden a los uimeros de la bibliografia.



También se comenta y explica en forma breve, el método de la Diges-
tibilidad "in witro" de Van Soest, que modifica al método de Tilley

y Terry en su segunda fase (3).

Se explica el uso de la Bomba colorimétrica para la obtencidn de la

Energia Bruta de los alimentos (5).

El anilisis de los principales minerales, como son: ¥, Ca, K, Mg, v Fe
por fotometria, por medio del Spectromic 20 el primerc v el empleo del

Espectrofotémetro de Absorcidén Atdmica Perkin-Elmer para los restantes.



2, METODOS QUIMICOS

Los métodos quimicos que se explican en el presente compendie, son méto-
dos probades, para el andlisis de los tejidos animales y plantas y se con-
sideran satisfactorios en su exactitud y en el tiempo que se toma para

desarrollarlos,

Los métodos son s$0lo gulas susceptibles de introducirles modificaciones
de acuerdo con las condiciones del Laboratorio donde se esté trabajando,
asi como también de acuerdo con la especifecidad de los experimentos que se

conduzcan.

En el anélisis de Weende o método proximal, se tiene en cuenta la deteymi-
nacién de la humedad (Materia seca), extracto etéreo o grasa, proteina
cruda, ceniza, fibra cruda y extracto libre de nitrdgeno o carbohidratos
solubles, tanto en los alimentos con destino a uso humano como los que tie-

nen destinacidn para el consumo de los animales.

Dichos andlisis rvepresentan la base para efectuar otras determinaciones mis
especificas y para calcular el valor de los nutrientes digestibles totales
(N.D.T.) de los alimentos, cuando se analizan también las heces y la orina

en los ensayos de digestibilidad.

El sistema de nutrientes digestibles totales (N.D.T.) ha sido tradicional-
mente usado para medir el contenido energético de los alimentos. Sinembargo
ha sido recomendado dltimamente que éste sistema sea sustituido por los

métodos modernos de fraccionamiento de la energia de los nutrimentos conte-



npidos en los alimentos.

£l avance en el conocimiento de los requerimientos de los animales y en

la utilizacidn de los nutrientes contenidos en los alimentos ha mostrado
serios errores tanto en los métodos usados como en la interpretacidn que
se les da a los valores de fracciones tales como la fibra cruda, el

extracto libre de nitrdgeno y el extracto etéreo.

Para la valorizacidn de los forrajes, el método de Van Soest estd siendo
preferido al método de Weende; otro andlisis de gran importancia, es el

de la digestibilidad de la materia seca in wvitro.



d.1.

3.2.

3.3,

3. LA DETERMINACION DEL PESO

PRINCIPIO.
Para que la muestra no pierda humedad se debe mantener bien tapada,

mientras se procede a pesarla.

La balanza ha sido indispensable en el estudic de la nutricidn, desde

el siglo XVill, cuando fue introducida por Lavoisier. La pesada correc-

ta de la muestra, es el procedimiento mas importante ya que si la mues-

tra que se analiza, no se pesa correctamente no se obtienen resultados

exactos y se corre el riesgo de iptroducir elementos de error que no se
2l » '“’ » - - -

pueden eliminar ni en aflos. La balanza es la pieza mas importante de un

Laboratorio.

EQUIPO.

a) Balanza analitica que lea hasta el cuarto decimal (0.0000)
b) pesasustapncias

¢) Desecador

d) Cuchara de aluminic o de piéstico

e} Pinceles.

PROCEDIMIENTOS .

Antes de ewpezar a pesar, cercidrese de que: 1la balanza esté a aivel;
que todas las piezas estén en buenas condiciones, que la aguja oscile
a distancias iguales a cada lado del punto central, al soltarse el

brazo y los platillos, que la aguja esté en cexo al descansar el brazo



y al descansar los platillos sobre las trabas. Pese el pesasustancias
(papel de filtro, crisol de aluminic o botella para pesar), anote el
peso, agregue la muestra hasta obtemer por diferencia la cantidad aproxi-

mada que se requiere para los diferentes anflisis.

Para cada andlisis debe pesarse dos veces para realizar la determina-

cidn por duplicado.

Al terminar de pesar una muestra, debe limpiarse bien la cuchara con
pincel y verificar de nuevo el pesc del pesasustancias previa limpieza

del mismo.

No se deben pesar cantidades exactas de la wmuestra por ser mas dispen-

dioso y tener la posibilidad de incurrir en errores de muestreo.
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4. DETERMINACION DE MATERIA SECA

PRINCIFLO,
La humedad de la muestra se pierde por volatilizacidn a causa del calor.
La cantidad de material residual después de eliminar la humedad, couns-

tituye 1la materia seca.

BEQUIPO
a) Estufa de vacio a 105°C
b) Recipiente de aluminio con tapadera, de 50 mem de didmetro.

c) Desecador

PROCEDIMIENTU.
a) Cada vez que se va a colocar una muestra, se deben limpiar previa-
mente los recipientes de aluminio con pincel suave. Tare después de

limpiarles y lleve al desecador.

h) Pese por diferencia 2.5 gms. de muestra en el recipiente de metal.
Recuerde hacer por duplicado el pesc de cada muestra, Coloque los
recipientes en una bandeja, 1lévelos a la estufa a 105°C durante &
horas. Los mejores resultados se obtienen con estufas, que permitan
hacer vacio, equipadas con mandmetro para graduarlo a 30 m.m de Hg.

de presidn.

¢) Después del tiempo convenido, desconecte el vacio, saque las muestras
vy coldoquelas en un desecador hasta que se enfrien y luego proceda a
pesarlas.

CALCULU.



Porcentaje de Materia Seca:

(Peso del recipiente -+ peso de la muestra seca) - peso del recipiente x 100
Peso de la muestra antes del secado

o también

Peso de la muestra seca x 100
Peso de la muestra antes del secado




5.1

5-3-

5. DETERMINACION DE CENIZA

PRINCIPIO.
Cuando se incinera una muestra, el residuo es la parte inorgénica que
se denomina ceniza, el cual no se destruye por la temperatura del horno

que es8 de 550°¢C.

