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TITULO

Entrenamiento en técnicas de laboratorio para la determinacion de Fibra Detergente Acida y

Fibra Detergente Neutra.

INTRODUCCION:

Los sistemas tradicionales para determinar el contenido de fibra en alimentos animales han
sido el andlisis proximal (método Weende) y el método de los detergentes de Van Soest (Van
Soest et al., 1991). Este dltimo tiene ventajas sobre el primero porque separa a los
carbohidratos de acuerdo a su disponibilidad nutricional y hasta puede servir como un predictor
de digestibilidad (Van Soest, 1994).

La fibra insoluble en detergente neutro (FDN) es el residuo remanente después de una
solubilizacion del alimento en detergente neutro. Estd compuesta por hemicelulosa, celulosa,
lignina, cenizas y proteina ligada, y por esto ha sido comparada con el término “pared celular”.
En algunos casos, las concentraciones de FDN y de pared celular son similares, pero en el
caso de las leguminosas la concentracion de FDN es mucho menor, debido a que las pectinas
(componentes de la pared celular) son solubilizadas por el detergente neutro, no apareciendo
en el residuo.

De todas las fracciones fibrosas, la FDN es la que mejor se correlaciona con el consumo
voluntario, siendo por esto la fraccion mas importante dentro de la fibra a considerar.

La fibra en detergente acido (FDA) es el residuo remanente de la solubilizacién del alimento en
detergente acido. Este detergente provoca la solubilizacion de los mismos componentes que el
detergente neutro mas la hemicelulosa. A pesar de las asociaciones estadisticas positivas
encontradas entre concentraciéon de FDA vy digestibilidad (Weiss, 1994), no existe una base

cientifica sélida que conecte estos dos parametros (Van Soest et al., 1991).
Desde el punto de vista de la fisiologia de la nutricion, la fibra es la porcion del alimento que:

¢ limita la digestion,
e requiere ser masticada para la reduccion del tamafio de particula y

e ocupa espacio en el rumen (Grant, 1991).
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La fibra como nutriente contribuye al mantenimiento del funcionamiento ruminal (llenado
ruminal y estimulo de las contracciones ruminales) y de las condiciones ruminales (pH, a través
de la secrecion salivar dependiente de la masticacion y la rumia). Por otro lado, la fibra supone
un inconveniente, en el sentido que limita el contenido energético de las raciones (baja
digestibilidad) y el potencial de ingestion. La formulacion correcta de raciones debe buscar el
equilibrio entre la ingestion maxima de materia seca (niveles bajos de FDN) y en el
mantenimiento de las funciones y condiciones normales del rumen (aportando unos niveles
minimos de FDN y FDA) (Church, 1989).

El contenido de esta en la dieta se asocia con la composicion de la leche, ya que por medio de
su digestion se producen los principales precursores de la grasa lactea. Ademas, la calidad y
cantidad de fibra consumida afectan la capacidad de consumo voluntario y la cantidad de
energia que pueda aportar una racion. Asi, la fibra tiene implicaciones importantes en las
practicas de alimentacion del ganado lechero al afectar la salud, la produccién y servir para
estimar el contenido de energia de los forrajes y alimentos, asi como el consumo voluntario
(Weiss, 1993a, 1993b).

Para cuantificar las fracciones de la pared celular de importancia nutricional frecuentemente se
utiliza la metodologia desarrollada por (Van Soest y Robertson, 1985), la cual determina los
contenidos de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), hemicelulosa,
celulosa, lignina y silica en los alimentos y forrajes. Este método de fraccionamiento de la fibra
involucra la utilizacion de sustancias detergentes y en la actualidad es la mejor metodologia
para cuantificar la fibra y sus componentes (Sniffen, 1992).

OBJETIVOS

e Entrenamiento en la recepcion de muestras, acondicionamiento y procesamiento para su
analisis.
e Determinar el contenido de fibra detergente acida y neutra, en muestras de forrajes por

medio de la técnica de Van Soest.
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LUGAR DE REALIZACION

e Laboratorio de Quimica Analitica y Agricola, Departamento de Fisica y Quimica,

Facultad de Ciencias Agrarias — U.N.N.E.

