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GLOSARIO

Aminoéacido: Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino y un grupo carboxilo

en un extremo. Son la base principal de las proteinas.

Analito: Es un componente de interés analitico de una muestra que se separa de la Matriz, una
especie quimica cuya presencia o contenido se desea conocer, la cual es identificable y

cuantificable, mediante un proceso de medicion quimica.

Concentracion de una solucion: Cantidad de soluto disuelta en una cantidad dada de disolvente

o de solucion.

Disolucion estdndar: Es una disolucion que contiene una concentracion conocida de un elemento

0 sustancia especifica, llamada patron primario.

Matriz: Sustancia compuesta (quimica, fisica o bioldgica) que puede o no contener al analito de

interés. Son los componentes de una muestra que no son el analito de interés.

Metodologia analitica: Es un modelo de estudio cientifico basado en la experimentacion directa
y la l6gica empirica. Este método consiste en la aplicacion de la experiencia directa (Io propuesto
por el empirismo) a la obtencion de pruebas para verificar o validar un razonamiento, a travées de
mecanismos verificables como estadisticas, la observacion de fendmenos o la replicacion

experimental.

Micronutrientes: Son elementos esenciales que los seres vivos, incluido el ser humano, requieren
en pequefias cantidades a lo largo de la vida para realizar una serie de funciones metabdlicas y

fisioldgicas para mantener la salud.

Muestra bruta: Es una pequefia muestra tomada de un punto del lote, durante una simple accién

de muestreo.
Nitrégeno amoniacal: Es el nitr6geno presente en forma de amoniaco.

Nitrégeno organico: El contenido de nitrdgeno organico incluye el nitrégeno de aminoéacidos,

aminas, polipéptidos, proteinas y otros compuestos organicos del nitrogeno.

Nitrégeno total: También conocido como Nitrdgeno de Kjeldahl, es la suma de todas las formas

de nitrégeno presentes en la matriz analizada. El nitrgeno total Kjeldahl es un indicador utilizado



en quimica analitica cuantitativa. Determina la suma del nitrgeno orgénico en sus diversas formas

y el ion amonio NHa4", presentes en una muestra.

Pienso: También conocido como concentrado, es un alimento para animales, constituido por una
mezcla de materias primas que son transformadas o no con el fin de lograr un alimento nutritivo y

sano. Consistente en pequefios trozos de comida prensada y deshidratada.

Proteina cruda: También llamada proteina bruta, se refiere al porcentaje de proteina que contiene
un alimento. Ese valor se obtiene después de haberlo sometido al analisis quimico. Es el valor del
contenido total en nitrégeno de un material animal o vegetal vivo valorado por el método Kjeldahl

y multiplicado por 6,5 (100:16) siendo 16 % el porcentaje de proteinas en un tejido organico.

Reactivo grado ACS: La denominacion ACS significa que el producto cumple el requisito
definido por la American Chemical Society en relacion con los reactivos analiticos. El término
quimico de grado reactivo implica que una sustancia tiene la suficiente pureza para usarse en la

mayoria de los andlisis o reacciones quimicos.

Sustancia proteica: Son las sustancias compuestas fundamentalmente de proteinas; es una
molécula compuesta de aminoacidos que el cuerpo necesita para funcionar de forma adecuada. Las
proteinas son elementos fundamentales de estructuras del cuerpo, como la piel y el cabello, y de

sustancias como las enzimas, las citocinas y los anticuerpos.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se enfocd en el desarrollo de una practica de determinacion del
contenido de proteina cruda a partir del nitrégeno total en muestras de concentrado disefiado para

la alimentacion de aves ponedoras, empleando para esto, el método de Kjeldahl.

El objetivo principal de esta investigacion se centralizd en describir el proceso del disefio
experimental utilizado para determinar la proteina cruda a partir del contenido de nitrégeno total
en muestras de concentrado disefiado para gallinas ponedoras.

Dentro de la investigacion se realiz6 una revision integra de la bibliografia referente al método de
Kjeldahl, abordando sus principios fundamentales, procedimientos analiticos, equipos necesarios
y las principales aplicaciones en la industria avicola, dando como resultado el desarrollo de la

practica de determinacion de proteina cruda en concentrado para aves ponedoras.

Para llevar a cabo este proceso se recurrié al método de Kjeldahl, el cual consta de tres etapas
fundamentales: la digestion &cida, la destilacion del amoniaco y la valoracion volumeétrica,
haciendo énfasis en las ramas empleadas de la quimica analitica, especificamente del método
clasico, una de las subdivisiones del método de analisis quimico. De igual manera se detallaron los

pasos especificos involucrados en la recoleccion y preparacion de muestras.

Dicho trabajo retoma la evidencia planteada sobre la importancia de proporcionar una nutricién
adecuada para las aves orientadas a la produccion de huevos, ya que la proteina juega un papel

importante tanto en su salud como en su rendimiento.

Como conclusion, la bibliografia recopilada permitié profundizar en la comprension del método
Kjeldahl para la determinacién de proteinas en alimentos, identificando asi, los principios
fundamentales del método y sus etapas clave para su correcta aplicacién. Se recomienda que esta

practica sea adoptada en laboratorios de control de calidad y empresas avicolas.
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1.0 INTRODUCCION

La produccion avicola, particularmente la de huevos, juega un papel fundamental en la seguridad
alimentaria a nivel mundial. Para garantizar la salud y productividad de las aves ponedoras, es
crucial proporcionarles una dieta balanceada y rica en nutrientes, especialmente proteinas. La
proteina cruda es un componente esencial en la alimentacion de las aves, ya que aporta aminoacidos

necesarios para el crecimiento, desarrollo y produccion de huevos.

Para poder determinar que una gallina ponedora esta siendo alimentada de manera balanceada y
correcta, se crea una practica de laboratorio para determinar la cantidad de proteina cruda en una

muestra alimenticia de uso veterinario.

La practica de determinacion surge a raiz de la importancia que tiene garantizar la calidad en la
nutricion de los alimentos destinados a aves ponedoras para que estas cumplan con la puesta de
huevos diarios, y asi satisfacer las necesidades de produccién. La determinacion de proteina cruda
en el concentrado para gallinas ponedoras es crucial para garantizar una alimentacion balanceada,
al conocer la cantidad de proteina que el pienso posee, se puede determinar la cantidad de
concentrado diario que se necesita para una alimentacion balanceada y garantizar una correcta
bioutilizacién del producto. Ademas, la aplicacién de un método preciso de determinacion de
proteina cruda es esencial para cumplir con los estandares de calidad establecidos por las
autoridades reguladoras en el sector de la produccion avicola. Esta préctica proporciona la teoria
necesaria para que pueda ser retomada y ejecutada a futuro por otros estudiantes, analistas,

profesionales o formuladores.

El principal objetivo de esta practica se centra en establecer un protocolo para la determinacion de
proteina cruda en concentrado destinado a aves ponedoras, empleando el método de Kjeldahl, una
de las temaéticas abordadas en el Diplomado. Para lograr este proposito, se ha disefiado un plan
metodologico detallado que incluye la preparacion de las muestras, la digestion acida, la destilacion

y la valoracion final, basandose en informacion recopilada en diferentes referencias bibliograficas.

Para realizar el desarrollo de la practica escrita sobre el analisis quimico del concentrado para aves
ponedoras, se hara uso de la quimica analitica, la cual brinda las herramientas necesarias para poder
determinar las sustancias que estan presente en el alimento y en qué cantidades se encuentran. Con

el fin de garantizar esto, se selecciona el método de Kjeldahl, reconocido por su precision y

17



aplicabilidad en muestras organicas, este método es especialmente Gtil en la industria avicola para
monitorear la calidad nutricional de los alimentos balanceados y asegurar un suministro adecuado
de proteinas para mantener la produccion 6ptima de huevos. Conocer las etapas del método de
Kjeldahl es fundamental para el correcto desarrollo de la practica, por lo tanto, se abordan las tres
fases del método: el proceso de digestion &cida, la destilacion y finalmente la valoracion &cido base
para cuantificar el nitrogeno total y posteriormente realizar la conversion a proteina bruta con el

factor correspondiente.

El presente estudio se ha llevado a cabo durante un periodo de noviembre 2023 a junio 2024.
Durante este tiempo, se ha recolectado suficiente referencia bibliografia, dando como resultado el
desarrollo de una practica de determinacion de proteina cruda, especificamente en concentrado

para aves ponedoras.

18
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Elaborar una préactica de laboratorio para la determinacion de proteina cruda en muestra de

concentrado para aves ponedoras mediante método de Kjeldahl.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Indagar en referencias bibliogréaficas para reforzar conocimientos en la aplicacion y

metodologia del método Kjeldahl.

2.2.2 Elaborar un manual de laboratorio detallado que describa el procedimiento para la
determinacion de proteina cruda en una muestra de concentrado para aves valiéndose del método

Kjeldahl, siguiendo las pautas establecidas en la bibliografia recopilada.

2.2.3 Indicar el método adecuado para la seleccion representativa de la matriz asegurandose de

tener en cuenta el tamarfio de la muestra requerido y los parametros de anélisis especificos.

2.2.4 Proporcionar una normativa adecuada para comparar resultados.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Definicién y clasificacion del método de analisis.

Para poder realizar el analisis quimico de la muestra alimentaria a analizar, se debe hacer uso de
una rama de la quimica, la quimica analitica, la cual brinda las herramientas necesarias para poder
determinar quiénes son las sustancias que estan presentes en los alimentos y en qué cantidades

estas sustancias se encuentran.

Asi, la quimica analitica puede definirse como la rama de la quimica que se ocupa de la
identificacion y cuantificacidén de un componente quimico en una sustancia dada. De esta definicién
se deriva que la quimica analitica se divide en dos grandes campos de actuacion: el analisis
cualitativo, cuyo objeto es identificar cuales son los componentes que estan presentes en una
muestra, y el analisis cuantitativo, a través del cual se determina cuénto hay de cada componente
en la muestra evaluada. Para complementar cualquiera de estos objetivos (cualitativos o

cuantitativos), el procedimiento del cual se vale la quimica analitica se denomina método analitico®.