EQUIPO.
a) Horno de incineracidén (Mufla)
b) Criscles de porcelana

¢) Desecador

PROCEDIMIENTO.
Previamente se deben tarar los crisoles, para lo cual se liwpian y se
colocan en el horno durante media hora a 530°C. Se sacan del horno, se

colocan en un desecador, se dejan enfriar y se pesan.

Yesar 2.5 gms de la muestra, colocarles en el crisol respectivo, hacer
el andlisis por duplicado. Se recomienda guemar en un reverbero y luego
introducir los crisoles al horno a 350°C durante 6 horas, o durante la

noche.

Se deben . usar pinzas de metal para manejar los criscles, guantes de as-
besto y anteojos protectores o careta protectora de la cara contra el
calor del horno. Dejar que la temperatura baje a 2509 después de cum-
plido el tiempo de calcinacidn. Sacar los crisoles, pasarlos a desecador,

dejar enfriar y pesatr.



5.4. CALCULOS.

O

Porcentaje

Conversién

de la muestra en base ‘'parcialmente seco’

peso de ceniza x 100
peso de 1la muestra

a2 base seca:

% de cenjza de la muestra 'tal como ofrecido' x 100
% de materia seca de la muestra “"tal como ofrecido"

% de ceniza de la muestra 'parcialmente seco'” x 100
% de materia seca de la muestra ''parcialmente seco'

10.
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6.2,

6.3.

6. DETERMINACION DE EXTRACTO ETERED

PRINCIFLO.
#n el anflisis préximo de los materiales vegetales, siempre se debe
hacer referencia al "extracto etéreo' v no al de "grasa' para designar

la porcidn extraida.

Una sustancia soluble en &ter puede ser extraida cuantitativamente por
medios sucesives. El éter se evapora y se condensa continuamente v al
pasar a traves de la muestra, exutrae los materiales solubles. El éter
debe ser anhidro y la muestra estar completamente seca para evitar pér-

dida de carbohidratos solubles.

EQUIPO.
A) Aparato para la extraccidn de grasa de Goldfisch, el cual incluye
lo giguiente:
a) Vasos especiales con el borde esmerilado
b) Dedales de asbesto, o de aluandum
¢) Recipientes de vidrio o de metal para los dedales
d) Tubos de vidrio para recuperar el solvente
B) Balanza analitica

G) Papel de filtro

HEACTIVOS.
a) Eter dietfilico anhidro - ¢, Hy ¢ gy Hg - pem. 74.12
b) Acido clorhidrico - HCL - .m. 36,47

c) Acido Witrico - HNOy - p.m. 653.02

S ATECA
AL . ] o’ 7%
TIUAITATA
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Hobe PREPARACION.
a) De la muestra: Secar la muestra al horno de vacio hasta que esté
completamente seca (ver atrds) 2.5 gms. Se puede usar la muestra

que se utilizd para determinar la materia seca.

b} De la vidrieria vy los dedales. Se deben enjuagar los objetos de vidrio
con éter. Se lavan con agua jabonosa y se repite el lavado con un
polvo limpiador (ajax}. Cada vez que se utilicen log dedales alundum
se deben sumergir en agua regia (1 HHQ3 -+ 3HCL) por unas 4 horas.
Después ge enjuagan blen con agua destilada todos los utensilios y se

llevan al horno para secar.
Los vasos se Geben eunfriar en desecador y pesar.

6.5, PROCEDIMIENTO.
Secar v pesar los vasos para grasa.
Colocar la muestra pesada en un dedal.
Cubrir la muestra con papel de filtro.
Colocar los dedales en les anillos metélicos.
Colocar 30-40 ml. de éter en el vaso.
Colocar el vaso en el aparato del condensador assegurfndolo con el anillo
de rosca, apretar con la mano tanto como sea posible.
' Abrir la vAlvula de seguridad 2 & 3 veces.

Abrir la llave del agua para enfriar el condensador.

el

Subir las placas calientes hasta que se pongan en contacto con los beakers

v prender los calentadores.



6.6.
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La extraccidn se hace durante 5 horas.

Después de la extraccidn se bapn en orden los calentadores y se permite
que el dedal drepe completamente. Colocar el platillo de seguridad.

Zafar el anillo de rosca y sacar el vaso

Retirar el dedal. Colocar en su lugar los tubos de vidrio para recupe-
rar el éter.

Colocar nuevamente el vaso de grasa. Subir las placas calientes y des-
tilar el éter.

Las placas ge deben retirar poco antes de que el éter se evapore comple-
tamente. El &#ter de los tubos recibidores se debe vaciar en un recipiente

de éter usado.

La evaporacidn del éter que queda en los beakers se completa al aire. Se
llevan estos a estufa de vacio a 105°C durante 15 minutos. Se dejan ea-
friar en desecador y se pesan.

La muestra de los dedales, se guarda para la determinacidn de fibra.

CALCULOS .
Porcentaije de Extracto Ltéreo en base "parcialmente seco'" o "tal como
ofrecido’:

Peso del extracto etéreo x 100
peso de la muestra

Conversidn a base seca:

% de extracto etéreo en base "'parcialmente seco x 100
% de materia seca de la muestra "parcialmente seco "




?Il!

7.2,

7.3.

7. DETERMINACION DE FIBRA CRUDA

PRINCIPIO.
La fibra cruda es la pérdida de peso después de quemar la muestra libre
de humedad vy de grasa, que ha sido sometida a digestidn primero con una

solucidn de &cido débil y después con una sclucidn de base débil.

EQUIPO.

a) Aparatos de extraccidn. Calentadores individuales con control y con-
densadores enfriados por agua, disefiados para calentar 200 ml de agua
a 25°C hasta la ebullicién en 15 i~ 2 minutos.

b) Recipientes para la digestidn. fZrlermeyer de boca ancha de 500 ml de
capacidad.

