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[.) INTRODUCCION

El anélisis de forrajes se puede realizar con distintas finalida-

des :
El fin primordial radica en lograr datos para una caracteriza -
cién y valoracioén de los materiales nutritivos con fines practicos
El analisis de los elementos nutrientes en los forrajes puede te-
ner otro enfoque con el desarrollo de investigacion cientifica, -
por ejemplo, elaboracion de nuevos métodos para componentes
ya conoc idos, el estudio de problemas de quimica bromatolodgica,
o la realizacion de estudios especiales para trabajos cientificos-
en e | campo de la Fisiologia de la nutricion como en el descu -
brimiento de la materia orgénica de origen animal y vegetal, obli
gan a tener estos hechos en cuaenta cuando se trate de realizar y
valorar las sustancias nutritivas Ademés de lo anterior hay que
tener presente que el mayor rendimiento de los animales domés-
ticos en la actualidad lleva consigo un aumento considerable en las

exigencias alimenticias tanto cuantitativas como cualitativas

Naturalmente que es imposible recoger todos los métodos quimi -

cos analiticos referentes a 1os forrajes que en todo el mundo se -




elaboran o experimentan

En €ste trabajc estdn los métodog que ge consideran buenos, -

suficientes para fines practicos

.08 paises industrializados son 108 que cuentan con centros de -
investigaciOn quimica, no obstante las compafiias més importan_
tes del orbe en alimentos balanceados cuentan con laboratorios-
quimicos modernos que van a la vanguardia en investigacidn, --
asimismo lo son las Universidades que juegan un papel importan
te en investigacidn quimica ¢ omo las de Europa y los Estados -

Unidos

La preparacion y el estudio analitico de los forrajes se divide de
acuerdo con el caracter de log alimentos y aj ustéandose a la cla-
gificacion de éstos, en dos grandes grupos : !.0s productos de -
la propia empresa agropecuaria y los cultivados en la superficie
de la tierra, en la cual se debe actuar de forma diferente que cuan
do -ge trata de analisis y valoracion de forrajes comerciales Es-
tos Gltimos son aquellos que el ganadero compra y que en deter -
minados casos proceden del mercado mundial a través del tratico
comercial Como an:bas clases de alimentos son igualmente ne -

cesarias para la ma yoria de las ramas de la industria agropecua




ria, ambas geran tomadas en cuenta en las descripciones metodo-

logicas que a continuacidn figuran.

Al observar el cuadrol, destaca la complejidad de las sustan-
cias bioldgicamente importantes que se hallan en la materia or-
génica . Se realiza una distr ibucién por grupos de los componen
tes q uimicos de los alimentos del hombre y animales Muchos
de los componentes de forrajes entran regularmente en conside
racibn para su valoracidn analitica y otros solamente en casos-

especiales

Sustancias con ~dggnificacibn bioldgica.

Componentes de los alimentos y del cuerpo

Sustancias estructurales y energéticas del organismo vivo

A) Portadores de energia.
Carbohidratos ( almidon, azicar, celulosa, hemicelulosa, -
etc. ) , g rasas, proteina en €xceso.
B) Sustancias estructurales
a) Elementos plasticos.
1) Organicos: Proteina, aminoacidos escenciales,

acidos grasos esenciales.




b)

2) Inorganicos: Agua, compuestos de calcio,
magnesio, fosforo, potasio, sodio, cloro,

hierroy azufre

Biocatalizadores :

1) Biocatalizadores del organismo: fermentos
y hormonas.

2) Biocatalizadores de la alimentacion: Vitami_
nas, compuestos inorganicos de los oligoele

mentos




D

-)

GENERALIDADES.

TOMA DE MUESTRA.

Todos los anilisis que se llevan a cabo con un interés para
la alimentacion animal persiguen la finalidad de averiguar to
do lo mis exactamente posible los componentes determinan--
tes del valor nutritivo de un alimento unico o de una mezcla.
El analisis, como tal se lleva a cabo sobre una muestra re-
lativamente pequefia, por consiguiente estd claro que esta --
muestra debe representar una medida exacta de la masa to--
tal. La formacibén de dicha muestra media es la parte pri--
mera y mas importante de todo el anilisis. Errores en la
toma de la muestra dan lugar a un cuadro falso sobre el con
tenido de principios nutritivos, a pesar de un analisis exac-
to y cuidadoso y sOlo mis tarde (caso de que tales errores
sean descubiertos, lo que no siempre es seguro) pueden ser
corregidos mediante una nueva toma de muestra y un nuevo-
andlisis. Pero en muchos casos, no es posible la repeticidn
de la toma de muestra y por lo tanto el error no puede ser
reparado. Existen, por lo tanto, prescripciones exactas que

han de ser llevadas a cabo en los almacenes y depdsitos de




2)

forrajes a los cuales hay que atenerse cuidadosamente inclu-
80 en sus detalles mis minimos. En el caso de
los alimentos de la propia empresa agropecuaria (hicrva, he-
no, ensilado, remolachas y similares) la consecuencia inme-
diata de una inadecuada toma de muestra es la obtencidn de-
un cuadro falso en cuanto al valor nutritivo de las disponibili
dades de alimentos; en el caso de alimentos comerciales en-
tran en juego, por otra parte, interéses econdOmicos considera
bles. En este altimo caso, por lo tanto, son exigibles una-
buena preparacion y un celo extraordinario del encargado de-
tomar muestras y atenerse siempre a las normas estableci--
das. Esto tiene especial interés cuando se trata de andlisis-
de forrajes que hayan de servir como prueba ante las auto

ridades.

La toma de muestra en los alimentos de la propia explota---

cion agricola.

Para la toma de muestras de forrajes verdes directamente, -
del terreno y especialmente en el caso de hierba de prado, -

se recomiendan las siguientes medidas:

Tomar por escrito todos los datos importantes para la

6




caracterizacion de la muestra (dia y hora de la toma-
e indicacidn exacta de la superficie en cuestion o de -
la parcela experimental en su caso). Deben anotarse-
los datos meteorologicos referentes al dia de recogida
la muestra, en caso de ser necesario incluso los del-
dia anterior (o de la noche), por ejemplo, soleamien-
to, movimiento del aire, lluvia (datos de ella sobre si
fué débil o copiosa y a ser posible la intensidad de la
precipitacién), la recogida de la muestra serd de tal -
manera que se arranquen con la mano pequefios mano-
jos aislados en muchos puntos, distintos de la superfi-
cie total. Todas estas pequeilas muestras se mezcla--
rin y juntarin sinningin orden y tomando inmediatamen
te plantas aisladas de muchos puntos,se reunirédn una o
varias muestras medias para el anilisis. Estas se lle
vardn a analizar tan pronto sea posible a fin de que -
pueda ser tratadas el mismo dia. En caso de que el
laboratorio esté situado tan lejos que las hayan de ser
enviadas, se pesan inmediatamente después de la reco-
gida varias porciones aisladas, wun kilogramo de cada

una, de tal modo que representen una media del matg




rial a analizar, se introducen en botes metalicos de

iéndose un poco de clorofor--
mo, se clerra y se envian por la via mis répida al -
laboratorio., Estas muestras, una vez pesadas, se-
someteran a una desecacion previa para el analisis de
los principios nutritivos brutos. Este método no es

utilizable para la determinacion de componentes 1dbi

les de la hierba verde ( contenido vitamfinico ).