El método analitico puede definirse como el conjunto de operaciones fisicas y quimicas que permite
identificar y/o cuantificar un componente quimico, al cual se denomina “analito” en el sistema

material que lo contiene, conocido como “matriz”.

En sintesis, se denomina muestra a una parte representativa de la materia objeto de anélisis, siendo
una alicuota de la muestra una porcion o fraccion de la misma. Se Ilama analito a la especie quimica
objeto del analisis. La matriz de la muestra sera el conjunto de todas aquellas especies quimicas
que acompafan al analito en la muestra. La técnica analitica es el medio utilizado para llevar a
cabo el andlisis quimico, mientras que el método analitico es un concepto mas amplio pues no sélo
incluye a la o las técnicas analiticas empleadas en un analisis sino también todas las operaciones

implicadas hasta la consecucion del resultado final?.

Atendiendo a las caracteristicas del procedimiento analitico y del principio general en el cual se
fundamenta la determinacion, los métodos de analisis quimico pueden clasificarse en dos grandes

grupos: métodos clasicos y métodos instrumentales.
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Ambos grupos de métodos pueden emplearse con fines cualitativos y cuantitativos. Sin embargo,
el contenido de este trabajo investigativo estard centrado en el estudio de los métodos clasicos de
analisis cuantitativo, los cuales, a su vez, pueden clasificarse atendiendo al tipo de medicién que
se emplea para realizar la cuantificacion del analito.

En este sentido, los métodos cuantitativos de andlisis clasico pueden clasificarse en:

- Métodos de analisis gravimétrico: se fundamentan en el hecho de que la determinacion del
analito se alcanza midiendo directa o indirectamente su masa.
- Meétodos de analisis volumétrico: los cuales se basan en la medida exacta del volumen de

una solucién que contiene suficiente reactivo para reaccionar completamente con el analito.

En el caso de este trabajo de investigacion, se hard uso de la quimica analitica cuantitativa,
especificamente del Método de analisis volumétrico, el cual se basa en la medicion exacta del

volumen de una solucion que contiene suficiente reactivo para reaccionar completamente con el

analito.
Analiza la composicion ¥ = . .. :.""IETODO DE
s QUIMICA ] Seginsutéemicaze | ANATISIS QUIMICO
la naturaleza quimica de ‘—[ ANALITICA | clazifica en il Q

la sustancia analizada.

T
Ambos aplicables con fines cuantitativos y cualitativos
|

Fa ™y
v SEGUN 85U ) .
Términos empleados FINALIDAD SE gfz;ggg I‘{ST"EIE,"II\?EI'J\QS_:\_LES
durante &l proceso de g CLASIFICANEN ) ! ! MMENT!
zndlisis quimico

Metodos clasicos
de analisis
cuantitativo

ANATISIS

ANALISIS
- MUESTRA CUALITATIVO CUANTITATIVO
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- WMATRIZ |
- METODO |
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gravimétrico

Figura N° 1. Mapa conceptual de las ramas de la quimica analitica.

Fuente: Elaboracion propia.



3.1.1 Analisis volumétrico®.

El anlisis volumétrico es todo aquel procedimiento basado en la medida de volumen de reactivo
necesario para reaccionar con el analito. De este modo, al medir de forma exacta el volumen de
reactivo, de concentracion perfectamente conocida, necesario para reaccionar completamente con
el analito, se podra calcular su concentracion en la muestra. Los requisitos que deben cumplir las

reacciones que se emplean en los métodos volumeétricos de analisis son:

- Lareaccion debe ser completa.
- Lareaccion debe ser répida.
- Lareaccion debe poder describirse mediante una ecuacion quimica balanceada.

- Posibilidad de detectar el punto final de la valoracion.

Este tipo de andlisis consiste en ir agregando lentamente, a la disolucién de analito, la disolucion
estandar de reactivo desde la bureta u otro material de precision dispensador de liquidos, hasta que

la reaccion entre las dos especies quimicas se haya completado.
3.1.1.1 Tipos de volumetrias.
Los métodos de analisis volumétrico se pueden clasificar, atendiendo al tipo de reaccion quimica:

- Volumetria de neutralizacion (o Volumetria acido-base).
- Volumetria de precipitacion.
- Volumetria de formacion de complejos.

- Volumetria redox.

Por otro lado, si se atiende al procedimiento seguido para el desarrollo de la valoracion, es decir,
de acuerdo con la forma en que se realiza la valoracion, los métodos volumétricos pueden

clasificarse en métodos de valoracién directos y métodos de valoracion indirectos.

Teniendo en cuenta estas clasificaciones, vale la pena aclarar que, en este proyecto investigativo,
si se habla en téerminos del procedimiento desarrollado se hablara de una valoracion directa,
mientras que, si nos referimos al tipo de reaccion quimica presente, se hara uso del método la

volumetria por neutralizacion.
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3.1.1.1.1 VVolumetria de neutralizacion®.

La volumetria de neutralizacion comprende un conjunto de reacciones que tienen lugar entre un
acido y una base con la correspondiente formacion de sal y agua. Mediante estos métodos,
utilizando una solucién valorada de algin acido se puede realizar la determinacion cuantitativa de
sustancias que se comportan como base (acidimetria) o, empleando una solucion valorada de algin
alcali, se pueden determinar cuantitativamente sustancias que se comportan como &cidos

(alcalimetria).

El punto de equivalencia de una volumetria es un punto tedrico que se alcanza cuando la cantidad
de valorante afiadido es quimicamente equivalente a la cantidad de analito en la muestra. EI punto
de equivalencia es el resultado ideal (tedrico) que se busca en toda valoracion. Dado que el punto
de equivalencia es un resultado tedrico, su determinacidn experimental es imposible, en su lugar
podemos estimar su posicion al observar un cambio fisico relacionado con la condicion de

equivalencia. A dicho cambio fisico se le llama punto final de la volumetria.

La forma més comun de observar el punto final de una volumetria es agregar un indicador quimico
a la disolucion de analito para producir un cambio fisico observable cerca del punto de
equivalencia. Entre los cambios tipicos de los indicadores se incluyen la aparicién o desaparicion

de color, cambio de color, o aparicion o desaparicion de turbidez.

En los métodos de valoracion acido base, se emplean como indicadores sustancias organicas que
cambian de color en funcién de la variacién de pH durante el transcurso de la valoracion. El color
de los indicadores cambia en un cierto intervalo de pH el cual depende exclusivamente de las
propiedades del indicador y es independiente de la naturaleza del acido o de la base que constituyen

los reaccionantes.

Asi una sustancia que pretenda ser empleada como indicador en la volumetria de neutralizacién,

debe cumplir los siguientes requisitos.

- El color del indicador debe cambiar bruscamente en un pequefio intervalo de pH.

- El color del indicador debe ser lo més intenso posible.

- La cantidad de base o &cido (reaccionantes) que reaccione con el indicador debe ser tan
insignificante que no altere los resultados de la valoracion.

- El cambio de color del indicador debe ser un proceso plenamente reversible.



Se conocen muchos indicadores de pH, y sus constantes de ionizacion aparentes se distinguen muy

nitidamente. Por eso, las zonas de viraje de diferentes indicadores cubren practicamente toda la

escala de pH, comenzando por pH 0 a pH 12 y mayor. Lo expuesto se ilustra en la Tabla N° 1.

Como regla general de seleccion de los indicadores: “en una valoracion acido base, se pueden

utilizar como indicadores solo aquellos cuyo rango de viraje se hallen total o parcialmente dentro

de los limites del salto brusco de la curva de valoracion”.

Tabla N° 1. Algunos indicadores acido base y sus intervalos de viraje®.

Indicador

Amarillo de
alizarina
Timolftaleina

Fenolftaleina

Purpura de
cresol

Rojo neutro

Rojo de fenal

Azul de
bromotinol
Tornasol

Rojo de metilo

Anaranjado de
metilo
Azul de
bromofenol
Tropeolina

Violeta cristalino

Disolvente

Agua

Alcohol al
90%
Alcohol al
60%
Alcohol al
20%
Alcohol al
60%

Alcohol al
20%

Alcohol al
20%
Agua

Alcohol al
60%
Agua
Agua
Agua

Agua

Concentracion
%

0.1
0.1
0.1y 10

0.5

0.1

0.1

0.05
1.0
0.1y 0.2
0.1
0.1

0.01;0.1y1.0

Tipo de
indicador

Acido
Acido

Acido

Acido

Base

Acido

Acido
Acido
Base
Base
Acido

Base

COLOR
Forma Forma
acida alcalina

Amarillo  Violeta
Incoloro Azul
Incoloro Rojo
Amarillo  Purpdreo
Rojo  Amarillo-
castafieo
Amarillo Rojo
Amarillo Azul
Rojo Azul
Rojo Amarillo
Rosa Amarillo
Amarillo Azul
Rojo Amarillo
Verde Violeta

Zona de
viraje
10.1-12.1
9.4-10.6

8.2-10.0

7.4-9.0

6.8—-8.0

6.8—-8.0

6.0-7.6
5.0-8.0
44-6.2
3.0-44
3.0-4.6
14-32

0.0-20



3.2 Muestra: Concentrado para aves ponedoras.

Los huevos son nutritivos y ricos en proteina y estos son una excelente fuente de proteina de alta
calidad para los humanos. El consumo de huevos ha seguido creciendo, lo que ha conllevado al

impulso del desarrollo de la industria de las gallinas ponedoras.

El alimento es la base material para las gallinas ponedoras y tiene un gran impacto en la salud de
estas, asi como en el rendimiento productivo y los beneficios reproductivos. La calidad del alimento
esta estrechamente relacionado con la calidad de las materias primas del alimento, la composicién

de la formula y la tecnologia de procesamiento®.

En el caso de los animales de produccion, como lo es el caso de las gallinas ponedoras, es
fundamental que la cantidad de concentrado brindada proporcione a la gallina todos los nutrientes
que esta necesita para conseguir un maximo rendimiento productivo en cuanto a cantidad y calidad
de los productos, garantizar de igual manera, que su costo sea el méas bajo posible y que prevenga

la aparicion de trastornos digestivos o metabolicos.