¢) Dos frascos de base redonda de 5 litros de capacidad cada uno, con el
objeto de mantener en ebullicidn el &cido sulidrico y el hidréxido de
sodio antes de agregarlos a los recipientes de digestidn.

d} Tela de lino o tela de filtrar

e) Crisoles de alundum

) Espatula

g) Frasce lavador

REACTIVOS,

a) Solucidn de 8cido sulfirico 0,255 N.
b) Solucidn de hidréxido de Sodic 9.313 N.
¢) Antiespumante o alcohol @tilico

d) Alcohol etilico. Solucidn al 50%
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a)

El residuo de muestra proveniente de la determinacidn del extracto
etéreo se puede utilizar, transfiriéndolo del dedal a un vasco de

digestidn para filbra.

b) Agregar 200 ml. de solucidn de H,80, caliente al 1.253%

c)

d)

f)

g}

h)

i)

3

k)

1)

Adaptar el vaso de digestidn con el condensador de fibra

La digestidn debe durar 30 minutos. Es esencial que el contenido del
vaso hierva en el primer minuto y que la ebullicién se mantenga durante
los 30 minutos vigorosamente.

Retirar el vaso. Filtrar a través de una tela de lino colocada en un
exmtudo acanalado. Lavar con agua hirviendo hasta remover todo el &cido.
Se raspa la tela con espatula y se lleva el contenido de nuevo al vaso;
se agregaan 200 ml de hidrdwido de sodic. Nuevamente ge acopla el beaker
al calentador para que hierva durante 30 minutes, al cabo de los cuales
se pasa g traves de la tela de lino, lavando sucesivamente con agua
hirviendo. Aplicar vacio para producir un mejor filtrado.

Se raspa la tela con espatula para rasar el contenido 2 un c¢crisol ha-
ciendo succidn.

Lavar con alcohol etilico la muestra dentro del crisocl

Pasar los crisoles a estufa a 105°C durante toda la noche. Sacar a un
desecador a la mafana siguiente, dejar enfriar y pesar.

Incinerar el contenido de los crisoles en una mufla a 550 - 660°C, du-
rante una hora.

Sacar a desecador, dejar enfriar y pesar

La pérdida de peso, representa la fibra cruda.
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7.5. CALCULOS.

Porcentaje de fibra cruda en base "parcialmente seco':

Pérdida de peso por incineracidn z 100
Peso de la muestra antes del secado vy de extraccidn con éter

Conversidn a ""Base seca"

7% de fibra cruda en la muestra ''parcialmente seco'' x 100
% de materia seca de la muestra parcialmente seco




8.1.

8‘2-‘

8. DETERMINACION DE PROTEIRA CRUDA A PARTIR
UE LA DETERMINACION DEL NITROGENQ POR EL

METODO Kjeldahl

PRINCIPIO.

El método Kjeldahl se usa para determinar el nitrdgeno total. El ni-
trégeno de las sustaucias nitrogenadas v de las proteinas se convierte
en sulfato de amonio mediante la digestidn de la muestra con dcido sul-
fGrico en ebullicidn. El material orgédnico se oxida a didxido de carbo-
ne y agua. La cantidad de sulfate de amonio se determina agregando un
exceso de hidrdxide de sodio, destilando amonio liberado para conver~
tirlo en una sal con un &cido estandar Acido bdrico, para luego titu-
larlo con 4cido estandarizado. Los autores recomiendan el dcido sulfg-
rico estandarizado, en el Laboratorio de Nutricidn del I.C.A. se utiliza

dcido Clorhidrico 0.1 Norxrmal.

EQUIPO.

a) Aparato macro Kjeldahl de digestidn y destilacidm

b) Balones de Kjeldahl de 800 ml. de capacidad

c) Frascos Frlermever de 300 ml de capacidad

d) Buretas graduadas en nimero de 4

e) Granallas de Zinc

f) Soportes de madera para colocar y manejar los balones Kjeldahl

g) Papel de filtro para pesar la muestra.
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8.3. REACTIVOS.

a) Mezcla Catalizadora., Mezclar sulfato disddico anhidro en polvo, con
6xido de Mercurio, quimicamente puros, en la proporcidn de 14.3 @ 1
respectivamente. Esta mezcla acelera el proceso de digestidn.

b) Acido Sulfrice Concentrade, libre de W, Actla como agente oxidante
de la materia orgédnica.

e} Solucidn de Hidrdxido de sodio. Disolver 500 mgs de hidroéxido de
sodio en escamas en un litro de agua destilada. A ésta solucidn se
le agrega sulfuro de sodio al 17 (disolver 31 gms de sulfurc de sodio
9 By0 & 10 gms de sulfuro de sodio achidro en 200 ml de agua. Se mez-
clan y se completa a 1 litro con agua destilada.

d) Zinc en grénulos. Sirven para regular la ebullicidn.

e} Solucidn Indicadora. Disolver 0,25 gms de verde Bromocrescl y 0.05 gms
de Rojo de Metilo en 100 ml de alcohol Ztilico concentrado. Lsta mez-
cla muestra color rosado en presencia de un 4dcido y una coloracidn azul
en presencia de una base.

f) Acido Bérico al 4%. Disolver 40 gms de acido bérico por litro de agua,
agregar 5> ml de la solucibdn indicadora.

g) Acido Standar - Puede ser HCL & H2804 0.1 N.

S+4. PROCEDIMIENTO.
8.4.1. Digestidn.
a) Pege por diferencia 1 gm de 1a muestra, en un papel de filtro. Doblar
el papel cuidadosamente y colocarlo en un matraz Kjeldahl de 600 ml

de capacidad.
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b) Se debe correr con las muestras, dos blancos (papel de iiltro solo)
en todos los pasos del procedimiento v restar a la titulacidén de las
muestras, la titulacidn del blanco.

¢) Agregar 16 gms de catalizador y 25 ml de H,50, concentrado.

d) Colocar los balones en el aparato digestor de Kjeldahl para calentar. Los
calentadores y el aparato extractor se prenden simultdneamente. La diges-
tién dura aproximedamente 30 minutos despuds de que la solucidn se aclare.
Apagar los calentadores al cabo de este tiempo, sin apagar el extractor
de gases. Permitir que se enfrien los balones, para agregar 400 ml de agua

destilada.

B,4.2, Destilaciédn.

a) Agregar a cada Erlermeyer 50 ml de la solucidn de Acido bérico colocar-
los con el extremo de los tubos de destilacidn, debajo de los condensa-
dores, sumergides en la solucién de &dcido bérico.