En este caso no queda otro remedio que trasladar al-

campo el material de laboratorio e inmediatamente de
la toma de muestra comenzar el proceso analitico lle -
véndolo hasta una fase tal que no pueda tener ya lugar

a ninguna variacion en el contenido,
TOMA DE MUESTRAS EN FORRAJES COMERCIALES.

Consideramos como forrajes comerciales, en primer lugar, -
el heno y la paja, forrajera en bolsas prensadas. Una vez que
se han recogido de diversas partes del depSsito o almacén al

gunas bolsas en nlimero de pendiente del tamafio del mismo, se
abren y se toman muestras medias del interior. Estas a su -

vez se reunen y se tratan del modo siguicnie




. 4)

Al igual que al heno, no es facil ya que en un almiar gran
de, incluso en productos cultivados uniformemente, pueden -
aparecer diferencias, si bien estas mucho menores el ca
so de las gramineas que cuando se tratan de plantas fbrraj_e_
ras con mucha hoja (alfalfa, variedades de trébol y otras -
leguminosas y hortalizas) Kl desprendimiento de las finas -
hojitas hace variar fuertemente el contenido en principios nu
tritivos brutos de las capas superficiales del depésito de he-
no en contraposicion de las capas inferiores. Se debe, por-
tanto, tomar abundante muestra de toda la zona y capa del -
almacén de heno, muestras que por otra parte no deben ser-
------ muy pequefias, las cuales se mezclan cuidadosamente -
reduciéndose progresivamente la masa total resultante en ca-
pas sucesivas mediante nueva toma de muestra hasta que lle
guen a obtener una muestra media final para el andlisis. La

masa de ésta muestra debe oscilar alrededor de los tres ki-

los.

PREPARACIUN DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISLS.

La muestra media, que ha sido tomada segiin las normas an

teriores, no es adecuada en la mayoria de los casos para el




analisis directo, Deben llevarse a cabo numerosas determi-
naciones independientes y cada una de ellas con dos o méas -
anilisis paralelos. Cada pesada tomada para determinacion
Gnica debc ser totalmente homogénea y a su vez representar
con la mayor exactitud una media de la muestra total. Esto
es solamente posible cuando la muestra ha sido finamente mo

lida y cuidadosamente mezclada.

La necesaria homogeneidad de la muestra analitica se logra
del modo més sencillo y mejor deseciindola con mayor cuida
do, esto es, a la temperatura més baja posible y se le mue_
le finamente en un molino de laboratorio, adecuado, de for
ma que todo el material atraviese en cedazo fino de 1 mm -

de malla.

Todas las determinaciones, por ejemplo, el andlisis de los

principios nutritivos brutos . se pueden
llevar a cabo con una sustnaica asi preparada. Para muchos
forrajes que se presentan en forma compacta, remolachas en
teras o partidas a la mitad heno largo y paja, grénulos, es
frecuentemente imposible llevar a cabo una preparacion direc

ta para el anilisis. Debe efectuarse un cierto troceado pre
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vio. Conviene, sin embargo, limitario tanto como sea posi-
ble y llevarlo a cabo solamente en los casos realmente im--
prescindibles, dado que siempre lleva en si el peligro de --
transformaciones o modificaciones en los productos. Tal --
troceado s€  consigue, por ejemplo, seccionando heno y pa
ja en una pequefia picadora de laboratorio y cortando las re-
molachas y similares con el cuchillo. Eksto se debe realizar
en todos los casos sin pérdida de sustancia y evitando eleva-
ciones de temperatura. L.a molienda de los cereales ocasio
na en la mayoria de los casos una cierta deshidratacién como
consecuencia dz la inevitable elevacion térmica por rezamien -.
tos, N0 €s por lo tanto recomendable y solo debe efectuarse --

después de un desecado previo de la muestra.

El desecado previo del material analitico, con el fin de mo--
lerlo finamente, se consigue del mejor modo en una estufa -
de desecacidn a una temperatura 60-70°. La aspiracién len-
ta de aire fresco favorece la desecacié;l rdpida. En la mayo
ria de los casos en el andlisis de forrajes interesa solamen-
te la composicién del residuo seco, pero también el conteni
do de la sustancia seca comn tal. Para ello se debe pesar

en fresco la muestra analitica en un recipiente apropiado, 8C

"




co y tarado con anterioridad a la desecacidn. La muestra
permanece, seglin su contenido acuoso inicial, de 1 a 3 dfas
en la estufa de desecacidn. Se deja a continuacitn todo el
dia al aire en una habitacion seca y se pesa de nuevo. La
pérdida de peso asf hayada debe ser tenida en cuenta al cal
cular las cifras analiticas referentes al estado original del -
forraje Seguidamente se muele la muesta. En la mayoria
de los casos, para un producto bien desecado previamente,
basta un molino de cuchillas relativamente baratc y de traba-

jo répido.

Para sustancias que son dificiles de triturar, materiales ri
cos en azlicar y grasa, entre otros, es necesario frecuente
mente emplear molinos que trabajan con arreglo a sistemas
esencialmente méas caros, por ejemplo, el molino de marti
Hos. Es muy dificil moler la totalidad de la muestra final
hasta el grado necesario de finura, pero puede evitarse este
inconveniente moliendo constantémente la totalidad de la mues_
tra previamente desecada, mezclando luego cuidadosamente y
formando, con especial cuidado, una nueva muestra mas pe
quefia que se muele con un pequefio molino de anélisis a fin -

de obtener la cantidad precisa para las pesadas, para las

12




5)

cuales sea necesario efectuar. Tales molinos especiales pa_

Ta pequefiag cantidades son por ejemplo : el molino colaidal.