3.2.1 Caracteristicas del pienso para gallinas ponedoras’.

Para lograr el nivel maximo de crecimiento y buena salud, las gallinas ponedoras necesitan una
seleccion amplia y equilibrada de nutrientes en su dieta. Las necesidades nutricionales de las aves
varian segun la especie y la edad. Las aves necesitan un suministro constante de energia, proteinas,
aminoacidos esenciales, &cidos grasos esenciales, minerales, vitaminas y, lo mas importante, agua.
Las gallinas ponedoras obtienen la energia y los nutrientes necesarios a través de la digestion de

los concentrados o pienso para aves especificos para la finalidad de la produccion de huevos.

A continuacion, se presenta un resumen de los niveles minimos recomendados de nutrientes

seleccionados para las gallinas ponedoras (Ver Tabla N°2).
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Tabla N° 2. Necesidades minimas de nutrientes recomendadas para gallinas ponedoras, como

porcentaje o unidades por kilogramo de dieta (90% de materia seca)®.

Nutriente Unidad P((-J;r?yc;lg?;s
Energia Kcal/Kg 2,900
Metabolizable
Proteina Bruta % 15
Arginina % 0.7
Leucina % 0.82
Lisina % 0.69
Metionina % 0.3
Fenilalanina % 0.47
Triptofano % 0.16
Acido linoleico % 1
Calcio % 3.25
Cloro % 0.13
Potasio % 0.15
Sodio % 0.15
Yodo mg 0.04
Hierro mg 45
Manganeso mg 20
Zinc mg 35

3.3 Preparacion de la muestra®.

La etapa de preparacion de muestra es una de las etapas que puede considerarse critica en una
metodologia analitica. El objetivo central del proceso de preparacion de la muestra es el de poner
al analito en condiciones Optimas para ser analizado; dicho de otro modo, obtener muestras



enriquecidas en las sustancias de interés analitico y asegurar la deteccién y/o cuantificacion
eficiente del o los analitos, asi como la compatibilidad con el sistema analitico, lo cual esta

obviamente relacionado con el éxito del andlisis.

En el andlisis de los alimentos, la preparacion de la muestra incluye un nimero de etapas mas o
menos numerosas que dependen del tipo de producto (matriz) y del componente que se desea
cuantificar (analito). Ahora bien, existen dos momentos perfectamente delimitados que pueden
clasificarse como subetapas y forman parte de la etapa de preparacion de la muestra, estas subetapas

son: preparacion de la muestra bruta y preparacion de la porcion de ensayo.

3.3.1 Preparacion de la muestra bruta.

Constituye un proceso de tratamiento de la matriz dirigida a garantizar la representatividad de los
resultados y a facilitar la posterior extraccion del analito. Se realiza, como su nombre lo indica, a
la muestra que llega al laboratorio (muestra bruta) antes de proceder a la pesada o medida del

volumen de esta.

Usualmente, el procedimiento de preparacion de la muestra bruta aparece descrito en normas que

regulan e indican como debe realizarse esta etapa en funcion de las caracteristicas de la matriz.

La muestra que se va a utilizar para el analisis debe ser representativa del lote, para que los
resultados obtenidos tengan validez.

Con el fin de evitar que se produzcan errores ajenos a la eficacia y exactitud del analista, hay que
seguir los procedimientos correctos en la toma de muestras. Con frecuencia esto escapa al control
del quimico, pero los procedimientos en cuestion pueden aplicarse una vez que se recibe la muestra
bruta en el laboratorio. La muestra debe ser lo mas representativa del lote que se va a analizar y la
porcion que se pesa para efectuar las diferentes determinaciones debe ser una fraccion exacta del

producto total.

En concreto para este trabajo, al ser el concentrado para aves ponedoras un granulado, la toma de
muestra representativa se realiza por cuarteo, segun el siguiente procedimiento: Se depositan los
granulos o polvo sobre una gran hoja de papel y se mezcla con una espéatula. Se traza una cruz
sobre el monton de material apilado y luego se eliminan dos de los segmentos opuestos y se vuelven

a introducir en el paquete original. Se continta este procedimiento hasta que quede una muestra de
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unos 250 gramos que se transfiere a un frasco de muestras y se tapa herméticamente. La muestra

debe analizarse antes de las 24 horas posteriores a su preparacion (Ver Figura N°2).

X
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(A) (B) ()

Figura N° 2. Preparacion de muestras por cuarteo™®.
La muestra pulverizada se extiende formando un cuadrado que se divide en otros 4 cuadros. Los
cuartos B y C se rechazan, los cuartos Ay D se mezclan para dar (B). En las figuras (B) y (C), los

cuartos E, H, J y K serdn rechazados; | y L seran la muestra para analizar.

3.4 Proteinas.

Las proteinas son compuestos quimicos muy complejos que se encuentran en todas las células
vivas, en la sangre, en la leche, en los huevos y en toda clase de semillas. Hay ciertos elementos
quimicos que todas ellas poseen, pero los diversos tipos de proteinas los contienen en diferentes
cantidades. En todas se encuentran un alto porcentaje de nitrégeno, asi como de oxigeno, hidrégeno

y carbono. En la mayor parte de ellas existe azufre y en algunas, fosforo y hierro®!.

La proteina en los alimentos es un nutriente esencial compuesto por cadenas de aminoacidos que
desempefia un papel fundamental en el crecimiento, mantenimiento y reparacion de los tejidos del
cuerpo. Es crucial para numerosas funciones biolégicas y metabdlicas, incluyendo la formacion de

enzimas, hormonas y estructuras celulares.

La proteina cruda es un componente esencial en la nutricién animal y se compone principalmente
de aminodcidos. Es un factor clave para el crecimiento, la salud y la produccion en aves ponedoras.
La determinacion precisa de la proteina cruda en los alimentos para aves es esencial para formular

dietas adecuadas y maximizar la eficiencia de la produccién.

3.4.1 Funcion de la Proteina en la Nutricién Aviar'2.

- Laproteina es esencial para el crecimiento, el desarrollo y la reparacion de tejidos en aves.
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- Actlia como enzimas y hormonas que regulan los procesos metabdlicos.

- Es un componente crucial para la produccion de huevos y la calidad del huevo en las aves
ponedoras.

3.4.2 Importancia de la Determinacion Precisa de Proteina Cruda.

La determinacion de proteinas en alimentos no es necesariamente un procedimiento sencillo. Esto
se debe parcialmente a que los alimentos son masas heterogéneas, constituidas por una gran
diversidad de nutrientes como, por ejemplo, carbohidratos, lipidos y multiples tipos de
micronutrientes. Por lo tanto, es usual que la composicion, estructura o matriz de los alimentos y
las interacciones entre los diversos nutrientes puedan reducir la accesibilidad de las proteinas, lo

que conduce a una subestimacion de su contenido.

La nutricion avicola es un campo crucial para garantizar la salud, la produccion y la reproduccion
adecuadas de las aves. Las aves ponedoras tienen requisitos especificos de proteinas para mantener
la produccion de huevos y la salud general. La proteina cruda es uno de los principales componentes

dietéticos que influyen en la salud y el rendimiento de las aves ponedoras.

La formulacion inadecuada de dietas puede resultar en deficiencias o excesos de proteina,
afectando negativamente la produccién y la salud del ave. Un concentrado con un nivel adecuado
de proteina garantiza una produccion de huevos constante y de buena calidad, lo que es esencial
para la rentabilidad de las granjas avicolas.

La calidad nutricional de los concentrados para aves ponedoras depende en gran medida de su
contenido de proteinas, ya que estas son esenciales para el crecimiento, desarrollo y produccion de
huevos en las aves. Segun Gupta y Kumar (2019), la evaluacion del contenido de proteina cruda
en los concentrados es crucial para formular dietas balanceadas que satisfagan las necesidades

nutricionales de las aves en diferentes etapas de produccion®S,

3.5 Método de Kjeldahl para Determinacion de Proteinas.

Las proteinas pueden definirse como macromoléculas complejas de alto peso molecular que por
hidrolisis completa rinden aminoacidos o compuestos similares. Uno de los compuestos quimicos
que se encuentra en mayor proporcion en las proteinas es el nitrogeno y pese a que no todo el
nitrogeno de la materia organica proviene necesariamente de las proteinas, los métodos de
determinacion de proteinas totales usados hoy en dia se fundamentan en la cuantificacion de

nitrégeno total.
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El método aceptado universalmente como estandar para la determinacion de nitrogeno total es el
conocido como el método de Kjeldahl-Willfart-Gunninfg. Ante tal perspectiva, el método Kjeldahl
es descrito en mdaltiples normativas: AOAC (Asociacion Cientifica Dedicada a la Excelencia
Analitica), USEPA (Agencia de proteccion medioambiental de los Estados Unidos), I1SO
(Organizacion Internacional de Normalizacidn), Farmacopeas y distintas Directivas Comunitarias,

como el método oficial para la determinacion de proteinas en alimentos.

El Nitrogeno total es la suma de los nitrégenos amoniacal y organico presentes en la muestra,

conocido como nitrégeno Kjeldahl.

Para la etapa de digestion, Kjeldahl utiliz6 originalmente una solucion de permanganato de potasio
con el fin de oxidar toda la materia organica, pero los resultados obtenidos no fueron satisfactorios.
En 1885, Willfarth observd que, realizando la digestion con acido sulfurico concentrado y en
caliente, se obtienen resultados satisfactorios. Cuatro afios mas tarde Gunning sugirio la adicién de
sulfato de potasio para elevar el punto de ebullicion de la mezcla y acortar asi los tiempos de
digestion. De ahi que el método se conozca con el nombre de los tres autores, aunque en la

actualidad aparece mayoritariamente reportado como método de Kjeldahl*,

El método de Kjeldahl ha sido ampliamente utilizado para determinar el contenido de proteina
cruda en concentrados para aves ponedoras debido a su precision y fiabilidad. Segun los autores
S4 LRD, Silva MAD, Lopez CDS, Maciel MPO, Menezes GO, Oliveira IM en la Revista Brasilefia
de Zootecnia: Niveles de proteina bruta en dietas para gallinas ponedoras: rendimiento, calidad del
huevo y metabolismo del nitrégeno- (2018), este método es especialmente Gtil en la industria
avicola para monitorear la calidad nutricional de los alimentos balanceados y asegurar un

suministro adecuado de proteinas para mantener la produccion 6ptima de huevos®.