Poner a ftuncionar el sistema reirigerador y colocar los calentadores en
alto.

b) Agregar a cada balén Kjeldahl, una granalla de 2Zinc y 75 ml de Na CH.
Lebe agregarse con cuidado por las paredes del baldn, Se lleva &ste para
conectarlo al aparato de destilacidn sobre los calentadores. Agitar bien
el contenido.

¢) Destilar aproximadamente 200 ml. de solucidn.

d} Mover el Erlermeyer al puesto bap el condensador dejando el tubo de derra-
me fuera de la solucidn de &cido bdrico. Apagar el calentador. Retirar el

frlermeyer.

8.4.3. Titulacién.
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La titulacién por cambio de color, se realiza en el sitio de titulacifn
introducir un imdn el el Erlermever, se hace girar por medio del agitadox
g magnético y se titula con HCL, hasta que el color cambie de color azul a

un morado tenue.

8.5. CALCULOS.

Cuando se emplea el &cido bérico, el porcentae de nitrdgeno en la muestra

se calcula de la siguiente manera:

ml. de acido ml. de Aacido
% de N. en muestra en 1la titulacidn - en titulacidn N.‘del X 0.014 ¥ 100
: -- de la muestra del Blanco dcido

Peso de muestra en gramos

8.3.1. Proteina Cruda = N % x H5.25

Ajuste del porcentaje de proteina cruda a '""Base seca"

% de Proteina muestra parcialmente seco x 100
% de materia seca en muestra "parcialmente seco'




9‘1‘

9'2.

9. DETERMINACION DEL EXTRACTD LIBRE DE

NITROGEND (E.L.N.)

PRINCIPIO,

Cuando se han terminado los andlisis para cenizas, fibra rruda, extracto
etérec y ptoteina cruda, el extracto libre de nitrégeno se determina
por diferencia entre 100 y la suma de todos los porcentajes de los ele-

mentos enumerados.,

CALCULO.

Porcentaje de E.L.N. en base seca =

100 - (% ceniza + % fibra cruda + % Extracto etéreo + % de proteina,
todo en base seca)



10, DETERMINACION DE ENERGIA BRUITA

10.1. BRINCI?IO.

La energia bruta de un material (E.B.) es la cantidad de calor, medida
en términos de calorias, que se produce cuando Se oxida dicho material
totalmente en un calorimetro, de Bémba. También se denomina calor de
combustidn. La muestra del material, se coloca en upna cépsula de com-
bustibn que a la vez se deposita en una bomba de oxXigeno con un conteni-
do de 25 a 30 atmbésferas de dicho gas. La bomba se encuentra sumergida
entre 2 litros de agua en un calorimetro adiabdtico. Después de ajustar
la bomba v el calorimetro a idéntica temperatura, se incloera la muestra
con un alambre fusible. EL aumento de temperatura se mide bap condicio-
nes adiabdticas. Z1 cAlcule para el contenido caldrico de la muestra se
realiza multiplicando el equivalente hidrotérmico de la bomba por el au-
mento de temperatura corregida, restandc el consumo de alambre corregido

y la produccién de acido medido por titulacidm.

10,2, EQUIPO.
a) Calorimetro de Bomba con todos sus accesorios.
b) Balanza para pesar scluciones con capacidad de 3.000 gms.
c) Vascs de precipitados # 2.
d) Frasco lavador con agua destilada.
e} Alambre fusible.
) Regla graduada en centimetros.
g) Pipetas, una de 1 ml. otra de 10 ml,

h) Botella metdlica con oxigeno, equipada con mandmetro
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i) Agua caliente y agua fria que debe estar conectada con la bomba.

i) Bureta graduada.

10.3. REACTIVOS.
a) Solucién de carbonato de sodio estandarizada; equivalente a 1 Cal/ml.
(3.658 gms de Nay COq por litro).

b) Indicador de Rojo de Metilo
16.4. PROCEDIMIENTO.

Antes de explicar el procedimiento, debe quedar bien clarc, que para el
presente trabajo se tiene en cuenta que ya se ha realizado la estandariza-
cibén de la bomba, para obtener el equivalente caldrico de ella, que repre-

senta un dato de gran importancia para la realizacidn de los célculos,

ILa bomba calorimétrica del laboratorio de Nutricién del I.C.A., posee un
equivalente calérico de 1.364,9 calorias por grado Fahrenheit. El procedi-
miento seguido en la obtencidn de la energia bruta de las muestras fué el

sigujiente, que es el convencional insinvado por la Parr Instrument Company.

a) Pesar por diferencia 1 gm, de la muestra aproximadamente y colocarlo en
una cépsula de cowmbustidn completamente limpia.

b) Cortar 10 cm. de alambre fusible y colocarlo entre los electrodos del
calofimetro. Golocar la cépsula en el electrodo de sostenimiento, se debe

ajustar al alambre para gue euntre en contacto con la muestra.



c)

d)

e)

£

g)

h)

i)
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Con la pipeta de 1 ml. colocar esta cantidad de agua destilada en el
fondo del cilindro del calorimetro.

Znsamblar la bowba, colocando el soporte de los electrodos dentro del
cilindro, cuidando de tapar con la tapadera de rosca en forma ajustada,
Cerrar la wélwvula de escape de presidn. Llenar con oxigeno a 25 atmds-
feras de presion.

Pesar el balde, introducirlo en el calorimetro y colocar dentro de &1
2.000 gramos de agua destilada. Introducir la bomba y ajustar el broche
terminal,

Cerrar la tapa del calorimetro, teniendo cuidado de que los termdémetros
estén levantados. Bajar los termdémetros. Poner en funcionamiento el
motor de c¢irculacidn de agua.

Ajustar la temperatura del agua en la cémara, para que sea aroximada-
mente igual a 1a del calorimetro. Esta operacidn se logra con la adicidm
de agua caliente o ffia segin sea necesario, dejando transcurrir un mi-
nuto para que se equilibre. Ajustar entonces la temperatura para que sea
eractamente igual, realizando lecturas de temperatura a intervalor de

un minuto, durante tres minutos.

Anotar la temperatura inicial con aproximacidn de tres cifras decimales.
Apretar el botdn de ignicidn para incinerar la muestra. Agregar agua
caliente o fria, segiin sea necesario, para mantener, durante el periodo
de ascensc de la temperatura de la bomba, idéntica temperatura deantro
del agua de la camara.