DETERMINACION DE LOS PRINCIIO NUTRITIVOS BRUTOS.
La determinacitn del contenido en principlos nutritivos britos
se basa en métodos que han sido elaborados en los Centros de
Investigacitn de Europa y las Universidades Estatales de los -
Estados Unidos como ya se menciond en la Introduccidn, son-
métodos modernos con pequeflas modificaciones, de los que en
afios atrés se han utilizado, Los métodos que aqul se men cio_
nan han sido elaborados en las mejores Universidades de los -
Estados Unidos en anilisis quimicos agropecuarios que cuentan
con modernos laboratorios y equipo de invesrigaeibu, &stos -~ -
centros son : University of Illinois, California Institute of Tech
nology, University of Texas, Texas Agriculture y Mechanicsl, -
University of Arizona, Institute of Investigatidn Cattle of Portland
Oregon etc. por solo mencionar algunas,

El1 método de los principio nutritivoe brutos determina los sl -
gulentes compuestos :

1) Residuo seco ( sustancia seca )

2) Protefna bruta ( materia nitrogenada total )

13




3) Ceniza bruta ( residuo de incineracidn )
4) Grasa bruta ( extracto etéreo )
5) Fibra bruta,

Un anélisis completo proporciona todavia un componente posterior,
las llamadas " Materias extractivas libres de nitrdgeno ". Estas
comprenden esencialmente los carbohidratos solubles y se calculan
por diferencia al sustraer de la sustancia seca la suma de los com_
ponentes comprendidos entre B) y C). En las consideraciones que siguen
se caracterizan de modo general y breve los principios nutritivos brutos

que proporciona este método.

6) SUSTANCIA SECA.
La determinacion del residuo seco en el material analitico sirve -
unicamente para la determinacion de la cantidad de sustancia se-
ca presgente en un forraje.
Per el contrario no es apropiado como medida exacta del conteni -
do acueso. Esto se debe a que durante la desecacidn ademés del
agua también se pierden otras sustancias volatiles,y édemés por -
que ciertas reacciones quimicas ‘que ocurren durante la desecacidn
ocasionan variaciones de peso en parte con carfcter positivoy o -
tras con caracter negativo;, La determinacionitotalmente exacta -
y precisa del contenido acueso es frecuentemente un problema di-

ficil que para ciertos productos todavia no esta solucionado,




7)

YROTEINA BRUTA.

Yuesto que el nitrégeno representa en la mayor{a de las sus
tancias proteicas un porcentaje relativamente constante, alre
dedor del 16Y%,la determinacién del nitrdgeno en forma orgi-
nica sirve como medida del contenido protéico de forrajes; -
pero como ademas se encuentran presentes en pequefias
cantidades otros compuestos nitrogeados de naturaleza no pro

téica, sdlo puede designarse como protéina bruta el valor --

‘protéico calculado a partir del contenido total de nitrégeno. -

rara el andlisis se utiliza,sin excepcion, €l método de -----
Kjeldahl. Se suponen ya conocidos tanto el fundamento del -

analisis segin Kjeldahl como los aparatos en el utilizados,

El valor de proteina bruta se obtiene multiplicando la canti -
dad de nitréogeno por ciento por 6.25. Iin casos especia--
les cuando existen tipos de proteina con contenidos de nitrd-
geno mds bajos o mds altos, o en presencia de grandes can
tidades de materia nitrogenada no protéica (que contiene siem
pre una cantidad de nitrdgeno mucho mayor que la proteina de
tipo medio), se cometen ciertos errores por la utilizacidon de

ese simple cdlculo y se deberfan utilizar otros factores/ gin-

15
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sin embargo éste no es el caso en los andlisis de forrajes.

Aqui se utiliza siempre el factor de 6.25.

CENIZAS BRUTAS.

Para la determinacién de cenizas brutas se incinera el forra
je. La determinacién de cenizas brutas carece de significa-
ci6én para la apreciacion de la sustancia mineral y permite -
como maximo una orientacidon sobre cantidades aproximadas.
L.a combustidn sirve mds bien para la determinacién del con
tenido en sustancia mineral y permite como maximo una orien
tacidn sobre cantidades aproximadas. i.a combustion sirve -
w6 bien para la determinacion del contenido en sustancia or
ganica y encierra desgraciadamente muchas posibilidades de-
error. ‘liene que ser lenta y cuidadosa de acuerdo con mu-
chas normas. | Frecuentemente permanecen en la muestra --
restos de material sin incinerar completamente. AdemAis, -
despues de la combustion, el exceso basico se encuentra en-
gran parte en forma de carbonatos, por ejemplo como carbona
to de sodio, carbonato de potasicycarbonato de calcio, El aci
do carbdnico de tales carbonatos no permanece, sin embar-

go,prdpiamente a las cenizas sino a la sustancia organica -

16
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puesto que tales carbonatos se originan durante la combus--

tion. Cuando se incinera a temperatura mds alta, lo cual -
facilita y acelera el proceso, se volatiza la may‘or parte del
dcido carbdnico, Pero como también muchas sales alcalinas
(KC1, NaCl, K3CO03,) son ya algo voldtiles a 700°Cel coenteni
do en cenizas que se obtiene es demasiado bajo y.por tanto-
errdoneo. Otra fuente de error se presenta en los forrajes -
verdes a causa de la contaminacién, suciedades, arena, arci
lla en su mayor parte. Hace algunos afios de determinaba -
junto al contenido en ceniza bruta, la ceniza pura, determina
do por medio de andlisis especiales el contenido en arena y

CO0y. Sin embargo este procedimiento largo y costoso no se

utiliza en el anédlisis ordinario de forrajes.

GRASA BRUTA.

Parg la determinacidn del contenido em -
grasa y lipidos se lleva a cabo solamente mediante la extrac
cién con éter de petrdleo de muestra previa y cuidadosamen-
te desecada. KEste procedimiento proporciona valores verda-
deros sdlo hasta cierto punto; unicamente es vilido en el -

caso de sustancias relativamente ricas en grasa.

17




Mediante un procedimiento analitico sencillo no puede deter -

minarse el gran grupo de los carbohidratos puesto que estd -
integrado por un conjunto de entidades quimicas que carecen -
de una caracteristica analitica comin.

Dividieron por tanto, toda esta fraccidn en dos grupos, una
parte in soluble en Acidos y bases, llamadas fibra bruta y una
fraccibn soluble; las materias extractivas libres de nitrdge -
no. Pronto se vid sin embargo, que de algunos carbohidratos
una parte se encontraba en la fracciOn fibra bruta y otra en -

las materias extractivas libres de nitrdgeno,

FRACCIONES HIDROCARBONADAS DEL ANALISIS DE WEENDE.