El método de Kjeldahl es un procedimiento estandar reconocido internacionalmente para la
determinacion de nitrogeno total en muestras orgéanicas. Dado que las proteinas contienen
nitrégeno en cantidades conocidas, el contenido de nitrégeno se utiliza como un indicador indirecto

de la cantidad de proteina presente en la muestra?®.

La determinacion de proteinas por el método Kjeldahl se fundamenta en la cuantificacion del
Nitrogeno Total, proveniente de aminoacidos y proteinas de la muestra, a través de tres etapas

fundamentales:



- Digestion
- Destilacion

- Valoracion.

Finalmente, el contenido de Nitrégeno obtenido se multiplica por un factor caracteristico de cada
alimento y los resultados se expresan en % de Proteinas Totales.

PREFARACION CONTEMIDO
DE LA DIGESTACIOMN DESTILACIGN TITULACIGN CALCULD DE
MUESTRA PROTEIMNA

Figura N° 3. Etapas del Método de Kjeldahl*’.

3.5.1 Etapa 1: Digestion*®: 19 20
En el &rea quimica, el proceso de digestion se puede definir como un mecanismo quimico para

solubilizar el analito y descomponer la muestra con la ayuda de calor y reactivos quimicos, de esta
manera este proceso logra reducir interferencias y facilita el analisis en los instrumentos de
medicion.

Para este caso en particular, el proceso de digestion quimica es un procedimiento estandar en

quimica analitica que se utiliza mayoritariamente en la preparacion de muestras de diferentes

métodos analiticos.

El principio basico de la digestidn es la destruccion oxidativa de la matriz de la muestra para extraer
la sustancia a determinar para su posterior analisis. Con este objetivo, las muestras se suelen llevar

a ebullicién con un &cido a alta temperatura.

En la industria alimentaria, los aparatos de digestion se utilizan en el analisis Kjeldahl para la

determinacion del contenido de nitrogeno y proteinas en gran diversidad de productos alimenticios.

3.5.1.1 Digestor.
Para llevar a cabo el proceso de digestion, es utilizado un equipo especializado llamado digestor,
cuya funcion principal es descomponer las sustancias organicas complejas, especialmente aquellas

que contienen nitrégeno, para que la muestra pueda ser analizada mas facilmente.

Un digestor es un sistema y equipo disefiado para realizar digestiones quimicas seguras de una

muestra. Es el equipo donde sera realizada la digestion de la muestra. Se trata de una especie de
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camara, con funcionamiento semejante a una placa calentadora. Sin embargo, hay orificios para
colocar los tubos con las muestras a digerir. Cabe resaltar que la muestra debe recibir calor de
manera uniforme por lo que debe administrarse calor por la mayor &rea de superficie. Estos bloques
de digestion resultan especialmente adecuados para el procesamiento en serie de muestras, ya que

pueden digerir hasta 40 muestras simultdneamente. (Ver figura N°4).
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Figura N° 4. Bloque digestor Kjeldahl 2L,

El método del digestor quimico se fundamenta en convertir proteinas, aminas, compuestos
organicos y otros compuestos de nitrégeno en compuestos de amoniaco. Se afiade una caustica para
liberar el amoniaco, que luego se destila y se valora. Las muestras se calientan de 360 °C a 410 °C
en presencia de &cido sulfurico concentrado y un catalizador. Esto descompone o digiere la muestra
y libera el nitrégeno. La digestidon se completa cuando se clarifica el liquido y se liberan los vapores.
Las muestras se enfrian y el liquido se destilay se valora. Todo el proceso de digestion se desarrolla

en un sistema cerrado y funciona de forma completamente automatica.

3.5.1.2 Tubos de borosilicato.
Ademas, vale la pena mencionar gque todo este procedimiento es realizado en tubos de borosilicato,
estos son fabricados a partir de un tipo de vidrio con bajo coeficiente de expansion térmica cuyos
principales constituyentes son silice y éxido de boro. Es un tubo de vidrio de calidad premium que
se produce a partir de vidrio de borosilicato para proporcionar una excelente resistencia quimica y
durabilidad (Ver figura N°5).
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Figura N° 5. Tubos de Borosilicato?.

En sintesis, el tubo de borosilicato es el recipiente donde sera colocada la muestra junto al acido
concentrado y catalizadores, para que sea sometida al bloque digestor y alcanzar la temperatura de
reaccion. Se utilizan estos tubos ya que han sido construidos con vidrio resistente al calor y a los
elementos quimicos a fin de evitar rupturas o incidentes en el laboratorio. Es posible utilizar tubos

micro o macro, dependiendo de la necesidad y de la naturaleza de la muestra.

Para esta primera etapa de la digestion, la muestra homogeneizada es previamente pesada en la
balanza analitica y mezclada en la proporcion necesaria de &cido sulfarico concentrado en un tubo
de borosilicato. A continuacion, es adicionado el catalizador que actuara en la aceleracion de la

digestion.
Los catalizadores normalmente utilizados son:

- Sulfato de Cobre: Para que la muestra y el &cido sulfurico reaccionen de manera efectiva.
- Selenito de Sodio: Para minimizar detonaciones dentro del tubo.
- Sulfato de Sodio: Para elevar el punto de ebullicion del acido sulfarico hasta

aproximadamente 360°C.

La mezcla preparada es colocada en el blogue digestor. La temperatura minima del bloque para
que la reaccién ocurra es de 350°C, sin embargo, normalmente, es fijada en 400°C, para garantizar
la eficiencia del proceso. Con el calentamiento del bloque digestor juntamente con la mezcla &cida,
el carbono contenido en la muestra es oxidado hasta dioxido de carbono, este didxido se desprende
y todo el nitrégeno es transformado en sulfato de amonio y agua, transformando la muestra oscura

en una solucién translicida.
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La reaccion general que tiene lugar es la siguiente:

. - CALOR
Materia organica + H2S04 (concentrado) 1 x oapon”  CO2@+ H20 @+ SO2(g) + (NH4)2SO4

Cuando la digestion termina, la solucion queda transparente, libre de particulas carbonosas.

En el caso de haber empleado como catalizador el sulfato de cobre, la solucién toma un color azul
verdoso.

3.5.2 Etapa 2: Destilacion?8 19 20

Para esta segunda etapa es necesario el uso de un equipo especial, el destilador de nitrégeno, este
aparato es utilizado para la destilacion de nitr6geno amoniacal, bases volatiles totales y andlisis de

proteina y nitrogeno a través del método de Kjeldahl (Ver figura N°6).

Figura N° 6. Destilador de Nitrogeno?®.

El método consiste en una digestion con acido sulfarico concentrado y una mezcla catalitica para
acelerar la reaccion, seguida de una destilacion con hidréxido de sodio para liberar el ion amonio

que se encuentra retenido (generalmente) en el acido bérico.

En la destilacion el objetivo es transformar el nitrdgeno presente en la solucién en forma de
(NHa4)2S04 (Sulfato de amonio, estable en medio liquido) a NHsOH (Hidréxido de amonio, volatil).
Con adicién de Hidréxido de sodio (NaOH) concentrado y con el calentamiento, ocurre la

liberacién del ion amonio que se separa de la mezcla por destilacion. EI NH4* (ion amonio) liberado



queda atrapado en una solucion de acido borico, formando borato de amonio, que luego se titula

con &cido estandarizado para calcular el contenido de nitrégeno.

Después de la digestion de la muestra, la solucion de sulfato de amonio obtenida en el tubo es
enfriada a temperatura ambiente y, posteriormente, es llevada al destilador de nitrogeno. Antes de
comenzar con el proceso de destilacion, es necesario que sea colocado un Erlenmeyer en la salida
del condensador del equipo, que debera contener una solucién alcoholica de acido bérico y un

indicador, generalmente, rojo de metilo.

El tubo es colocado en el destilador, donde es dosificado hidroxido de sodio (NaOH 40% P/V) para
la neutralizacion. El sulfato de amonio, presente en el tubo, en contacto con el hidroxido de sodio
dosificado y el vapor de agua de la caldera del equipo, es transformado en hidroxido de amonio y,
asi, liberado en estado gaseoso.

En resumen, el tubo de borosilicato que contiene la muestra dirigida se coloca en un destilador de
nitrogeno, donde se dosifica hidroxido de sodio para su neutralizacion. El sulfato de amonio,
presente en el tubo, en contacto con el hidroxido de sodio y el vapor de agua de la caldera del

equipo, se transforma en hidréxido de amonio y, por lo tanto, se libera en estado gaseoso.
La reaccién que tiene lugar es la siguiente:
(NH4)2S04 + 2NaOH <> 2NH3 g + Na2SOs + 2H,0

Cuando el hidroxido de amonio es liberado, éste pasa por el sistema de destilacion del equipo y
condensa dentro del Erlenmeyer que fue preparado previamente con la solucion alcohdlica de acido
borico y el indicador, formando el borato de amonio en una coloracion que pasa de rojo palido para

verde.

La reaccidn que ocurre es la siguiente:

H3BO3 + NH3 () «——*> NH4'BO2 + H,0

Una vez observado el viraje de color, se da por finalizada la destilacién de la muestra.

3.5.3 Etapa 3: Valoracion?8 1920,

El altimo paso del anélisis de proteinas por el método Kjeldahl es la titulacion directa.
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En esta etapa final, el destilado obtenido del paso N°2 (destilacion) se titula con &cido fuerte
estandarizado (titulacion directa con acido clorhidrico estandarizado 0.1 mol/L) el cual desplaza la
molécula de borato, separando el borato de amonio formado en la destilacion, esto con el fin de
cuantificar el nitrégeno total presente en la muestra. Luego, el contenido de proteina se estima
indirectamente a través del calculo multiplicando el contenido de nitrogeno por un factor de

conversion.

Para el procedimiento de titulacién directa propiamente dicho, el borato de amonio formado se
valora entonces utilizando como patron valorante una solucién estandarizada de acido clorhidrico,

donde tiene lugar la siguiente reaccion:
BO, + H" + H,O «<—= H3BO3

El punto final de la valoracion estara a pH &cido, por la presencia de acido bérico finalmente

formado.