TIEMPO DURACION

320 Horas.

EQUIPOS Y MATERIALES REQUERIDOS

e Balanza analitica

e Sobres de papel madera

e Estufa

e Molino de martillo (para molienda gruesa)
e Molino tipo Wiley (para molienda fina)

e Tela Vegetal (para confeccion de sobres porta muestras)
e Campana de gases

e Plancha caliente

e Pinzas

e Pipetas

e Buretas de 1000 y 100 ml

e Vasos de precipitado de 500 ml

e Pisetas

e Cépsulas de porcelana

e Horno Mufla

REACTIVOS

e Solucion detergente neutra.

e Solucion detergente acida.
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DESCRIPCION DE LAS TAREAS DESARROLLADAS:

El trabajo se llevd adelante con muestras provenientes de ensayos de investigacion propios de
la catedra. Fueron analizadas 13 muestras con sus respectivas repeticiones.
A las mismas se les dio ingreso al laboratorio, asentando los datos en un cuaderno de analisis.
Posteriormente. Se procedio a etiquetarlas con un nimero de ingreso, se las colocé en bolsas
de papel previamente taradas (Foto N°1a), obteniendo asi su peso fresco (Foto N° 1b), luego
se llevd a estufa (65-100°C) hasta obtener peso constante donde volvimos a pesarla, y por
diferencias de peso se determind contenido de humedad.
Una vez seca la muestra se realizdé una molienda gruesa con un Molino de Martillo (Foto N° 2a)
seguida de una molienda fina con Molino tipo Wiley con malla de diametro de 1 mm (Foto N°
2b), obteniéndose un producto homogéneo como vemos en la (Foto N° 2c). Se procedid
entonces al pesado de las muestras para los andlisis correspondientes, para lo cual fue
necesario la confeccion de sobres porta muestras. Los cuales fueron confeccionados con tela
vegetal de un tamafio aproximado de 7 cm largo por 5 cm de ancho (Foto N° 3). En cada uno
de estos sobres previamente tarados y numerados, se peso 1 g de muestra.
Seguidamente fueron preparadas las soluciones (SDN y SDA) para lo cual utilizamos distintos
reactivos:
SDN: (Foto N° 4)

v' Agua destilada

v' Lauryl sulfato de sodio USP

v Disodium hydrogen phosphate, anhydrous reagengrado

v 2 ethoxyethanol (etyne glycol monoethyl ether)
SDA: (Foto N° 5)

v' Agua destilada

v Acido sulftrrico 1N

v Cetyl trimethyllamonium bromide (CTAB) technical grade

Posteriormente con las muestras pesadas y colocadas en sus respectivos sobres, y con
las soluciones preparadas (Foto N° 6) se procedio a la determinacion de la FDN. Para ello se
colocaron 4 sobres por cada vaso de precipitado de 500 ml a los que se le agregdé 150 ml de
SDN.
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Los vasos de precipitado fueron llevados a plancha caliente bajo campana de gases (Foto N°
7), manteniéndolos 1 hora en ebullicion (desde el inicio de la misma). Uno de los cuidados
importantes fue mantener el volumen de solucién constante lo que se realizé agregando agua
destilada permanentemente ya que al evaporarse provocaria un aumento de la concentracion
de la solucién, lo que podria provocar errores en la cuantificacion.

Una vez transcurrido el tiempo establecido, se retiraron los vasos de la plancha y se realizaron
repetidos lavados de los sobres con agua caliente hasta que desaparecio todo rastro de
solucién, lo que se pudo comprobar por la desaparicion total de la espuma. El paso siguiente
fue llevarlos a estufa (100°C) hasta la obtencion de peso constante (Foto N° 8) y se volvieron a
pesar.

Con esos mismos sobres se inicid la determinacion de FDA y para ello se procedié de la misma
manera que lo anteriormente descripto, pero esta vez la solucion utilizada fue SDA.

Los sobres, después de una hora de ebullicibn en SDA, fueron lavados y colocados en estufa
hasta peso constante.

Posteriormente fueron colocados en cépsulas de porcelana (previamente taradas) para su
ascenizacion.

Se puso especial cuidado en asignar una capsula a cada sobre con muestra (Foto N° 9). A
continuacién colocamos dentro de la capsula la micro muestra contenida en el sobre para su
posterior incineracién en el horno mufla a 550 °C durante tres horas (Foto N° 10), obteniendo
como producto de la incineracioén las cenizas de las muestras (Foto N° 11). Las cenizas fueron
utilizadas para la posterior cuantificacion de los macro y micronutrientes, tareas que no fueron
objetivos de esta pasantia.