Fibra bruta b) M. E. libres de N.
Celulosa Celulosa

Pentosanas Fraccibdn Pentosanas Fraccifn
Lignina insoluble Lignina insoluble
Suberina Hemicelulosa, almidbn to

da clase de azficares, ma
terlas pécticas, &cidos or
glnicos y otras materias -
golubles de N,

1§




Los mfltiples esfuerzos realizados por generaciones enteras de -
cieniificos para enconira méjores méiaios anallticos
trado que esto no es posible mediante un 8blo procedimiento. En
el momento presente esto solamente puede lograrse mediante una -

serie de andlisis especiales de los carbohidratos mas importantes,

tales analisis serén descritos posteriormente,




{II.) ANALISIS DE LOS COMPONENTES ORGANICOS DE LOS FORRA
JES. =

1) ANALISIS DE DETERMINADAS SUSTANCIAS NITROGENADAS.

La determinacion de los componentes nitrogenados totales, asi como

algunos andlisis complementarios permiten ya una cierta caracteriza
cion de las proteinas en forrajes. Ademds de esto se pueden deter-

minar otras fracciones nitrogenadas que tienen interés en casos espe
ciales. Algo distinto sucede tal vez con el analisis de cada uno de --

los aminoacidos en particular, algunos de los cuales, especialmente-
los m&s importantes entre los aminodcidos imprescindibles o esencia
les, han adquirido importancia creciente incluso para la alimentacién
animal practica. En el futuro se llevardn a cabo también determina- -
ciones de aminodcidos en forrajes. En el momento presente, sin em
bargo, los problemas que plantea tal determinacion se salen de las po
sibilidades que ofrece un laboratorio normal de andlisis y hasta ahora
tales determinaciones son unicamente necesarias y se llevan a cabo -
en trabajos de investigacion. Ekn el momento presente no es posible -
realizar todavia analisis en serie de los aminoidcidos. Esta es, sin -
embargo, una de las condiciones previas para su utilizacion en el and

sis ordinario. A pesar de que existen ya para una serie de aminoici-




dos métodos analiticos no los incluimos. Kespecto a las posibles de-

terminaciones de otros grupos de sustancias nitrogenadas se incluyen

las que figuran a continuacidn.

a)

Proteina insoluble en agua.

Se pasan en un tubo grande de centrigua (350 ml ) 10 g dela -
sustancia a analizar finamente dividida y en estado original y se
agitan mecanicamente durante una hora con 200 ml de agua que
contenga por litro 0,01 g de cloruro de mercurio . Se de-
ja reposar durante una noche en la nevera y se centrifuga duran-
te 30 minutos a una velocidad de 5,000 r.p. m. como minimo. -
Si la solucién sobrenadamente es clara se decanta, en caso con-
trario se filtra. El residuo en el vaso de centrifuga se agitara -
con 100 ml de agua durante algiin tiempo y se centrifuga de nue
vo repitiendo este proceso tres veces, a continuacidn se lleva el
residuo a un matrds Kjeldahl, se trata con un poco de icido sul-
farico, se evapara cuidadosamente el agua en exceso y se dirige
del modo anteriormente descrito en la determinacion del nit roge
no por el método de Kjeldahl. L.as determinaciones que figuran-
a continuacién se refieren todas a la caracterizacidn de fraccio-

nes del nitrégeno en la materia nitrogenada de naturaleza no pro

téica.
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b)

Nitroégeno oc-aminico.

La determinacién del nitrégeno oc-aminico sirve para la deter
minacién de los aminodcidos libres de la fraccion nitrogenada-

no protéica.

Esto es de interes porque la fraccion de aminodcidos tiene va--
lor protéico total en todas las especies animales. El método -
que se describe a continuacién se basa en la reaccién de los oc-
aminodcidos con la ninhidrina, en la cual se desprende UO2 en

cantidad equivalente al nitrégeno oc-aminico.

Descripcion del método.

Parala reali zacion este metodo es convenien
te disponer de una serie de aparatos (tres como minimo), puesto
que por cada serie de andlisis paralelos es preciso realizar una
prueba en blanco. En un 'matraz - redondo de 50 ml se pesa -
una cantidad tal de la sustancia a analizar, en la forma original,
que como maximo contenga 2 mg de nitrogeno oc-aminico libre.
Se afladen 10 ml de agua, algunas gotas de indicador universal

y unos trocitos de porcelana para regular la ebullicibn
Con ayuda de un tapdn de citrato se lleva la mezcla a un pH 2, 5-3.

Se afladen unas gotas de un antiespumoso activo que contenga sili




cona, se agita bien y se calienta hasta ebullicion durante algu -
nos minwos. Seguidamente se tapa el matraz y se enfria has
ta 15°C. Se prepara de la misma manera una prueba en blanco
sin la sustancia a analizar. En este momento se prepara la so

lucidn de recogida destinada a fijar el CO,.

En un matraz de fondo plano y cuello alto de 100 ml se deposita
una gota de fenoltaleina, se expulsa el aire por medio de wna co
rriente de nitrdogeno puro, se pipetean radpidamente 2 ml de agua
y se llena el matraz escasamente hasta la mitad con agua desti-
lada libre de carbdnico. El matraz colector se unird entonces

al aparato pero de manera que este sumergido completamente --
en un bafio de agua de hielo. En el matraz de analisis se afla
de, seglin la cantidad que se suponga de nitrdgeno oc amfnico, -
de SO0 a 100 mg de ninhidrina; se une también el matraz al apa
rato y se calienta hasta 150°C al bafio de glicerina calentado --
ya previamente, con lo cual el contenido del matraz analitico pasa
por destilacidn a la solucidn colectora de la prueba en blanco como
en la del problema, La diferencia de los valores de las titulaciones -
( prueba en blanco muestra ), de la cantidad de nitrdgeno oc-aminico

en miligramos.
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C)

Nitrogeno amoniacal.

La determinacion del amoniaco tal como en los forrajes es de -
interés muchas veces para comprobar el estado de conserva---
cion, esto es, la ausencia de putrefaccion de los materiales ri-
cos en proteina. Un contenido en amoniaco por encima de lo nor
mal indica la descomposicion bacteriafa de la proteina. Tam--
bién en el estudio de los ensilados se puede comprobar mediante
la cifra de amoniaco una cantidad excesiva de microorganismos -
fermentativos perjudiciales (proteoliticos). E!l andlisis se basa
en la destilacion al vacio del amoniaco mediante calentamiento-

moderado en medio muy debilmente alcalinizado con 6xido de --

magnesio.