El volumen de solucion titulante requerido para la muestra, junto con el factor de correccion del
acido clorhidrico y el factor de conversion del nitrégeno se utilizan para el célculo final para

obtener la concentracion de proteina en la muestra.

3.6 Calculo de resultados.
El porcentaje de nitrogeno total se puede calcular a partir del volumen de &cido clorhidrico

(concentracion conocida y valorada) gastado, de acuerdo con la siguiente formula:

(Vm-Vb)x N HCl x 14 x 100
Peso de la muestra en mg

%N =

Donde:

%N = Nitrogeno total

Vm = Volumen de HCI gastado en la muestra
Vb = Volumen de HCI gastado en el blanco
N = Normalidad de HCI

Mientras que, para determinar el porcentaje propiamente dicho de proteina bruta, se obtiene a partir

de la siguiente formula:

% Proteina Bruta=% N * F
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Los resultados se expresan en % de proteinas y se dan aproximadamente hasta la centésima.

El contenido de nitrogeno finalmente calculado se multiplica por un factor caracteristico de cada

alimento y se obtiene entonces el contenido de proteinas totales.
Los factores de conversion utilizados para algunos alimentos se relacionan a continuacion:

Tabla N° 3. Factores de conversion de nitrégeno a proteina para algunos alimentos?,

Alimento % N de Factor
proteina

Huevo o 16.00 6.25
carne

Leche 15.70 6.38
Trigo 18.76 5.33
Maiz 17.70 5.65
Avena 18.66 5.36
Soya 18.12 5.52
Arroz 19.34 5.17

Para determinar este factor de conversidn de nitrdgeno a proteina, se debe tener en consideracion

el % de nitrégeno presente en cada alimento, en base a la siguiente férmula:

100 g de proteina

Factor = ,
g de Nitrogeno presente en la muestra

3.7 Préctica de determinacion®.

Una préctica de determinacion de analisis quimico de un alimento o materia prima para alimentos
es una guia detallada con la finalidad de la obtencion de la identidad, llamese esto identificacion,
de la concentracion (cuantificacion) o de la estructura de uno 0 mas analitos, a través del analisis

de una muestra.

Una elaboracion de préactica de determinacion de analisis quimico de un alimento implica los

siguientes pasos clave:



- Definir el objetivo del anlisis, es decir, que se busca determinar en la muestra de alimento
(identificacion, concentracion o estructura de los analitos).

- Seleccionar el método analitico mas adecuado para la determinacion, considerando la
naturaleza de los analitos y la matriz del alimento. Algunos métodos comunes son
gravimétricos, volumeétricos, espectroscopicos, entre otros. Es importante sefialar que el
andlisis conduce a determinar la calidad de un producto alimenticio, por lo cual es necesario
conocer las técnicas y métodos; ademas, para obtener buenos resultados analiticos es
necesario llevar a cabo una buena preparacion de la muestra, por lo que se debe considerar
que los trabajadores del laboratorio deben tener una buena apreciacion de muestreo, analisis
estadistico y de criterios de calidad, asi como una buena comprension de los resultados
obtenidos.

- Preparar correctamente la muestra de alimento para el analisis, siguiendo procedimientos
establecidos para evitar contaminaciones o pérdidas de analitos.

- Realizar las mediciones necesarias segun el método seleccionado, aplicando las técnicas
analiticas especificas para obtener resultados precisos.

- Interpretar los datos obtenidos y calcular las concentraciones o cantidades de los analitos
presentes en la muestra de alimento.

- Presentar los resultados de manera clara y concisa, incluyendo unidades de medida y
posibles incertidumbres asociadas.

- Discutir e interpretar los resultados, identificar posibles fuentes de error y extraer
conclusiones relevantes del analisis realizado.

- Garantizar el cumplimiento de las normas de seguridad en el laboratorio durante todo el
proceso de determinacion.

En sintesis, la elaboracion de una practica de determinacion de andlisis quimico de un alimento
implica un proceso estructurado que permite identificar y cuantificar los analitos de interés en la
muestra, siguiendo procedimientos analiticos establecidos y aplicando buenas practicas de
laboratorio.
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CAPITULO IV



4.0 RESULTADOS: PRODUCTO FINAL
Como aplicacion de los temas estudiados en el Diplomado de especializacion “Analisis quimico
de los alimentos” se elabord una practica de laboratorio para la determinacion de proteina cruda en
muestras de concentrado para aves. Las partes fundamentales que componen el disefio de esta

practica son:

- Titulo de la préctica.

- Introduccion

- Objetivos.

- Tipo de método de andlisis y Fundamento.

- Informacion general de la muestra.

- Reactivos.

- Materiales y equipos.

- Procedimiento de practica de determinacion.

- Célculos involucrados.

- Normativas nacionales o internacionales a utilizar, para poder interpretar los resultados.

- Referencias bibliograficas.

DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA EN MUESTRA DE CONCENTRADO
PARA AVES PONEDORAS MEDIANTE METODO DE KJELDAHL.

4.1 Introduccion.

La palabra proteina se aplica a un amplio rango de compuestos nitrogenados, conocidos como
alimentos plasticos. Estructuralmente, estos compuestos son polimeros cuyas unidades basicas son
aminoéacidos, unidos por un enlace caracteristico llamado enlace peptidico. La secuencia de grupos
aminoéacidos es fundamental para caracterizar una proteina y determina sus propiedades fisicas,
quimicas y nutricionales. En la practica rutinaria, se determina mas frecuentemente el contenido
total de proteinas que las proteinas o aminoacidos individuales. Debido a que el nitrogeno
representa en la mayoria de las sustancias proteicas un porcentaje relativamente constante,
alrededor del 16%, su determinacion se utiliza como una medida del contenido proteico en los

alimentos.
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El contenido proteico de los alimentos se puede determinar utilizando diversos métodos. Una de
las formas mas habituales es la cuantificacion indirecta y aproximada, que se puede realizar
mediante la determinacion del contenido en nitrogeno total de la muestra, el cual se utiliza
posteriormente para calcular el contenido de proteinas. El método Kjeldahl, desarrollado por Johan
Gustav Kjeldahl en 1883, se utiliza para determinar el nitrégeno en una amplia gama de muestras,
incluyendo alimentos y bebidas, piensos, forrajes, fertilizantes, aguas residuales y suelos. La
versatilidad y robustez de este método lo convierten en una herramienta invaluable en laboratorios
de investigacion, industrias alimentarias y agroalimentarias, entre otros. Se denomina proteina

bruta o proteina total a la obtenida por este método.

4.2 Objetivos.
- Establecer los fundamentos del método Kjeldahl para la determinacion del contenido en
proteina del concentrado para aves ponedoras.
- Conocer el procedimiento experimental del analisis de proteinas por el método de Kjeldahl.
- Calcular el porcentaje de proteina de un alimento a partir del contenido de nitrégeno

obtenido por el método Kjeldahl.

4.3 Método de analisis.*

El contenido en nitrégeno que se expresa como nitrégeno total o proteina bruta, se determina casi
siempre por combustion liquida en la que se convierte el nitrégeno primero en sulfato aménico y
finalmente en amoniaco; el amoniaco formado se destila, se recoge en acido bdrico y se titula con
una disolucion &cida normalizada. Este método, ideado por J. Kjeldahl en 1883, ha sufrido
numerosas modificaciones, no en lo fundamental, sino en lo que se refiere a los catalizadores

aplicados para acelerar o hacer mas completa la digestion, en general consiste en:

- Oxidaciéon de la muestra con H2SO4 y un catalizador, durante la cual la materia orgénica se
destruye y el nitrégeno se convierte en sulfato acido de amonio.

- Descomposicion del sulfato acido de amonio por medio de un exceso de alcali fuerte para
liberar el amoniaco, el cual se recoge por destilacién sobre acido bérico.

- Titulacion del borato de amonio formado con solucion patron de HCI o de H2SO4, usando
como indicadores de punto final una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno o una

mezcla de rojo de metilo y verde de bromocresol.
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El método de Kjeldahl consta de tres etapas; los fundamentos de cada una de las etapas se describen

a continuacion:
Etapa 1: Digestion.

Para el desarrollo de esta etapa se utiliza acido sulfurico concentrado y sulfato de cobre como
agente catalizador, los cuales, con el apoyo de calor y sulfato de potasio, oxidan la materia organica
hasta obtener didxido de carbono y agua, convirtiendo todo el nitrégeno aminico (NH) e iminico
(NH=NH) derivado de proteinas y aminoacidos en ion amonio (NH4").

La reaccidn que tiene lugar durante esta etapa es la siguiente:

] CALOR
Proteina + H2SO4 (concentrado) > CO2 g) + H20 () + SO2 (g) + (NH4)2SO04

CATALIZADOR

Donde:

H2S04 (Concentrado) = Acido sulflirico concentrado.
CO: (g) = Didxido de carbono en estado gaseoso.
H20 ) = Agua en estado gaseoso.

SO2 ) = Didxido de Azufre.

(NH4)2S04 = Sulfato de Amonio.

Para esta etapa, pueden ser utilizados diferentes catalizadores, entre ellos: mercurio, cobre y

selenio. Cuando la digestion termina, la solucion queda transparente, libre de particulas carbonosas.
Etapa 2: Digestion.

La muestra, ahora ya digerida se trata con una base fuerte afiadida en exceso, la cual reacciona
descomponiendo el sulfato de amonio en amoniaco, que es volatil y se destila por arrastre con

vapor.
La reaccion que tiene lugar es la siguiente:
(NH4)2S04 + 2NaOH <«—— 2NHs3 (g + NazSO4 + 2H,0

Donde:
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(NH4)2S04 = Sulfato de Amonio.
NaOH = Hidroxido de Sodio.

NH3 () = Amoniaco en estado gaseoso.
Na2SO4 = Sulfato de sodio.

El amoniaco destilado se recoge en un Erlenmeyer con una mezcla de indicadores (bromocresol

verde-rojo de metilo) y solucion alcoholica de acido borico. La reaccion que ocurre es:
HsBOs + NHz g ——" NHs'BO2 + H.0

Donde:

H3BOs = Acido Borico

NH3 ) = Amoniaco en estado gaseoso.

NH4*BO," = Borato de amonio.

Etapa 3: Valoracion directa.