Para asegurar la condicidn adiabdtica, o sea que las temperaturas de la
bomba v de la camara sean iguales, se debe ajustar con frecuencia y
cuidadosamente la temperatura de la cémara exterior, con la del balde

o en el interior del calorimetro.
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j) Cuando la temperatura sea idéntica, después de tres lecturas conse-
cutivas con un minuto de intervaleo entre una y otra, registre dicha

temperatura como temperatura final.

i) Apagar el motor. Levantar los termdbmetros. Abrir el calorimetro, des-
conectar el alambre del broche terminal, retirar la bomba del balde,
Dejar escapar la presidén que permanece dentro de la bomba. Abrir la
bomba y retirar la tapa de los electrodos. Cuidadosamente separar los
restos de alambre que han quedado y medirlos.

1) Enjuagar toda la superficie interna de la bomba con agua destilada con
el frasco lavador para ser recogids en un beaker limpia. Titular el
agua de lavado con una solucidn estandarizada de carbonato de sodio,
previa la adicidén de 2 gotas de indicador.rojo de metilo.

m) Corregir las temperaturas inicial y final vtilizando la curva de cali-

bracidén que viene con cada termdémetro.

10.5. CALCULOS.

E.B. Cal/gm Temp. Temp. Equivalente Cols cal.
en Base final inicial hidrotérmico - ml de NapCO3-alamb. ¥ por
“"tal como ofredido' corregida corregida de la bomba fundi, c.m.

Peso de la muestra

Ajuste a '"Base Seca"

a) E.B. (Kcal/Kg) en base “tal como ofrecido'” x 100
7 de materia seca en muestra '"tal como ofrecido’

b) E.B. (Kecal/ke) en base "parcialmente seco' x 100
% materia seca en base " parcialmente seco'




11.1

11, METODO DE VAN SOEST PARA LA DETERMINACION DE FIBRA
DETERGENTE NEUTRO (PARELDES CELULARES) DETERGENTE

ACIDC (F.D.A.).

PRINCLIPIO.

Un nuevo wétodo para la determinacidn de fibra y la preparacidn de la
muestra para la determinacién de lignina, tienme como base la capacidad
que tienen el Lauril suliato de sodio en solucidn alcalina débil o en
solucidn neutra y el Hromuro de cetil Trimetil Amonio en solucidn fuerte-
mente dcida para disolver las proteinas y determinar en forma répida y
completa la fibra y la lignina con un contenido bajo de nitrdgeno. Se de-
terminan paredes celulares y contenido celular con el detergente neutro.

Con el detergente Acido, se determinan Hemicelulosa, lignina y silice.

11.2. EQUIPO.

a) El equipo de reflujo descrito para la determinacién de fibra cruda,

puede ser usado si se encuentra iastalado en el Laboratorio, sin nin-

guna modificacidn. Otros tipos de aparatos de reflujo nrobablemente sean

de utilidad si ellos presentan las cuatro condiciones siguientes: 1) Un
minimo de & puestos de reflujo; 2) Cada puesto o calentador sea regu-

lable individuwalmente y tenga poder suficiente para hervir soluciones

y mantener la fibra en suspensidn continua; 3} Los vasos de reflujo de-
ben ser cilindricos y no cdnicos v &) el sistema condensador debe tener

una capacidad suficiente para mantener el volumen constante de las solu-

ciones en ebullicidn.

-

b) Miltiple adaptable para permitir la filtracidn de & criscoles simulté-

nesamentie.
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¢} Beakers; cdsoles tivo Gooch, altos, de widrio, de 50 ml de capacidad,

Vasos grandes para agua destilada.

*

d) Mufla para altas temperaturas y estufa graduable.
e) Frascos grandes de vidrio de capecidad de 6-8 galones para alacenar

suficientes detergente neutro y detergente.

£) Bandeja de vidrio.

11.3. REACTIVOS,

1 18 40
(para preparar Litro Litros Litros
A) Detergente neutro

Agua destilada (litro) 1 18 40

Lauril sulfato de sodic (gms) 310 340 1.200

(E.D.T.A.) Etileno-Diaming)

Tretraacetato cristal

Lihidrato, grado reactivo (g) 18,61 335.0 7dbod

Borato de sodio decahidra-tado

grado reactivo (gms) 6.81 122.6 272.4

Fosfato disddico hidrogenado

anhidro grado reactivo (gms) 4.56 82.1 182.4

2-Etoscietanol (Etilenglicol

Monoetil eter) grado purificado (ml) 10, 180 400

Procedimiento para preparar el detergente peutro (solucidn).

Colocar el E.D.T.A. y el Borato de sodio decahidratado juntos en un beaker



grande, affadir una cantidad del agua destilada vy calentar hasta disol-
ver. Luego agregar a la solucién, el sodio Lauril Sulfato v el 2-HEtos-
cietancl. In el beaker colocar el Fosfato disddico hidrogenado afadir
agua destilada v calentar hasta disolver. Afiadir luego a 1a soluciodn

los ingredientes gue faltan; se debe tomar el pH, el cual debe estar
comprendido entre 6.9 a 7.1,51i la solucidn esté hecha correctamente. Muy

rara vez S5e¢ hace necesario el ajuste de pH.

B) Decahidronaftaleno - grado reactivo.
C) Acetona. Se debe usar un grado que esté libre de color ¥ que al eva-
porarla no deje residuo.
D) Sultito de sodio anhidro, grado reactivo
E)} Solucidén detergente Acido
a} Acido sulflivico, grado reactivo
estandarizado a 1 N. £llo se logra agregando 42,04 gm de H2804 por

litro de agua destilado.
Para preparar 18 litros de solucifn se requieren 882.72 gm de HZSOQ

b} Bromuro de cetil trimetil amonio (C.T.A.B.) grado técnico para 1

litro 20 gms para preparar 18 litros se necesitan 3 gms.
Procedimiento para preparar el detergente Acido (solucién)

Pesar el dcido sulflrico y llevarlo a volumen con agua destilada a 20°C.
Jbgervar la normalidad por titulacidn antes de la adicidn del detergente.