Descripcion del método:

Al inicio de el método pesan en un ma--
triz de destilacion al vacio (1,000 ml ) 2 g de la sustancia a -
analizar desecada al aire y finamente triturada y se tratan con -
150 ml de agua, algunas gotas de alcohol octilico y fenolftaleina
como indicador. Kl aire que penetra a través del capilar de des
tilacion al vacio debe atravezar previamente un pequefio frasco -

lavado con dcido sulfirico diluido para librarle de vestigios de -




amoniaco. rara recoger el destilado se utiliza un matrdz re--

dondo de 250 ml con dispositivo de succion que contenga una -
cantidad medida exactamente de 4cido sulfiirico vaiarado; en el
caso de cantidades muy reducidas de amoniaco 10 ml de 4cido
sulfirico, y -5 ml de agua por ejemplo. Para mayor segu-
ridad se instala a continuacién un pequeiio matradz Kitasato que -
contenga una cantidad determinada de solucion valorada de dcido
sulfarico. EIl andlisis comienza al introducir por el embudo co-
rrespondiente una cantidad tal de suspensién de 10 g de 6xido
de magensio en 100 m]l de agua suficiente para la reaccion del

contenido del matriz sea debilmente alcalina. A continuacién se

calienta el bafio de agua hasta 50-60 grados y se destila al vacio
(20-30 mm. de mercurio); regulado por medio de una pinza de -
rosca colocada tras el segundo matriz colector) lentamente duran
te 30 minutos a contar desde el comienzo de la ebullicién. ‘ler-
minada la destilacion se desmonta el aparato, se enjuaga el tubo
refrigerante con una pequefia cantidad degua, sobre el primer -
matraz colector y se titula el contenido de ambos matraces co-
lectores. Como indicador debe utilizarse uno que sea suficien-
s

temente sensible con las soluciones muy diluidas que se suelen-

usar en este caso, por ejemplo rojo de metilo o un indicador com
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d)

plejo preparado con rojo de metilo.
Nitrdgeno amidico.

El nitrogeno amidico presente en los componentes no protéicos
se determina de la siguiente manera; se coloca en un vaso de -
precipitados de 250 ml, 5 g de la sustancia a analizar y se a-
gitan durante algin tiempo con 30 m!. de la solucidn de cloruro
mercirico citada en el apartado a). Se deja reposar en la neve-
ra durante una noche, se afiaden 30 ml de agua destilada, se ca
lienta hasta ebullicidon y se precipita con la cantidad necesaria de
solucidén recién preparada y caliente de acido tricloroacético al -
20y, evitando afiadir un exceso de la misma (son necesarios apro
ximadamente de 10 a 20 ml ) Se deja reposar durante unas horas,
se centrifuga intensamente la solucidn y se decanta a través de -
un filtro endurecido a un matraz aforado de 250 ml ; el residuo-
se lava varias veces con 4cido tricloacético al 2,5% y seguida--
mente se afora al matrdz 50 ml de la solucién asf obtenida se
pipetean a un matrdz trlemineyer de porcelana y 10 ml de acido
sulfirico al 30), se somete a ebullicién durante siete horas con
refrigerante de reflujo. Seguidamente se pasa al matrdz de des-

tilacidn al vacio utilizado en el método c) (determinacién de amo-
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€)

niaco), se neutraliza el dcido cuidadosamente con NaOH concen
trado hasta que la reaccion sea ligeramente icida y se determi
na el amoniaco del modo descrito en ¢) con 6xido de magnesio-

y destilacion al vacio.
Determinacion de la urea en forrajes.

En la alimentacion de los rumiantes se utilizan en determinadas
circunstancias alimentos adicionados de urea como suceddneo -
proteico. rara la determinacién del contenido de urea se preci
sa de un método analitico especifico que se basa en la reaccion-

de la urea con el xanthidrol.

1 g. del problema se agita fuertemente durante una hora, con -
20 ml de agua en un matrdz aforado de 100 ml. A continuacior
se afora con alcohol, se agita nuevamente, se deja reposar du
rante algunas horas y se filtra. 50 ml del filtrado (25 ml so-
lamente caso de tratarse de un producto muy rico en urea) se -
concentran al bafio de agua en una capsula de cristalizacion --
hasta un volumen de 10 ml. A continuacién se arrastran a un -
matrdz rrlenmeyer con 35 ml de acido acético glacial. Des--
pues se trata con 2 ml de una solucidén recientemente prepara-

da de xanthidrol al 109, en metanol (el xanthidrol a utilizar debe



ser puro) y se repite la adicion a intervalos de 5-10 minutos -
otras cuatro veces. A continuacidn se deja reposar como mini
mo durante una hora y el precipitado se filtra con succién sobre
un crisol filtro e vidrio tarado, se lava tres veces, cada una de
ellas con 5 inl de alcohol de 96 saturado con dizantil-urea se -
deseca en la estufa a 105%hasta peso constante y se pesa 1 g de

dixantil-urea contiene 0, 143 g de urea.
2) ANALISIS SISTEMATICO DE GRASAS EN FORRAJES.

L.a determinacion de grasa bruta en un producto preparado para anili-
sis del modo ordinario proporciona valores muy exactos cuando se tra
ta de grasas con componentes sensibles a la oxidacion; estos son prin-
cipalmente los 4cidos grasos, principalmente poliinsaturados; linolei-
co, linolénico, etc., que se encﬁentran especialmente en el forraje --
verde y también en muchas semillas oleaginosas, por ejemplo las se-

millas de lino y los concentrados de ellas derivados.

En los alimentos llamados de produccidn propia existe otra dificultad-
més y es que contienen cantidades considerables de sustancias de natu
raleza no grasa pero solubles en los disolventes de las grasas, conoci-
das con el nombre de ‘"insaponificables”, formadas principalmente por

fitoesterinas y que no tienen ningin valor nutritivo. Para estos casos-




en los cuales es de intexés la determinacion del contenido real en gra-

sa verdadera se emplea el método siguiente,
Descripcion del método :

Se pesa una cantidad tal de material dividido en el estado fresco origi
nal ( forraje verde, heno, etc ) que pueda ser introducida en el ex -
tractor Soxhlet de 1,000 ml de capacidad. Se extrae inicialmente con
un disolvente hidrofilo tal como la acetona durante €l tiempo necesa -
rio para que el material analitico se deshidrate. En determinadas
circunstancias es necesario en este punto sustituit una o varias veces
el matraz de extraccidn por otro conteniendo solvente exento de agua.
Después de terminada esta primera extraccion que puede durar desde
uno hasta dos dias, se desecard el material analitico al aire ( con as
piracion de gases ) o mejor en la estufa de desecacion al vacio y se -
muele en el molino de laboratorio evitando la elevacion de la tempera
tura. A continuacion se extrae totalmente el material durante un dfa
con éter. Durante la extraccibn se debe mantener el aparato de ex-

traccidn libre de aire haciendo pasar una corriente débil de CO,.

Los extractos se separarin del solvente mediante destilacion de nue-

vo en atmosfera de COycon lo cual queda el agua y la grasa bruta, El
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residyo se toma en cantidades suficientes de éter y se separa del ---

agua. La solucion etérea se lava cuidadosamente varias veces con -
agua en el embudo de separacion y despues de la separacidn se dese-

ca con sulfato sddico anhidro (preparado por calcinacién).