La cuantificacion del nitrdgeno amoniacal se realiza por medio de una volumetria acido-base del
ion borato formato, empleando &cido clorhidrico o sulfurico y como indicador una disolucion
alcoholica de una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno. Los equivalentes de acido

consumidos corresponden a los equivalentes de amoniaco destilados.
La reaccién que tiene lugar es la siguiente:

BO; + H" + HO «—= H3BOs;

Donde:

BO," = Borato.

H3BOs = Acido Borico.

El punto final de la valoracion estard a pH &cido, por la presencia de acido bérico finalmente

formado.
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4.4 Muestra a analizar.

Para la seleccidon de la muestra, se llevan a cabo una serie de pasos para un correcto muestreo:
seleccion de muestra de laboratorio, seleccion de muestray la posterior seleccién de la porcion que

sera analizada en el laboratorio.

Muestra de laboratorio: Muestra representativa de la calidad y el estado del lote, obtenida por

reduccion de la muestra a granel y destinados para el analisis u otro examen.

Muestra: Porcion representativa de la muestra de laboratorio, se obtiene al dividir por medio de un

divisor o en forma manual, si es necesario después de la reduccion del tamafio de particula.
Porcién de ensayo: Porcion representativa de la muestra o0 muestras de laboratorio.
La muestra para analizar es el concentrado del cual se alimentan las aves ponedoras de huevos.

Para este analisis, se tomaran en cuenta las especificaciones descritas en el Reglamento (CE) N°
152/2009 de la Comision, de 27 de enero de 2009, por el que se establecen los métodos de muestreo
y analisis para el control oficial de los piensos? (Ver Anexo 1).

Este reglamento detalla el correcto muestreo y almacenamiento para el anlisis del pienso para

aves.
Para el caso de la seleccidn de la muestra de laboratorio (lote de pienso):

El Reglamento detalla la correcta seleccion de muestras en funcion del tipo de matriz, lo que se

detalla en la siguiente tabla (Ver Tabla 4):
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Tabla N° 4. Tabla para la seleccion de muestras en base a la matriz2.
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Muestras elementales

Piensos a granel

NUmero minimo de muestras
elementales

Lotes objeto de muestreo que no superen las 2,5 toneladas

Siete

Lotes objeto de muestreo que superen las 2,5 toneladas

\ Veinte veces el nimero de
toneladas que constituyen el
lote objeto de muestreo, hasta
un méximo de 40 muestras
elementales

Piensos envasados

NUmero minimo de envases de
los que deben tomarse
muestras.

Envases con un contenido superior a 1 kg

Lotes objeto de muestreo compuestos de uno a cuatro envases

Todos los envases

Lotes objeto de muestreo compuestos de cinco a 16 envases

Cuatro

Lotes objeto de muestreo compuestos de mas de 16 envases

v Numero de envases que
componen el lote objeto de
muestreo, hasta un maximo de
20 envases

Envases de no més de 1 kg

Cuatro

Piensos liquidos o semiliquidos

Numero minimo de recipientes
de los que deben tomarse
muestras.

Recipientes de nomas de 1 |

Cuatro




Continuacién Tabla N°4
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Muestra global

Se requiere una sola muestra global por cada lote objeto de muestreo. La cantidad total de las
muestras elementales que constituyen la muestra global no sera inferior a las cantidades siguientes:

Piensos a granel 4 kg
Piensos envasados
Envases de méas de 1 kg 4 kg

Envases de no més de 1 kg

Peso del contenido de cuatro
envases originales

Piensos liquidos o semiliquidos:

Recipientes de mas de 1 |

41

Recipientes de nomas de 1 |

Volumen del contenido de
cuatro envases originales

Muestras finales

La muestra global da lugar, una vez reducida si es necesario, a las muestras finales. Se requiere el
analisis de, por lo menos, una muestra final. La cantidad de muestra final destinada al analisis no
sera inferior a lo que se indica a continuacion:

Piensos soélidos

500¢g

Piensos liquidos o semiliquidos

500 ml

Muestras elementales

Piensos envasados

NUmero minimo de envases
de los que deben tomarse
muestras

Lotes objeto de muestreo compuestos de uno a cuatro envases

Todos los envases

Lotes objeto de muestreo compuestos de cinco a 16 envases

Cuatro

Lotes objeto de muestreo compuestos de mas de 16 envases

\ Numero de envases que
componen el lote objeto de
muestreo, hasta un maximo de
40 envases




Continuaciéon Tabla N° 4
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Muestras globales

El nimero de muestras globales variara en funcion del tamafio del lote objeto de muestreo. A
continuacion se indica el nimero minimo de muestras globales por cada lote objeto de muestreo. El
peso total de las muestras elementales que componen cada muestra global no sera inferior a 4 kg.

Piensos a granel

Peso del lote objeto de muestreo en toneladas

NUmero minimo de muestras
globales por cada lote objeto
de muestreo

hasta 1 1

mas de 1y hasta 10 2
mas de 10 y hasta 40 3
mas de 40 4

Piensos envasados

Tamarfio del lote objeto de muestreo en nimero de envases

NUmero minimo de muestras
globales por cada lote objeto
de muestreo

1al6 1
17 a 200 2
201 a 800 3
mas de 800 4

Muestras finales

Cada muestra global da lugar, una vez reducida, a las muestras finales. Se requiere el andlisis de por
lo menos una muestra final por cada muestra global. El peso de la muestra final destinada al analisis

no puede ser inferior a 500 g.

Para el caso de la seleccién de la muestra:

- Las submuestras deben recogerse del centro y a lo largo de toda la longitud de cada envase,

de manera mecanica o manual utilizando un calador sonda. En caso de no disponer de

calador se puede realizar el muestreo tomando pufiados del producto con cuchara, pala de

muestreo 0 manualmente. Para este paso, se introduce el calador, cuchara o pala, se llena

de pienso y se deposita la sub-muestra en la bolsa de muestreo. Se procede de esta forma




50

con las siguientes sub-muestras hasta conformar la muestra global. Se requiere que la
muestra (formada por el conjunto de sub-muestras) sea de aproximadamente 500g. Se
coloca en bolsa plastica con cierre hermético (o en frasco con tapa) y se rotula

correctamente.
Para el caso de la seleccion de la porcion de ensayo:

- Latoma de muestra representativa se realiza por cuarteo, segun el siguiente procedimiento:
Se depositan los granulos o polvo sobre una gran hoja de papel y se mezcla con una
espatula. Se traza una cruz sobre el monton de material apilado y luego se eliminan dos de
los segmentos opuestos y se vuelven a introducir en el paquete original. Se continta este
procedimiento hasta que quede una muestra de unos 250 gramos que se transfiere a un

frasco de muestras y se tapa herméticamente.

Los pasos descritos desde la seleccidn de la muestra de laboratorio hasta la etapa final del muestreo

se detallan a continuacion (Ver Figura N°7).

0 O AR Mezclar y
— "X K -y ‘, dividir en
® 0

sub-muestras
recogidas

cuartos

LOTE

‘h h Seleccionar dos
- cuartos
‘ enfrentados
Repetir los pasos anteriores Mezclary -
hasta obtener la muestra final volver a dividir
(500g) en cuartos

Figura N° 7. Pasos para muestreo de pienso de concentrado para aves®.

Las muestras deben conservarse a temperatura ambiente en un lugar seco y bien ventilado.
Deberan protegerse de la luz y los olores para prevenir la contaminacién, la proliferacién

microbioldgica u otras situaciones que puedan dafiarlas.
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4.5 Reactivos

Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior que cumplan las normas internacionales
de calidad (ACS (Reactivos Analiticos de la Sociedad Quimica Estadounidense), ISO).

Nota: Para verificar preparacion de cada uno de los reactivos, ir a seccion anexos (Anexo 2:

Preparacion de reactivos).

Acido sulfurico concentrado, PA (para analisis).

Sulfato de potasio o sulfato de sodio, PA (para analisis).

Sulfato de cobre, PA (para analisis).

Solucion de hidréxido de sodio al 40 %.

Solucion indicadora de rojo de metilo al 1% Yy azul de bromocresol verde 1% en etanol.
Etanol 95% V/V

Acido borico al 4%.

Solucion de &cido clorhidrico 0.1 N.

Carbonato de Sodio Anhidro.

Sacarosa

Muestra de concentrado para aves.

4.6 Materiales y equipo.

Balanza analitica con capacidad méaxima de 200 g y valor de division 0.1 mg.
Aparato de digestion (Equipo Kjeldahl).

Aparato de destilacion con trampa Kjeldahl.

Buretas.

Pipetas

Balanza gravimétrica con capacidad maxima de 200 g y valor de division de 0.1 g.

Frasco lavador.



- Perlas de vidrio.

- Erlenmeyer de 100 mL

- Erlenmeyer de 250 mL

- Balon Kjeldahl de 100 o 500 mL

- Equipo de destilacion provisto de una trampa Kjeldahl
- Matraz aforado de 200 o 250 mL

- pH metro.

4.7 Procedimiento de practica de determinacion®.
4.7.1 Estandarizacién del &cido clorhidrico 0.1 N.
4.7.1.1 Pesar aproximadamente 0.133 g de Carbonato de sodio en un matraz Erlenmeyer

previamente secado a 105 °C durante 2 horas.

4.7.1.2 Disolver en 50 mL de agua.

4.7.1.3 Afadir 3 gotas de solucion de rojo de metilo al 0.1 % (p/v).
4.7.1.4 Titular hasta tornarse de rosa.

4.7.1.5 Calentar hasta ebullicién para eliminar el diéxido de carbono, (si el color rosa persiste,

enfriar y continuar con la titulacion).

4.7.2 Procedimiento general
4.7.2.1 - Realizar la muestra en duplicado.

4.7.2.2 Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica sin nitrégeno (sacarosa)
que sea capaz de provocar la reduccion de los derivados nitricos y nitrosos eventualmente

presentes en los reactivos.

4.7.2.3 Pesar con exactitud en balanza analitica 0.1 g de muestra homogeneizada en un papel de

filtro libre de cenizas.



4.7.2.4 Una vez pesada la muestra, transferir con el papel a un balén Kjeldahl, afiadir 3 perlas
de ebullicion, 10 g de sulfato de potasio, 0.5 g de sulfato de cobre y 20 mL de acido sulfirico

concentrado, se agita y el baldn se tapa con un embudo pequefio.