En las tablas N° 1y 2 se observan los valores obtenidos de los % FDN y FDA.

Para obtener los porcentajes de FDA'y FDN se utilizé la siguiente formula:

% Cz = ((Pc+Cz-Pc) * 100/1g) * Fc =

Cz: cenizas
Pc: peso capsula

Fc: factor de correccién
% FDA 0 FDN= ((Ps+Ms-Ps) * 100) - %Cz =

Ps: peso de sobre
Ms: materia seca

Cz: cenizas
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Foto N° 1a: Tara de sobre. Foto N° 1h: Sobre + materia fresca previo secado en
estufa.

Foto 2a: Molienda gruesa de la muestra. Foto 2b: Molienda fina con Molino tipo Wiley.
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Foto 2 c: Muestra antes y después de la molienda gruesa y
fina.

Foto N° 3: Confeccién de sobres porta muestras. Foto N° 4: Reactivos para la preparacion de SDN.

Pasantia: lery Leandro Pagina 8



Foto N° 5: Reactivos utilizados en la preparacion de SDA. Foto N° 6: Sobres numerados y pesados con sus
respectivas muestras.

Foto N° 7: Vasos de precipitado con las muestras en Foto N° 8: Sobres en estufa.
solucion en plancha caliente.
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Foto N° 9a: Sobres y capsulas, previa incineracion en horno Foto N° 10: Capsula + muestras en horno mufla.
mufla.

Foto N° 11: Cenizas provenientes de la incineracion de las
muestras.
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RESULTADO

A continuacion se presentan los datos obtenidos de las muestras analizadas en el presente
trabajo. Dichas muestras fueron de Sorghastrum setosum (Griseb.) Hitchc (paja amarilla), del
Campo Anexo General Obligado, dependiente de la E.E.A. INTA Colonia Benitez (Chaco). El
pastizal natural es la base forrajera de la ganaderia de esta region, la calidad y disponibilidad,
definen el tipo de ganaderia que prevalece en la misma. Una caracteristica es que estan
compuestos casi exclusivamente por especies estivales, como los pajonales de Sorghastrum
setosum (Griseb.) Hitchc (Bernardis et al., 2005).

Tabla N°1: Correspondiente a % FDN

Numero de Numero de Peso del Peso del Peso de Peso de
muestra sobre sobre sobre + MS capsula capsula + % FDN
Cz

1 1 0,2669 1,0117 18,7069 18,7433 70,84
1 2 0,2948 1,05 18,63 18,6746 71,06
2 3 0,2970 1,0421 17,7030 17,7389 70,92
2 4 0,3001 1,0428 11,961 11,9964 70,73
3 5 0,3034 1,0756 11,7567 11,7848 74,41
3 6 0,3 1,0754 17,8649 17,8922 74,81
4 7 0,3008 1,0811 9,6993 9,7518 72,78
4 8 0,3139 1,0948 10,5989 10,6509 72,89
5 9 0,3501 1,0973 14,1827 14,2326 69,73
5 10 0,3259 1,0534 15,0661 15,1038 68,98
6 11 0,2988 1,0475 20,9497 21,0099 68,85
6 12 0,27 1,0262 20,0166 20,0784 69,44
7 13 0,3008 1,0388 15,6028 15,6505 69,03
7 14 0,2724 1,0148 9,6813 9,7399 68,38
8 15 0,3031 1,0390 12,5606 12,6329 66,36
8 16 0,3387 1,0944 12,5598 12,6410 67,45
9 17 0,3467 1,0789 11,9623 12,0236 67,59
9 18 0,3273 1,0493 15,6022 15,6655 65,87

10 19 0,3321 1,0789 10,6 10,6408 70,6
10 20 0,2966 1,0565 9,6797 9,7218 71,78
11 21 0,3002 1,0664 11,7573 11,7919 73,16
11 22 0,2603 1,0276 12,5602 12,5944 73,31
12 23 0,2693 0,9809 14,1847 14,2089 68,74
12 24 0,3120 1,0314 18,7084 18,7281 69,97
13 25 0,3098 1,0163 15,0677 15,0964 67,78
13 26 0,2809 0,9931 9,7013 9,7288 68,47
Promedio 70,15
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Tabla N° 2: Correspondiente a % FDA