Se filtra, se lava cuidadosamente el residuo con éter puroy se evapo-
ra el extracto en atmosfera de (302. Se pesa la grasa bruta obtenida,
a continuacién se saponifica inmediatamente y se libera de las sustan
cias insaponoficables. ksta operacidn ée realiza en atmésfera de N
gaseoso para evitar toda oxidacidon debida al oxigeno del aire. Para -
ello se afiaden por cada grama de grasa bruta unos 5-10 ml. de solu-
cion normal de KOH en alcohol metilico y se calienta 1-2 horas al ba
fio de agua hasta ebullicién con refrigrante de reflujo. Seguidamente
se destilard al residuo del matrdz disolviendo mediante agitacion sua
ve. Se pasa a un embudo separador, se agita hasta agotamiento con -
éter de petrdleo se lava dos veces mis con pequeiias cantidades de --

agua destilada, la cual se aflade despues a la solucidn jabonosa prime

ramente aislada.

El insaponificable se puede aislar y pesar pasando la solucién de --
¢ter de petrdleo a un matrdz tarado, evaporando el solvente y some--
tiendo el reslduo a desecacion. 1.os dcidos grasos superiores se libe-

ran de 1 solucion jabonosa acuosa mediante acidificacién cuidadosa -




con H,S04 diluido hasta reaccion dcida empleando rojo Congo como
indicador. Se agita hasta agotamiento con éter de petréleo en el em-~
budo de separacidn, se recogen las sucesivas capas de éter de petro-
leo en un matraz tarado, se destila totalmente el éter de petrodleo (al
final al vacioi y se pasan los dcidos grasos. El contenido en grasa -
pura (triglicéridos) se puede calcular con exactitud suficientemente -

dando a los acidos grasos un peso molecular medio de 282,

Este dcido permite una subdivision y caracterizacion posterior de es-
tos dcidos grasos, en ciertos casos despues de obtener cantidades de
grasa bruta un poco mayores en un aparato de extraccidon especialmen
te grande. Tales determinaciones son, por ejemplo, indice del yodo,
e indice de sulfocianuro de los dcidos grasos totales, determinacidn -
analitica de los dcidos saturados, cdlculo de los dcidos grasos poliin-
saturados esenciales, aislamiento de las especies quimicas mediante
destilacion fraccionada al alto vacio de los ésteres metilicos, deter-
minacién casi-cuanti tativa de los distintos dcidos grasos mediante -
andlisis espectrofotométrico con la luz ultravioleta y fraccionamiento
mediante cromatografia en papel de la mezcla de acidos grasos para -
demostracién de cada uno de los componentes de la mezcla. L.os mé-
todos para tales determinaciones salen fuera del alcance de esta tesis

y pueden consultarse en la bibliografia de la especialidad.
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Determinacion del indice de perdxidos en las grasas.

El contenido de perdxidos, formados por auto-oxidacién de los enla-
ces no saturados de los dcidos grasos durante un almacenamiento de-
masiado prolongado o inadecuado, es una caracteristica cualitativa --
importante de los forrajes ricos en grasa. Este contenido se mide --
por el indice de peroxidos, el cual numéricamente corresponde al va
lor de titulacién del yodo, que se libera del yoduro de poresio por ac
cion de los perodxidos contenidos en un gramo de grasa, cuando se titu

la con thiosulfato.

En almacenamientos muy prolongados el contenido de perdxidos dismi
nuye de nuevo, de tal modo que el indice de perdxidos alto tiene valor
demostrativo, pero por el contrario valores bajos no indican necesa--
riamente que el producto sea fresco (reciente). Hay que tomar en cuen
ta también que los aceites de oliva sin excepcion ya en estado origina-

rio tienen indice de perodxidos altos, de 8-12,

L.os productos frescos no alterados tienen un indice de perdxidos de -
tres como maximo; valores de cinco o superiores suponen una altera-
[ ]

cién que va de incipiente a fuerte.

Descripcion del método:
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Se toma eun gramo de grasa del material objeto de estudio en un ma
trdz de fondo plano de 100 ml provisto de un refrigerante de aire -
de ajuste esmerilado y de 40 cm de longitud, se aflade 0,1 g  de yo
duro potdsico puro finamente pulverizado disolviendo en 20 ml de una

mezcla a partes iguales de cloroformo y 4cido acético glacial.

Una vez acoplado el refrigerante de aire se hace pasar durante dos -
minutos una corriente de CO, mediante un tubo fino de vidrio celocado
verticalmente para expulsar totalmente el aire del matrdz. Se calien
ta despues al bafio de agua agitando suave pero {recuentemente hasta
que el cloroformo comience a hervir, se enfria rapidamente al chorro
de agua, se trata con 40 ml de una solucidn recientemente preparada
de yoduro de potasio al 0, 2% y 10 gotas de una solucidn de almidon
al 1y, y se titula el yoduro liberado con solucién de tiosulfato sédico -

Todo el analisis hay que llevarlo a cabo en la obscurridad. Se
controla la pureza de los reactivos llevando a cabo una prueba en blan
co sin grasa la cual no puede dar ningln indice de perdxidos aprecia-
ble. En caso contrario se debe substraer el valor de la titulacién ini
cial. El indice de perdxidos se obtiene multiplicando por 5 el nime-
ro de ml. de tiosulfato gastados

3) ANALISIS SISTEMATICO DE CARBOHIDRATOS Y COMPUESTQOS
ANALOGOS.
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a}

Celulesa,

Existen un gran nimero de métodos analiticos para la celulosa;

en forrajes el que mejores resultados da es el método sencillo

Descripcion del método:

En un matrdz provisto de un refrigerante de aire de junta esme
rilada se calienta hasta ebullicién durante 20 minutos 1 g de-
la sustancia a analizar, desecada al aire y finamente triturada-
con una mezcla de 15 ml de 4cido acético al 80% y 1.5 ml de-
dcido nitrico concentrado (D= 1,42). Despues de enfriar se fil
tra en un crisol de porcelana o un crisol filtrante de cuarzo
del mismo didmetro de por‘o, succionado fuertemente el liquido.
Seguidamente con varias porciones, cada una de 20 ml dealco
hol se arrastran al crisol cuantitativamente los adheridos al ma
trdz y se lava seguidamente dos veces con benzol caliente, otras
dos con alcohol caliente y finalmente con éter. EI residuo de la
filtracion asf obtenida censtituido por celulosa en la mayoria de
los casos de color blanco se deseca en el filtro durante corto --
tiempo a 105%€ Despues de dejar enfriar se pasa el crisoly se -

encierra en la mufla, La diferencia de peso, gue se deduce de
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b)

la nueva pesada de la celulosa.
Determinacion de las pentosas.