4.7.2.5 Colocar el tubo Kjeldahl en el calentador del equipo Kjeldahl y se conecta la salida del
frasco al sistema de extraccion de humos. Se abre la llave de agua, se enciende el sistema vacio

y la corriente. Realizar la digestion dentro de una campana extractora.

4.7.2.5.1 Si no se posee equipo Kjeldahl, el balon se calienta apoyado en soporte, aro y malla
con la ayuda de un mechero Bunsen, aca se somete a la muestra a un calentamiento suave

inicialmente, evitando la excesiva formacién de espuma.
4.7.2.6 Una vez que la solucion esté transparente, dejar en ebullicién 15 a 20 minutos mas.

4.7.2.7 Terminada la digestion se deja enfriar y se transfiere cuantitativamente a un matraz
aforado de 100 mL.

4.7.2.8 Preparar el Erlenmeyer colector de 250 mL afiadiendo 30 ml de solucién de acido Borico

al 4% y 5 gotas de la reaccién indicadora (rojo de metilo y azul de bromocresol verde).

4.7.2.9 Colocar el Erlenmeyer en la parte final del condensador del equipo de destilacion

Kjeldahl para poder colectar el destilado.
4.7.2.10 EIl contenido obtenido en el matraz del paso 4.7.3.7 se afiade a la trampa Kjeldahl.
4.7.2.11 Afadir también a la trampa 30 mL de hidréxido de sodio 40% (p/v).

4.7.2.12 Se abre la llave de alimentacion de agua que va al equipo destilador, se enciende el
equipo con el control ubicado en la parte inferior frontal y se destila hasta colectar

aproximadamente 100 mL de destilado.
4.7.2.13 Se retira el destilado colectado fuera del contacto con la punta del condensador.

4.7.2.14 El matraz Erlemeyer colector tiene una coloracion verdosa (lo cual indica la presencia
de amoniaco), se titula el amoniaco del destilado con HCI 0,1 N previamente estandarizado
hasta que se torne de color violeta o tono rojizo (justo antes de que la solucion se convierta en

rosado).

A continuacion se detalla el procedimiento general esquematizado (Ver Figura N°8).
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Afadir:

- 3 perlas de ebullicion.

- 10 g de sulfato de potasio.
-05 g de sulfato de cobre.
] - 20 mL de Acido Sulfarico

balanza analitica 0.1 g de 0 a un tubo Kjeldahl si el proceso se

concentrado.

muestra. desarrollara en equipo Kjeldahl.
Una vez que .
la solucion Coloqug el tupo Kjeldahl en el ca.lenta_d,or— !
osté . del equipo Kjeldahl. Realice la digestion
transparente, dentro de una campana extractora.
dejaren 4 [ Em a
ebullicion de
15a20
minutos Si no se posee equipo Kjeldahl, el balén se
mas. calienta apoyado en soporte, aro y malla
con la ayuda de un mechero Bunsen.

Afadir a la
trampa 30
mL de _
~ Hidroxido Y
El contenido obtenid | de sodio
. . . contenido obtenido en e 0

Dejar enfriar y transferir matraz (producto de la digestion) 40% (pv)
a un matraz aforado de se afiade a la trampa Kjeldahl. |

100 mL.

Titular el Amoniaco del
destilado con HCI 0,1 N
previamente estandarizado
(observar viraje de color de
verde a violeta o rojo).

Armar aparato de destilacion y
comenzar el proceso de
destilacion hasta recolectar
aproximadamente 100 mL.

Agitar y tapar con
embudo pequefio.

- Preparacion de Erlenmeyer colector de 250 mL

s 2 )

| Afiadir:
- 30 gotas de solucién
_ de Acido Bérico al
4%.
- 5 gotas de reaccion
7 _J  indicadora.
Colocar el Erlenmeyer en la parte final del
condensador.

Figura N° 8. Procedimiento método de Kjeldahl.

Fuente: Elaboracion propia.



55

4.8. Célculos
Se calcula el nitrogeno total determinado por titulacion de la siguiente manera:

(Va—=Vb)x N x 14 x 100

0 =
o N mx 1000

Donde:
% N = contenido de nitrogeno total en la muestra en %.
Va = volumen de &cido clorhidrico estandarizado 0.1 N gastado en la titulacion de la muestra.
Vb = volumen de &cido clorhidrico estandarizado 0.1 N gastado en la titulacion en blanco.
N = Normalidad del Acido clorhidrico estandarizado 0.1 N.
M = Peso de la muestra en gramos.
El célculo para la posterior determinacion de porcentaje de proteina es el siguiente:
% Proteina Bruta=% N * F
Donde:
% N= contenido de nitrégeno total en la muestra en %.
F = Factor de conversidn de Nitrogeno a Proteina.
Los principales factores de conversion se detallan en la TablaN°3 del documento general.

Los resultados se expresan en % de proteinas y se dan aproximadamente hasta la centésima. La
diferencia de los resultados de dos determinaciones realizadas simultaneamente o en réapida
sucesion por el mismo analista no serd mayor de 0.1 g de nitrégeno (0.625 g de proteinas) por 100

g de muestra.

4.9 Interpretacion de resultados.
El porcentaje obtenido de proteina debe compararse con el porcentaje rotulado en el empaque del

concentrado para aves. Este debe coincidir con lo declarado en la etiqueta nutricional del empaque.

Ademas, se deben comparar los resultados obtenido del analisis, estos deben estar dentro de los
parametros establecidos en las especificaciones estipuladas por la Direccion General de Ganaderia,



contempladas en el "Reglamento para la produccion y uso de concentrados alimenticios destinados
a nutricion y alimentacion animal estipulado”, en este caso en particular, en la subdivision titulada

“Guia para el manejo de aves ponedoras™.

En esta guia, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) detalla los lineamientos para el

correcto manejo de las aves, de las instalaciones y de su alimentacion en general.

En el apartado N°6 de la Guia, se estipulan los requerimientos para una correcta alimentacion. (Ver
Anexo 3). Donde se establece que:

- Las gallinas ponedoras deben recibir alimento para produccién (postura) con al menos 17%

de proteina.

Teniendo como referencia un diferente Reglamento, segin el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién de Espafia, a efectos practicos se recomienda un consumo diario de proteina
equilibrada en torno a 18% a las 20 semanas de vida. EI mismo recomienda brindar la cantidad
correcta del pienso, ya que se debe tener en cuenta que el exceso del consumo de proteina origina
aves con excesiva masa muscular y un engrasamiento limitado lo que perjudica la reproduccion.

Ademas, el exceso de proteina se excreta via orina, originando un exceso de amonio en el ave®.

A continuacion, se brinda una tabla con un estimado de proteina en el concentrado y la dosis diaria

de alimentacion.

Tabla N° 5. Porcentaje de proteina diaria recomendada para concentrado para aves ’.

Edad en semanas 21 22 23 24 25
Consumo de pienso 105 110 115 120 125
en g/dia
% Proteina en el 18.2-18.7 | 17.7-18.2 | 17.2-176 | 16.7-17.2 | 16.2-16.7
pienso
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5.0 CONCLUSIONES

La bibliografia recopilada permitié profundizar en la comprension del método Kjeldahl
para la determinacion de proteinas en alimentos, identificando asi, los principios
fundamentales del método y sus etapas clave para su correcta aplicacion.

Se elabor6 un manual de laboratorio detallado que describe paso a paso el procedimiento
para la determinacion de proteina cruda en una muestra de concentrado para aves utilizando
el método Kjeldahl.

Al desarrollar el protocolo de la préctica de laboratorio se permitié evidenciar la
importancia de conocer la cantidad de proteina cruda en los piensos.

Se elabordé un plan experimental detallado que contempla todas las etapas del método
Kjeldahl, incluyendo la preparacién de reactivos, el pretratamiento de la muestra, la
digestion &cida, la destilacion y la valoracion volumétrica.

En el contenido de la practica, se identificaron los métodos adecuados para la seleccién de
la muestra, considerando las caracteristicas especificas de la matriz alimentaria y los
parametros de analisis, esto con el fin de asegurar que los resultados obtenidos sean
representativos y precisos.

Se identificaron las normas y regulaciones relevantes para conocer la cantidad de proteina
presente en concentrados para aves con el fin de conocer la cantidad necesaria para la

bioutilizacion.
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6.0 RECOMENDACIONES

Al analista, seguir rigurosamente los procedimientos estandarizados durante todas las
etapas del analisis, ya que cualquier desviacion puede introducir errores significativos en
los resultados finales.

Al analista, prestar atencion a la seleccién de muestras representativas para el analisis. ES
importante asegurarse de que las muestras sean tomadas de manera aleatoria y que
representen fielmente la composicion del lote de concentrado en cuestion.

Al analista, implementar un programa de control de calidad periodico para monitorear la
precision y exactitud del método de Kjeldahl, este control incluye la calibracion regular de
los equipos de laboratorio, la verificacion de la pureza de los reactivos y la validacion de
los procedimientos analiticos.

Al analista, considerar las discrepancias observadas entre los valores declarados por los
fabricantes y los valores reales determinados mediante el método de Kjeldahl, ya que estos
subrayan la necesidad de una verificacion independiente y precisa de la composicién

nutricional de los concentrados.
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ANEXO N° 1
METODOS DE MUESTREO



Reglamento (CE) N° 152/2009 de la Comision, de 27 de enero de 2009: Métodos de muestreo

y analisis para el control oficial de los piensos detallado en Anexos | y 11 del documento?®.
METODOS DE MUESTREO (ANEXO | DEL REGLAMENTO)
1. Objeto y ambito de aplicacion

Las muestras destinadas al control oficial de los piensos se tomaran siguiendo los métodos que se
describen a continuacion. Las muestras asi obtenidas se consideraran representativas de las

porciones objeto de muestreo.

2. Personal encargado del muestreo

La toma de muestras correra a cargo de personas autorizadas al efecto por los Estados miembros.
3. Definiciones

Lote objeto de muestreo: una cantidad de producto que constituye una unidad y tiene caracteristicas

presuntamente uniformes.

- Muestra elemental: cantidad tomada en un punto del lote objeto de muestreo.