Numero Numero de Peso del Peso del Peso de Peso de
de sobre sobre sobre + MS capsula capsula + % FDA
muestra Cz

1 1 0.2669 0,7302 18,7069 18,7433 42,69
1 2 0,2948 0,7779 18,63 18,6746 43,85
2 3 0,2970 0,7554 17,7030 17,7389 42,25
2 4 0,3001 0,7303 11,961 11,9964 39,48
3 5 0,3034 0,7856 11,7567 11,7848 45,41
3 6 0,3 0,7634 17,8649 17,8922 43,61
4 7 0,3008 0,7697 9,6993 9,7518 41,64
4 8 0,3139 0,7732 10,5989 10,6509 40,73
5 9 0,3501 0,8149 14,1827 14,2326 41,49
5 10 0,3259 0,7779 15,0661 15,1038 41,43
6 11 0,2988 0,7923 20,9497 21,0099 43,33

6 12 0,27 0,7568 20,0166 20,0784 42,5
7 13 0,3008 0,7431 15,6028 15,6505 39,46
7 14 0,2724 0,7377 9,6813 9,7399 40,27
8 15 0,3031 0,9131 12,5606 12,6329 38,44
8 16 0,3387 0,8092 12,5598 12,6410 38,93

9 17 0,3467 0,7680 11,9623 12,0236 36,5
9 18 0,3273 0,7743 15,6022 15,6655 38,37
10 19 0,3321 0,7781 10,6 10,6408 40,52
10 20 0,2966 0,7958 9,6797 9,7218 45,71
11 21 0,3002 0,7551 11,7573 11,7919 42,03
11 22 0,2603 0,7269 12,5602 12,5944 43,24
12 23 0,2693 0,7093 14,1847 14,2089 41,58
12 24 0,3120 0,7658 18,7084 18,7281 43,41
13 25 0,3098 0,7716 15,0677 15,0964 43,31
13 26 0,2809 0,7358 9,7013 9,7288 42,74
Promedio 41,65

En general en los pastizales, el contenido de fibra esta sujeto a variaciones dadas por: la edad,
estado fenoldgico, lugar donde crecen, temperatura, fecha y altura de corte. De acuerdo a la
combinacion de estas variables, vamos a tener diferentes porcentajes de FDN y FDA.

Los datos obtenidos para Sorghastrum setosum (Griseb.) Hitchc fueron de 70,15 % de FDN
(tabla 1), y 41,65 % para FDA (tabla 2), estos resultados se encuentran dentro de los valores
normales promedios para FDN de (75,00 %) y FDA de (38,90 %) (Arroquy, 2011). Conocer

Pasantia: lery Leandro Pagina 12



estos valores es importante ya que la digestibilidad de la MS (materia seca) depende del
contenido de FDN y de la digestibilidad de la FDN, cuando la concentracion de fibra del forraje

aumenta, el consumo y la concentracion de la energia disminuyen (Combs et al., 2000).

ANALISIS COMPLEMENTARIOS:

En esta experiencia también participé mientras realizaba mis determinaciones (a modo de
observador y por propio interés), de otros analisis que fueron realizados en la catedra como ser
los de: % Extracto etéreo, % Proteina bruta, determinacion de pH, % FDN y FDA, de muestras
de silos de maiz, sorgo, maiz y sorgo en grano, subproductos de soja y algodon (pellet y
expeler), que me permitieron tener una idea general de todos los productos que se utilizan y la

importancia de estos en la formulacidon de dietas para alimentacion animal.

Determinacion de porcentaje proteina
Para la determinacion de % de proteina y nitrégeno se utilizaron muestras de forrajes y/o