Luego afiadir el C.T.A.B. v agitar fuertemente,
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¥) Acido Sulilrico para determinacidn de lignina.
Acido sulffirico al 72% por peso. El cdlculo para las cantidades de &cido
v de agua necesarios para preparar 1 litro de solucidn se realiza por la

aplicacidn de la férmula siguiente:

. 100 = 98.08 x 12 moles
% de Hp80, en la soluc.del mismo

a) Gms de sto4 necesarios =

b) Gms de H)p0 necesarios = .( 1000 x 1.634 )*- gms de HZSO4

Pesar la cantidad de agua necesaria en un frasco volumétrico de 1 litro
(con bulbo de seguridad en el cuello) y afladir el HpS0; muy lentamente
agitado ocasionalmente. &xtremar los culdados, tomar buenas precauciones.
Se puede asentar el frasco en agua Iria para permitir enfriamiento ya que

el calor despreundido es muy fuerte.
11.4. PROCEDIMIENTO ANALITICO.
11.5. DETERGENTE NEUTRU ( Paredes celulares),

£l procedimiento de detergente neutro para el contenido de paredes celulares

es un método répido para malizar la fibra total en los alimentos vegetales.
Los reactivos requeridos son los vistos atrés desde A hasta D, inclusive.

a) Pesar un gramo de muestra molida y colecarla en un beaker del aparato de

reflujo.

+ Gravedad especifica de 1 litro de H,50, al 727
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b) Afadir en orden: 100 ml de la solucidn de detergente neutro a la tem-
peratura de laboratorio; 2 ml de decahidronaftalenc vy 0.3 gms de sul-
fito de sodio.

c) Calentar hasta el comieunzo de la ebullicidén en 3-10 minutos. Reducir
la temperatura para evitar la formacidn de espuma. Dejar hervir por re-
flujo durante 60 minutos.

d) Colocar en el multiple para [filtrado los crisoles previamente tarados.
Agitar el beaker para suépender los sdlidos y llenar los crisoles. Usar
poco vacio al principio, este se debe incrementar solo si se hace nece-
sario una fuerza mayor.

Lavar la muestra dentro del crisol con agua caliente (90-100°C). Elimi-
nar el vacio, aflopr la capa de muestra que se ha compactado en el fondo

del crisol; llenar con agua caliente. Repetir el lavado varias veces.
e) Lavar con acetona dos veces de la misma manera, dejar secar con el vacio.

£} Secar los crisoles a 1009C. por 8 horas, o durante toda la noche. Pasarlos

a un desecador, dejar enfriar y pesar.

g) El residuo de fibra recuperado, se registra como porcentaje de paredes
celulares. la estimacién del contenido celular se obtiene restando de

100, la cantidad de paredes celulares.

11.6. FIBRA DETERGENTE ACIDO.
Este procedimiento proporciona un método répido para la determinacidn de
lignocelulosa en los alimentos. En el residuo también se incluye la fraccidm
silica.

La diferencia entre el contenido de paredes celulares y la fibra dcido detergente,
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es un estimado de la hemicelulosa. La fibra icido detergente se utiliza

como paso previo para la determinacidbn de lignina.

Reactivos regueridos : B-C y Z.

11.6.1.

a)

PROCEDIMIENTO.
Pesar por diferencia un gramo de muestra aproximadamente. Depositarla

en un beaker o en un recipiente adecuado para reflujo.

b) Agadir 100 ml. de solucidén 4cideo detergente, a la temperatura de labora-

c)

d)

e)

torio (E), agregar 2 ml de decahidromaftalenc (B). Calentar hasta la ebu-
1licidn de 5 a 10 minutos: reducir el calor de los calentadores cuando
comience la ebullicidn, para impedir la formacidn de espuma. Hervir du-

rante 60 minutos después del comienzo de la ebullicidn.

Filtrar en crisoles de Gooch previamente pesados, que se encuentran colo-
cados en el multiple de filtrado; usar poca succidn. Aflojar la capa de
muestra que se ha compactado en el fondo del crisol, con una varilla de
vidrio. Lavar la muestra dos veces con agua caliente (90-100°C). Lavar

de la misma manera los lados del crisol.

Repetir el lavado con acetona hasta que desaparezca el color. En el caso
de la pulpa de café por ejemplo, este color es bastante diiicil de remo-
vers. Con 3 lavados que se erfectden con acetona aplicando el wvacio, es
suficiente para observar que la acetona no remueve mis color.

Retirar los crisoles, para colocarlos en estufa a 1059C durante toda la
noche, ¢ durante 8 horas. Se sacan a la mafiana siguiente, se colocan en un

desecador se dejan enfriar y se procede a pesar los crisoles. Estos sirven



para el métode de la lignina que se explica posteriormente.

11.6.2., CALCULO DE F.A.L.

valcular la fibra 4cido detergente de la siguiente manera:

(Peso_del crisol mds fibra - peso del crisol sola} 100
Peso seco de 12 muestra

11.7. LIGNINA ACIDO DETERGENTE.

1t.7.1. PRINCIPIO.

El primer paso para la determinacidén de lignina es el método empleado
para la obtencidn de la fibra detergente Acido. El detergente, extrae

la preoteina y otros materiales solubles en fcido que podrian iaterferir
con la determinacion de lignina. El vesiduo de ribra detergente acido
estd compuesto de celulosa, lignina, cutina v ceunizas iunsolubles en Acido
{principalmente silica). Por mevio de la solucién de HySQ, al 72% se

separa y disuelve la celulosa, quedando la lignica y el silice.

11.7.2. BQUIPO.

a) El miswo guipo empleado para 1a determinacidn de fibra detergente &cido.

b) Bandeja de wiédrio.

¢) Mufla. Horne de incineracidn con control de temperatura.
11.7.3. REACTIVOS.

B-C-E-F
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11.7. 4.
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PROCEDIMIENTO.

a) Preparar la fibra detergente &dcido.

b)

c)

a)

e)

£)

)

Cubrir el contenido del crisol con dcido sulfarico al 727 irio, agitar
con una varilla de vidrioc para formar una pasta suave. Los crisoles se
deben colocar previamente en la bandeja de vidrio, la cual debe tener
uno de sus extremos levantados dos centimetros, para formay un plano
inclinado. Llevar los ¢risoles hasta la mitad con &cide sulifirico agi-
tar nuevamente con 1a varilla de vidrio y dejar esta introducida en el
crisol. Volver a llenar el crisol con deido sulifirico y mezclar con
intervalos de 1 hora, durante 3 horas, mientras el &cido wva drenando.
No es necesario mantener los crisoles llenos todo el tiempo, coun tres

agregados es suliciente.
Mantener los crisoles a temperatura de 20-23°C.