- Muestra global: suma de las muestras elementales tomadas del mismo lote objeto de
muestreo.

- Muestra reducida: parte representativa de la muestra global, obtenida por reduccion de esta.

- Muestra final: parte de la muestra reducida o de la muestra global homogeneizada.
4. Instrumental

4.1. El instrumental de muestreo debe estar hecho de materiales que no puedan contaminar los
productos de los que se hayan de tomar muestras. Este instrumental puede ser aprobado

oficialmente por los Estados miembros.
4.2. Instrumental recomendado para el muestreo de piensos solidos.
4.2.1. Muestreo manual

4.2.1.1. Pala de fondo plano y bordes verticales.



4.2.1.2. Sonda con hendidura larga o compartimentos. Las dimensiones de la sonda deben ajustarse
a las caracteristicas del lote objeto de muestreo (profundidad del recipiente, dimensiones del saco,

etc.) y al tamafio de las particulas del pienso.

4.2.2. Muestreo mecénico.

Podran utilizarse aparatos mecanicos homologados para el muestreo de piensos en movimiento.
4.2.3. Divisor.

Para tomar muestras elementales y preparar muestras reducidas y muestras finales podran utilizarse

aparatos disefiados para dividir la muestra en partes aproximadamente iguales.
5. Instrucciones para la toma, la preparacion y el envasado de las muestras.
5.1. Generalidades.

Las muestras deben tomarse y prepararse lo mas rapidamente posible, tomando las precauciones
necesarias para evitar que el producto se altere o contamine. Los instrumentos, asi como las

superficies y los recipientes destinados a recibir las muestras, deben estar limpios y secos.
5.2. Muestras elementales.

5.2. A. En relacién con el control de sustancias o productos repartidos de manera uniforme en el
pienso. Las muestras elementales deben tomarse al azar en todo el lote objeto de muestreo y tener

aproximadamente el mismo tamafio.
5.2. A.1. Piensos a granel.

El lote objeto de muestreo deberd dividirse simbdlicamente en varias partes aproximadamente
iguales. Debera seleccionarse al azar un nimero de partes que se corresponda con el nimero de
muestras elementales, y de cada una de esas partes deberd tomarse al menos una muestra. En su
caso, el muestreo puede realizarse mientras el lote objeto de muestreo esta en movimiento (carga

0 descarga).
5.2. A.2. Piensos envasados.

Una vez seleccionado el numero requerido de envases para muestreo, debera tomarse parte del

contenido de cada envase con una sonda o una pala. Si es necesario, las muestras se tomaran



después de haber vaciado por separado los envases. Los grumos se desharan, si es necesario,
apartandolos y devolviéndolos a la muestra, en cada muestra global por separado.

5.2. A.3. Piensos liquidos o semiliquidos homogéneos u homogeneizables.

Una vez seleccionado el nimero requerido de recipientes para muestreo, deberd homogeneizarse
el contenido, si es necesario, y tomarse una cantidad de cada recipiente. Las muestras elementales

pueden tomarse mientras se vacia el contenido.
5.2. A.4. Piensos liquidos o semiliquidos no homogeneizables.

Una vez seleccionado el nimero requerido de recipientes para muestreo se tomaran muestras en
diferentes niveles. También pueden tomarse muestras mientras se vacia el contenido, pero, en ese
caso, deberan desecharse las primeras fracciones. En cualquier caso, el volumen total recogido no

debe ser inferior a 10 |.

El lote objeto de muestreo debera dividirse simbolicamente en un ndmero de partes
aproximadamente iguales correspondiente al numero de muestras globales. Si este nimero es
mayor de uno, el nimero total de muestras elementales se distribuira de manera aproximadamente
igual en las diferentes partes. A continuacion, se tomaran muestras de aproximadamente el mismo
tamafio, de manera que la cantidad total en las muestras de cada parte no sea inferior al minimo de
4 kg requerido para cada muestra global. No se uniran muestras elementales tomadas de partes

diferentes.
5.3. Preparacion de muestras finales.

El material de cada muestra global debera mezclarse cuidadosamente para obtener una mezcla
homogénea. Si fuera necesario, la muestra global debera reducirse hasta un minimo de 2 kg o 2 |
(muestra reducida), bien con ayuda de un divisor mecanico o automatico, bien con el método de

cuarteo.

Deberan prepararse a continuacion, como minimo, tres muestras finales que tengan
aproximadamente la misma cantidad y se ajusten a las exigencias cuantitativas. Cada muestra
deberé introducirse en un recipiente apropiado. Deberan tomarse todas las precauciones necesarias
para evitar cualquier alteracion en la composicion de la muestra o cualquier contaminacion o

adulteracion que pudiera sobrevenir durante el transporte o el almacenamiento.



5.4. Envasado de muestras finales

Los recipientes o los envases deberan precintarse y etiquetarse (la etiqueta debe estar totalmente

incorporada en el precinto) de manera que sea imposible abrirlos sin deteriorar el precinto.
6. Destino de la muestras.

De cada muestra global debera enviarse cuanto antes al laboratorio de analisis autorizado, como

minimo, una muestra final, con la informacion necesaria para el analista.

DISPOSICIONES GENERALES SOBRE METODOS DE ANALISIS PARA PIENSOS
(ANEXO 11 DEL REGLAMENTO).

A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS
1. Objeto.

Los procedimientos descritos a continuacion se refieren a la preparacion para el analisis de
muestras finales enviadas a los laboratorios de control tras ser tomadas conforme a lo dispuesto en
el anexo |. Estas muestras deben prepararse de manera que las cantidades pesadas segun disponen

los métodos de analisis sean homogéneas y representativas de las muestras finales.
2. Precauciones que deben tomarse.

El procedimiento que debe seguirse para preparar las muestras depende de los métodos de analisis
empleados. Por tanto, es muy importante que dicho procedimiento se adecue al método de analisis
aplicado. Todas las operaciones necesarias deben realizarse de modo que se eviten en lo posible la

contaminacion de la muestra y los cambios en su composicion.

La molienda, la mezcla y el tamizado deberan efectuarse lo mas rapidamente posible, a fin de
minimizar la exposicion de la muestra al aire y a la luz. No se emplearan molinos ni moledoras que

puedan calentar perceptiblemente la muestra.

Para los piensos especialmente sensibles al calor se recomienda la molienda manual. Debera
cuidarse también de que el propio instrumental no sea fuente de contaminacion de los

oligoelementos.

Si la muestra no puede prepararse sin que su contenido de humedad sufra cambios significativos,

debe determinarse dicho contenido antes y después de prepararla.



3. Procedimiento.

Dividir la muestra en las submuestras adecuadas para ser analizadas y servir de referencia,
empleando técnicas divisorias apropiadas como la formacion de montones alternativos con pala o
la subdivision con divisores mecanicos estacionarios o rotatorios. No se recomienda la técnica de
conos y cuarteo, pues las submuestras resultantes pueden presentar un elevado error de division.
Guardar la muestra de referencia en un recipiente adecuado, limpio y seco, con tapa hermética, y

preparar las submuestras para el analisis de al menos 100 g, segun se indica mas adelante.
3.1. Piensos que pueden molerse tal como se presentan.

Salvo que se especifique lo contrario en los métodos de analisis, tamizar la muestra completa por
un tamiz con una luz de malla de 1 mm (conforme a la Recomendacién ISO R565) tras molerla, si
es necesario. No moler en exceso. Mezclar la muestra tamizada y recogerla en un recipiente limpio
y seco adecuado, provisto de tapon hermético. Volver a mezclar inmediatamente antes de pesar la

cantidad para anélisis.
3.2. Piensos que pueden molerse tras secarse.

Salvo que se especifique lo contrario en los métodos de analisis, secar la muestra hasta que su
contenido de humedad disminuya a un nivel del 8 % al 12 %. Proceder a continuacion como se

indica en el punto 3.1.
3.3. Piensos liquidos o semiliquidos.

Colocar la muestra en un recipiente limpio y seco adecuado, provisto de tapon hermético. Mezclar

bien inmediatamente antes de pesar la cantidad para analisis.
3.4. Otros piensos.

Las muestras que no puedan prepararse conforme a uno de los procedimientos anteriores deberan
someterse a cualquier otro procedimiento que garantice que las cantidades pesadas para el analisis

son homogéneas y representativas de las muestras finales.

4. Almacenamiento de las muestras. Las muestras deben almacenarse a una temperatura que no
altere su composicion. Las destinadas al analisis de vitaminas o sustancias especialmente

fotosensibles deberan guardarse en recipientes de vidrio marrén.



Tabla N° 6. Preparacion de reactivos.

ANEXO N° 2

PREPARACION DE MUESTRAS

Reactivo de Hidroxido de
sodio al 15%

Disolver 150 g de NaOH y completar a 1 litro.

Reactivo de Hidroxido de
Sodio al 30%

Disolver 300 g de NaOH y completar a 1 litro.

Rojo de metilo 1%

Disolver 1 g de rojo de metilo en 100 mL de etanol
(95%).

Acido borico al 3%

Disolver 30 g de &cido bdérico y completar a 1 litro.

Reactivo de Acido
clorhidrico 0.1 N

Tomar 8.5 mL de HCI concentrado y enrasar a 1
litro. Valorar con Na2CO3 anhidro.

Fuente:

Elaboracion propia




ANEXO N° 3
ALIMENTACION GALLINAS PONEDORAS SEGUN MAG

Las gallinas ponedoras deben recibir alimento A las 29 semanas de edad las aves deben estar
para produccion (postura) con 17% de proteina. consumiendo 26 libras por cada 100 aves por
Cambiar a este tipo de alimento cuando las aves  dia.

alcance el 5% de produccion.

Efectuar aumentos semanales:

CONSUMO APROXIMADO DE ALIMENTO

EDAD (SEMANAS) (LIBRAS/100 AVES/DfA)
19 19
20 20
21 21
22 2
23 23
24 24
25 25
26 26

Figura N° 9. Alimentacion diaria adecuada de las gallinas de postura, de acuerdo a la Guia para el
Manejo de Gallinas Ponedoras, en base al Programa de reproduccién animal del Ministerio de

Agriculturay Ganaderia, Direccion General de Ganaderia?’.