alimento balanceado utilizando el siguiente procedimiento. Se pesé 0,30 g de materia seca y
se coloco en tubos de ensayo, luego se agregd mezcla catalitica (CuSO4 + K;SO4 + Se) y
acido sulfurico, inmediatamente se colocaron los tubos en una plancha apenas caliente (50
°C) dentro de la campana de gases para realizar el inicio de la digestion durante
aproximadamente unas 1 hs y despues de este tiempo se aumenta la intensidad de la
temperatura hasta aproximadamente 350 °C durante 3hs. Una ves terminada la digestion, la
cual se reconoce por presentar la solucion del tubo, un aspecto transparente de color celeste
cristalino, que luego de enfriarse se llevé a volumen final de 25 ml, a partir del cual se realizo la
destilacién siguiendo la métodologia de Kjeldahl. La destilacion se realiz6 tomando de 2 ml de
la muestra digerida anteriormente mas 10 ml de agua destilada que se agregaron en un
matraz de destilacion, luego se coloco el matraz en el cabezal del equipo de destilacion y se
agrego 5 ml de hidroxido de sodio con una concentracién de 30 %. El destilado se recogié en
un elermeyer que contenia 5ml de acido bérico con una mezcla de indicadores (rojo de metilo
y verde de bromo cresol). La destilacion utilizada es por arrastre de vapor y lo que se recoge
en el erlenmeyer es amonio que al hacer contacto con la solucion de acido borico se forma
borato de amonio tomando una coloracién verde por la mezcla de indicadores de pH presente
en la misma. Este matraz con el borato de amonio se llevé al agitador para realizar la titulacion

mediante una bureta automatica con Acido Sulfurico 0,01N hasta lograr un cambio de color a

rosado, lo cual nos permitié determinar la cantidad de acido gastado. (AOAC, 1995)

Pasantia: lery Leandro Pagina 13



Determinacion de porcentaje extracto etéreo
Se pesO 1g de muestra de alimento balanceado o subproducto industrial y se colocé en

cartucho de papel de filtro tapado con tapones de algoddn, luego se armoé el equipo Soxhlet
(coneccion del refrigerante con flujo de agua, la alargadera donde se deposita el cartucho y el
matraz sobre la plancha caliente), con la muestra para la extracion de materia grasa mediante
el reflujo del solvente organico (hexano), sobre el cartucho con la muestra. Se deja 3 a5
horas en ebullicion del solvente con reflujo y finalmente se recoge el contenido del matraz y se
vuelca en un pequefio vaso con el registro de su tara vacio, luego ese vaso con el extracto de
la muestra del cartucho se llevé a una campana de gases y luego a estufa por 24 horas.
Pasado ese tiempo es retirado el vaso de la estufa se vuelve a pesar el vaso y la diferencia

con la tara del vaso vacio corresponde a la grasa extraida de la cantidad de muestra pesada.

(AOAC, 1995)

Determinacion de pH y conductividad electrica
Para realizar las determinaciones de pH y conductividad eléctrica se utilizé la relacion (1:2,5

ml). Se pesaron 10 gr de muestra (lombricompuesto, silos de maiz o sorgo), y se le agreg6 2,5
ml de agua por cada gr de muestra utilizada, luego se determi6é pH y Conductividado. El pH se
midié con un peachimetro, que consiste en un minivoltimetro con la escala graduada en
unidades de pH, que mide la diferencia de potencial existente entre dos electrodos, uno de
ellos de referencia, con lectura digital.

La conductividad eléctrica (CE), se midi6 con un conductimetro digital, con correccion

automatica para la temperatura ya que las lecturas se refieren a 25 °C.

Usos de sobres de tela vegetal
La metodologia utilizada es de un laboratorio brasilero, donde el Ing. Agr. Alfredo Fernandez

realizd una pasantia docente en este tema (comunicacion personal), esta metodologia fue
comparada y validada en el Laboratorio de Qca. Analitica-Agricola de esta casa de estudios.
Anteriormente se realizaba la metodologia empleando filtros Gooch, los cuales son de un
elevado costo lo cual dificulta su utilizacion por los recursos econdmicos necesarios. Para esta

técnica se utiliza por cada gramo de muestra 1 vaso de precipitado de 600 ml y 1 filtro Gooch.
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En cambio con el uso de los sobres, por cada vaso de precipitado se colocan 4 sobres de 1 g
de muestra cada uno (en total se analizan 4 g de muestra). Lo que conlleva un ahorro de
tiempo para realizar los analisis y fundamentalmente econdmico por el costo, a parte la
cantidad de reactivo utilizado es menor, y los resultados obtenidos (valores) son similares.

COMENTARIOS

La experiencia realizada en el laboratorio fue provechosa para recordar, aprender y desarrollar
los métodos utilizados en la determinacion de la composicidn de los forrajes.

Mas alla del aprendizaje y diferentes pasos del proceso, esta experiencia me permitié conocer
todos los pasos desde que llega una muestra al laboratorio hasta la determinacién final de su

composicién nutritiva.
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