Después de 3 horas, extraer tanto dcido como sea posible, acoplando los
criscles al mGltiple para hacer el vacio. lLavar el residuo otra vez con
H950, al 724 y extraer de nuevo con succidn.

Lavar el contenido de los crisoles con agua caliente (85-95°C), hasta
que quede libre del &cido. Remover las varillas de vidrio.

Secar los crisocles a 100°C de temperatura durante la noche; pasarloes

a desecador para pesar.

El contenido de los c¢risoles se incinera en la mufla a 500°C durante
3 horas; esperar gue la temperatura baje a 250°C para sacarlos y pasar-

los al desecador, dejar enfriar y pesar.
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11.7.5. CALCULOS,

Paeso crisol -~ Peso crisnl

‘ . L. . mids lignipa mls cenizas
Porcentaje de liganina en base "tal como g '
4 b4

otfrecide" o "parcialmente seco” ‘
Peso de la muastra

Ajuste a base seca

a) % de lignina en la muestra "tal como ofrecido’” x 100
% de materia seca en muestra tal como ofrecido

ir

S parcialmente seco’ x 100

b} % de lignina en muesira 160
% de materia seca en la muestrz "parcialmente seco'

100



12. DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE VAN SOEST.

12.1. PRINCIFIO.

Zl procedimiento del Rumen in vitro estd disefiaco, para que sz pueda ob-
tener un valor de digestibilidad verdadera o aparente. La prediceidn

del valor de la digestibilidad verdadera se basa en los constftuyentes
indigestibles de la pared celular. La prediccidn del valor de la diges-
tibilidad apareante o valor que &s igual en magnitud a un valor aparente
in vivo, se basa en la técnica de la digestidn in vitro de Tilley y
Terry que puede contener residuos bacterijales y otros materiales inso-

lubles en pepsina.

12.2. APARATUS.

12.2.1. Materiales:

a) Fuente de contenido Ruminal de un animal cuyo alimento sea alto en

paredes celulares. Preferible ua animal fistulado.
b) Frascos erlemomeyer de 125 ml de capacidad, Pyrex con tapdn #6.

¢) Z1 agua del bafio debe permanecer a 40°C y tener cabida para 18 fras-

CO8.

d) Miltiple metflico con capacidad para 18 ifrascos colocade sobre el

bafic.

e) Bafio Maria con controles automiticos de temperatura ¥ con agitador.



12.3.

12.4.
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£) Casa, lana de vidrio y embudo de pldstico o de vidrio.
g) Aparato de reflujo como el utilizado para las preparaciones detergen-
tes vy vasos de vidrio para las digestiones.

k) Fuente CO,.

DESCRIPCION,

Las fermentaciones se producen en frascos #£rlenmeyer Pyrex de 125 ml de
capacidad; se utilizan 0.5 gms de substrate, 40 ml de medio y 10 ml de

indculo.

Los frascos de fermentacidn se colocan en el bafo, adaptados al miltiple
tapando con tapdn de caucho Nob. Los tapones poseen 3 salidas, una es
para el tubo principal por donde entra el 002, otra es para el tubo de

gscape que a su vez posee una vdlvula de Buansen eun el tubo de caucho.

REACTIVOS.

1

Triéticase.

- Suliuro de sodic monchidratado. R.P.

- Hidréxido de sodio 1 N. Disolver 4 mgs en agua y diluir hasta 1 litro.
- Cisteina.

- Resazuria.

- Acido clorhidrico 6 W. Diluir dcido clorhidrico concentrado con una
cantidad igual de agua.

- Pepsina.



12.5.

~ Tolueno. Grado comercial.

- Solucibén Buffer para rumen in vitro;

Agua destilada litros 18
Bicarbonato de amonio gms. 72
Bicarbonato de sodio gms 630

- Solucién Macro mineral para rumen in vitro:

Agua destilada litros 1 18

Nay HPO, anhidro gms 5.7 102.6
KH,POy anhidro  gms 6.2 111.6
Mg50,, 7H20 gms 0.6 10.5

- Solucidn micromineral in vitro

Ca Clz. 21,0 gms 13.2
Mn 012. 4Hy0 gms 10.0
Co Clz. 5Ysp gms 1.0
Fe Clao 6H20 2ms 3.0

Completar hasta 100 wml con agua destilada.

PROCEDIMIENTO.

a) Pesar 0.5 gms de muestra y colocarlos en uno de los frascos Erler-

meyer de 125 ml de capacidad.

b} Preparar el medio. Se afladen en orden 2 gms de tripticase, 400 ml de
agua v 0.1 ml de solucidn micromineral, agitar para disolver. Luego

afiadir 200 ml de la solucidn Buffer, 200 ml de la solucidn micromine-



c)

d)

e)
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ral y 1 ml de resazurin. Mezclar y afiadir 40 ml a cada uno de los

Erlenmeyer de 125 ml de capacidad.

Ensamblar v colocar los tapones y los frascos en el bafio, dejar pasar
el CO, para comprobar si funciona bien el equipo y las vélvulas de
bunsen. La presidn se mide en 30-40 cms de agua. Abrir los tubos prin-
cipales y agitar el frasco mientras se abre y luegoc cerrar. En seguida
preparar la solucidn reductora asi: afiadir 625 mgms de cistina hidro-
clorhidrica, 95 ml de agua, 4 ml de hidrdxido 1 X y disolwer; afiadir
luego 625 mgms de sulfitc de sodioc monohidratado y disolver. Reducir

la presién de CO, a 3 8 &4 cms e inyectar 2 ml de 1la solucidn reductora
a través del tubo principal. Agitar todos los frascos., Mirar el cambio
de color de la solucidn reductora de rojo (oxidada) a incoloro (reduci-

da).