Digamos de antemano que con este método se determina la
totalidad de las pentosas presentes en el material a inves-
tigar, cuya mayor parte procede de las pentosas aunque --

en pequeflas cantidades también puede tener otros origenes,

El fundamento que & continuacidn ge | describe ( transfor_
macidon de las pentosas en furfurol) se mantiene en la nueva
modificacion de la técnica propuesta por JAYME y SARTEN,
aunque el método como tal ha sido muy perfeccionado, so -
bre todo en lo que se refiere al dispositivo y a la eleccidn
del acido bromhidrico para el ataque, con lo cual se obtie

nen valores absoluramente seguros.
Descripcion del método :

Consiste esencialmente en un dispositivo de destilacion el -
cual va unido mediante una junta esmerilada normal con un
matraz de ebullicion de 500 ml de capacidad y que lleva --
soldado un embudo de gotas de una capacidad superior - -

a 100 ml . Todas las demé&s partes del - - -



aparato, como el refrigerante, embudo colector y matrdz colec
tor {matréz aforado de 500 ml ), se acoplan también por medio
de juntas esmeriladas. La cantidad 6ptima de furfurol para ca-
da determinacién es de 0,15 a 0,20 g , lo cual viene a suponer

segin el contenido en pentosas de0,5a 2 g de material vege-

tal desecado al aire.

Se deposita la sustancia problema en un matrdz de ebullicion se
le afiade unos trocitos de porcelana porosa y 75 ml de agua. -
El tubo en U lateral, que sirve para equilibrar las presiones en
tre el embudo colector y el matrdz colector, se llena con una -
cantidad tal de HCl al 13% (unos 5-10 ml ) que se asegure la po
sibilidad de paso de aire. Una vez el aparato totalmente cerra
do se dejan deslizar 75 ml de &cido bromhidrico al 40% -~----
(Dz1,37) y seguidamente se llens el embudo de gotas de agua
destilada. L.a destilacién debe transcurrir muy rdpidamente -
y regularmente con ayuda de fuerte calentamiento. Para ello -
sirve de indicacion la sefial. del tubo colector. Cada 15 minu--
tos deben destilar 50 ml que se dejaran pasar del embudo co--
lector al matrdz aforado. Al mismo tiempo se afladen 50 ml de
agua al matrdz de ataque. L.a velocidad de descomposicién al--

canza su maximo para la xilosa, que normalmente es la unica-
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en forrajes y como midximo termina despues de ocho destilacio-
nes correspondientes a 400 mi de destilado total.

En este momento se cambia el matriz colector y se comprueba
tras otras destilaciones la presencia de furfurol en el destilado.
Sin embargo, esto es necesario solamente cuando se sospecha-
la presencia de otras pentosas. Terminado el ataque y la des
tilacidn se desconecta Ja union entre el refrigerante y el disposi
tivo de destilacién, se lava el refrigerante con un poco de agua,
se afiaden al destilado en matrdz aforado el liquido de cierre del
tubo en U y se lava varias veces con agua destilada. Tras de afo
rar Y mezclar cuidadosamente se determinaré en el destilado
el contenido en furfurol, lo que se realiza de modo rdpido me--
diante titulacion. La determinacion gravimétrica, corriente en
tiempos pasados, es casi siempre innecesaria (precipitacion con

dcido barbitiirico) en el procedimiento que estamos describiendo.

En un matrdz Erlenmeyer con tapon esmerilado (matraces de in
dice de yodo) se trataran 50 ml del destilado con 2 ml. de HCl1
al 13, despues se afiaden 10 ml de solucién de molbdato amé

nico (25 g en un litro) y 20 ml de solucion bromato-bromuro
(1,392 g. deKBr - 10g de KBrenun liiro). Se esperan 4 -

minutos a partir de la aparicion de la coloracién amarilla, lo --
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que tiene lugar rdpidamente, se aiiaden despues soluciones de -
Kl al 107 y se titulé, pasados 10 minutos escasos, el exceso -
de bromato con solucion de tiosulfato sédico . Encasode
que para la retitulacion se gasten menos de 5 o mis de 10 ml

de tiosulfato se debe realizar una nueva determinacion en un -
matrdz que contenga 15 o0 253 m! de bromato-bromuro. EIl va-
lor asi obtenido para la cantidad de bromuro gastada en la fija-
cién del furfurol se utiliza para la titulacién final que sigue. En
ella se tratan 50 ml de destilado con 4Cl y molibdato amonico-
de la forma anteriormente descrita. Se enfria a 14°C afiade la
cantidad gastada de solucién de bromato-bromuro en la primera
titulacion y se agita bien. Cuatro minutos despues de la apari--
cion de 1a coloracién amarilla se afiade solucién de yodurode pota
‘gio y finalmente se titula, pasados 5 o 10 minutos, el bromato
restante (en exceso) con tiosulfato El célculo de las pen-

tosas presentes se realiza segin la siguiente formula:

a. 330 - Y de pentosanas; a. 375 - Y, de pentosas
e e
a = ml. de solucién de bromato gastados; gastados; e - gr.

que han sido tomados de la sustancia a analizar,

En caso de que la sustancia a analizar contenga cantidades apre




c)

ciables de sustancias pectfnicas se debe realizar una correc ---

cibn en el cilculo de pentosanas y pentosas, puesto que la pecti-
na o su principal componewrs =1 Acido galacturdnico puede tam --
bi&n dar furfurol al ser tratado con &cidos concentrados seg{m --
el método de Tollens o segln el de Jayme y Sarten. En este ca -
so se determina primeramente del modo anteriormente descri --
to. Las pentosas totales, seguidamente las materias pectinicas-
como acido galacturdnico y para la reaccidn se sustrae por ca --

da % de &cido galacturdnico un 0, 36 % de pentosas,
Lignina

A causa de su comglicada estructura quimica es muy dificil - -
una determinacitn exacta y segura del grupo de sustancias com
ponentes de los vegetales conocidas como ligninas. Se obtienen
al parecer valores relativamente buenos y reproducibles con el -
método descrito Springer que figura a continuacitn el el aparta -
do siguiente.

Método de Springer ( Universtty Of Arizona ).