Preparar el indculo. Colectar el contenido ruminal de un animal fistu-
lado en un frasco o en un beaker. Colocar el contenido envuelto por una
tela de gasa doblada en cuatro. Exprimir y llenar el frasco, hasta lle-
narlo completamente. Taparlo y colocarlo en el bafic marfia durante 2 mi-
nutes aplicédndole corriente de C0,: pasar a través de lana de vidrio a
un frasco previamente calentado a la temperatura del bafic. Inocular 10

ml de éste filtrado a cada frasco de fermentacidne.

Fermentacién. Sellar los tubos e incubar durante 48 horas, con agita-
cidn en forma tal que no se produzcan salpicaduras. Ajustar la presidn

del C0s a una presidn de 2 cms de agua.
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Al final de la fermentacidn se puede seguir unc de los dos métodos
siguientes: La filtracidn de Tilley y Terry o el tratamiento coun de-

tergente neutro.

Para almacenar los frascos, se puede afiadir 1 ml de tolueno como pre-
servativo y dejarlos en refrigeracidn, taparlos con un corcho, en el

caso de que no se pueda seguir el procedimiento inmediatamente.

£) Procedimiento con detergente neutro para la estimacidn de la digesti-
bilidad verdadera. Este método, es el que se recomiendsa, para comple-
tar el procedimiento de Van Soest que es el método que se ha querido
discutir en el presente trabajo. Se retiranm los frascos de bafio despues
de la digestidn o del refrigerador si es gue se han almacenado., Lavar
con 100 ml de solucidn de detergente neutro en un beaker de 600 ml de
capacidad para llegar a un volimen total de 130 ml. Afiadir 2 ml de
decahidronaf-taleno. Colocar en el aparato de reflujo por una hora y
filtrar en los crisoles previameute tarados. Lavar dos veces con agua
caliente y dos veces con acetona y aspirar en seco. Secar en estufa a

100°C esar. No es necesario correr Blancos. £
yp

12.6. CALGULOS.

Célculo de la digestibilidad verdadera de la materia seca:

Digestibilidad verdadera
= 100 - % de detergente neutro residual.
de la materia seca



13. DETERMINACION LE MINERALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DLE ABSORCION

ATOMICA.

Con éste método se determina la concentracién de elementos metabdlicos

en solueidn o en saspensidn fina (6}.

£l método se basa en el hecho de que el elemento al ser disociado y que-
dar en forma de vapor atdmico puede absorver luz a longitudes de onda

caracteristicas para cada elemento.

Los elementos que se determinan van desde el Arsénico que absorve 1937
(R) angstroms hasta el cesio 8.521 g., o sea que se cubre la amplitud
ultravioleta v visible, quedando incluidos los metales, se excluyen

los no metales como el fésforo, azufre, haldgenos, que no se pueden de-
terminar directamente, debido a que absorven por debajo de 1.800 R vy hay

interferencia con el oxigeno, porque este absorve a 1.300 K, el 40% de

la energia disponible, quedando solo 60% para la maestra.

En absorcidn atbémica existen tres tipos de interfereacias, las cuales se

pueden clasjificar en (Quimicas, de bulteo o Matriz y lonizacibn,

Los métodos que se utilizan en absorcidn atdmica son:
- [l métode analitico de rutina.
- Método de adicibn estandar.

- Métrodo de alta precisidn.

Como ejemplo se presenta a continuacidn y en forma mis o menos detalla-
da, la determinacidn del Calcio por espectrofotometria de Absorcidn

Atomica. En el procedimiento para el anilisis de los de los otros ele-
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mentos, se siguen los mismos pasos que para el Calcieo, con ligeras modi-
ficaciones., Los andlisis se encuentran en el manual que acompafia al apa-

rato.

CALCIO.

Método de rutina cuando hay interferentes:

Por ejemplo cuando se determina e} Calcio, en presencia de altas concen-
traciones de fdsforo, hay ﬁormaéién de fosfatos debido a la ionizacién del
calcio. Esto se evita al agregar otro metal mis fAcilmente ionizable como

el lantano.

REACTIVOS.

a) Solucidn stock de calcio de 1.000 p.p.m,
pisolver en un baldn volumétrico de 1.000 ml 2.5 mgs de carbonato de
calcio puro y seco, en la misma cantidad posible de dcido clorhidrico
concentrado, agregar agua desmineralizada y completar a volumen.

b} Solucidn stock de lantano de 5%
Pesar 58.65 gms de Sxido de laantano en un baldn volumétrico de 1.000
csC,., agregar 250 c.c. de &cido clorhidrico concentrado lentamente
hasta disolucidn total, dejar enfriar y completar a 1.000 c.c. con

agua destilada,
c) Soluciones estandar de calcio.

Colocar los vol(menea que se dan en el cuadro siguiente en balones
volumétricos de 50 ml, agregar a cada baldn 10 ml de solucidn stock

de lantano y completar a volGmen con agua desmineralizada.
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- VOLUMEN DE SQLUCION pep.m. EN LA SOLUCIONW
STOCK DE CALCIO ASTANDAR
- 0.00 ml 0 PeP.Ma
0.25 ml. 5 "
0.50 ml 10 "
0.75 ml 15 "
1.00 m} 20 "

13,3, PROCEDIMIENTO.
a) En balones volumétricos adicionar 2 wl de solucién stock de lantaneo

¥y 8 ml de la solucidn problema.

b} Teniendo en cuenta las instrucciones, leer tanto los problemas como
los estandares colocando las condiciones de trabajo para cada elemen-

tol

c) Las lecturas de absorcidén se convierten en absorvancia.

d) Se tragza una curva de calibracidn (en las ordenadas se colocan las
absorvancias y en las abscisas las concentraciones en p.p.m. de

calcio, o calcular el factor de ellas
. A
Factor (F) = 5

A = Promedio de las concentraciones de los estandares.
B = Promedio de las absorvancias (densidad &ptima) de los estandares.
'\ 13- t'im CALCULOS .

L 2 VL x vd

no Calecio = %
M x A =x 10




L = Lectura en p.p.m. en la curva o L = absorvancia de la muestra

problema x F.

Vi = VolOmen final (50 ml)

vd = Volimen de dilucidn

H]

M Peso de la muestra en gramos.

hed
i!

= Alicuota tomada para la dilusciédn.
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