Se pasan 5 g de material desecado al ajire y finamente molido - -

en un cartucho de extraccion que se encierra con algodbn - -




tras haberle cubierto con una lamina de papel de filtro. Se
extrae con éter durante 8 horas (o hasta desaparicidn del co--
lor) con el aparato Soxhlet, seguidamente 8 horas con alcohol
y despues 16 horas con agua. kEn el intérvalo entre las extrac
ciones se deseca cada vez a 95°C A continuacidn de la extrac--
cion acuosa y con ayuda de 250 ml HC1 al 2% se pasa cuantita-
tivamente la sustancia, todavia humeda, de 1 cartucho de ex--
traccion a un matrdz redondo de 500 ml , de boca esmerilada.
Seguidamente se hierve 5 horas con refrigerante de reflujo. El
producto se arrastra con agua a un vaso de precipitados de 500
ml y se deja sedimentar hasta el dia siguiente. Se filtra a tra
vés de un crisol filtrante de cristal previamente tarado, se lava
con agua caliente, se deseca como minimo 6 horas a 95°C se pesa.
Seguidamente se pasa la sustancia a un vaso de precipitados de
100 ml o a una capsula-mortero de 10 cm. Como esta opera-
cion no se puede hacer cuantitativamente se vuelve a pesar el -
crisol filtrante, Se afiade exactamente a la sustancia, 1 ml -
de solucidon de acido sulfarico al 787 por cada 0,1 g de peso-
y el conjunto se mantiene durante dos horas agitandolo frecuente
mente, pasadas las cuales se lleva a un matrdz redondo de boca
esmerilada de 300 ml con 225 ml de agua y se hierve 5 horas-

con refrigerante de reflujo. A continuacidn se pasa otra vez --
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d)

con ayuda de agua a un vaso de precipitados de 600 ml. Des--
pues de sedimentar se filtra a través de un crisol filtrante de -
cuarzo, se lava con agua caliente, se deseca durante 3-5 horas

a 1057 se pesa y finalmente se incinera y se vuelve a pesar.
El cidlculo de la lignina se realiza de la siguiente manera:

Conocida la tara de crisol filtrante y el valor de las dos pesa--
das del mismo, trds la hidrolisis clorhidrica (vease anteriormen
te) se puede deducir tanto el residuo tras la hidroélisis clorhidri

ca (a) como el material que se utilizo para la hidrolisis sulfari-

ca (b).

A partir del peso del crisolde cuarzo filtrante con el residuo -
de la hidrdlisis sulfirica y el peso tras la incineracion se calcu
la la cantidad de sustancia orgénica que guedd despues de la hi-

drolisis sulfirica y que se considera como lignina (c).

a. c . 100 - lignina en la sustancia analitica original

b.5

yYectinas.

L.as pectinas se encuentran de modo regular aunque en peque--

flas proporciones en todos los 6rganos vegetales. Solamente son
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abundantes en algunos casos, por ejemplo en las remolachas -
y productos derivados asi como también en los frutos carnosos .
A continuacifn ge describird ¢l método para la deierminacion -

de las pectinas.

El miétodo més aplicable al caso de materiales ricos en pecti -
nas, es el de Mc Cready y colaboradores. Puesto que todavia-
no se conoce perfectamente la composicion exacta de pectinas,
se expresan los resultados analiticos como &cipoligalactourdni

cO.

Método de Mac Cready y colaboradores. Dispositivo basado -

en la descarboxilacidn. ( Institute Cattle Portland Oregon ).

En el método de 1a descarboxilacidén, como su nombre indica, --
se libera didxido de carbono del componente principal de las - -
pectinas, el &cido poligalactourdnico, mediante ataque con ha -
luros de hidrdgeno concentrados y en caliente el cual puede ser
determinado cuautitativamente. Esta finalidad cumple el dispo-
sitivo analitico. La descomposicion se realiza en el matréz de

ataque,

El COzallI formado es arrastrado mediante una corriente lenta -




de aire a la solucibén de captacion. Para liberar previamente
el aire de CO se le hace atravesar dos matraces de absor --
cidon con potas% concert rada, despufs de un tercer matriz con
solucién de hidréxido birico y finalmente un tubo con cal soda
da, Después a través de una vélvula de seguridad conteniendo
mercurio, El aire y los gases producidos en el matraz de ata_
que pasan primero a través de un buen refrigerante - - = - -
después a través de un pequeiio recipiente con una solucifn al-
3% de nitrato de plata, que tiene la mision de retener las peque_
fias cantidades de &cido bromhidrico que hayan podido ser arras_
tradas. En el recipiente colector se encuentra una cantidad -
exactamente medida de solucidon de hidroxido bérico. Para a-
segurar una absorcion total de C‘O2 el recipiente colector lleva
acoplado otro dispositivo de absorcion lleno de pequefios anillos
de cristal, cuyo extremo inferior va sumergido en la solucion-
de hidroxido barico. El volumen de este tubo deberi ser
tal que en caso necesario pueda contener toda la solucion de hi_

droxido bérico.

Determinacion.,

Se pesan, segin el contenido de pectinas, de 0,5 a 2 g del ma -
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terial analitico desecado y finamente molido y se depositan en -

el matraz de ataque rigurosamente impic y sece. Se afiaden -
40 ml de acido bromhidrico al 409 (D=1, 38) libre de 002 y se -
ajusta el matraz al dispositivo. Se hace pasar durante wnos ---
10 mimmog aire Hbre de 002 a t’ravés del aparato, regulando la
corriente de manera que pasen burbujas tres por segundo. A-
continuacidon se depositan, por medio del embudo de que va pro_
visto el tubo de absorcidn, exactamente 30 ml de solucion de --
hidrdxido barico, lavado con unos 5 ml de agua destilada libre -
de CO,, Seguidamente se introduce con precaucidn el matraz -
de ataque en un bafio de aceite calentado a lago méis de 100°C,
hasta que el nivel de aceite alcance unos 2 ml por debajo del ni_
vel del l{quido en el interiar del matraz. En este momento - -
se calienta ripidamente el bafio hasta 145°C, al mismo tiempo -
que se deja pasar una corriente lenta de aire de aproximadamente
1 a 2 burbujas por segundo, La determinacitn e da por termina_
da después de unas horas; se retira el dispositivo de absorcion -
y se lava cuidadosamente este tubo con agua libre de car-
bbnico sobre el matraz de recogida. El hidréxido no gastodo - -

se titula seguidamente con HCl, empleando fenolftaleina como -

indicador, Se lleva a cabo de la misma manera una prueba en -
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4)

blanco con todos los reactivos pero sin la muestra con pectina,
El contenido en acido poligactourdnico del material analitico se
calcula mediante la siguiente formula:

(a-b) . 999.31 = % pectina
C

donde a - ml. de Ba (OH)2 fijados por el COy

b : lo mismo en la prueba en blanco, y

c = peso de la muestra en gramos.

Determinacion de vitaminas,

Soélo describiremos aquellos métodos de determinacion de vita-
minas que se basan en andlisis quimicos ordinarios. Con fre--
cuencia una determinacion clara y segura del contenido de mu--
chas vitaminas sdlo es posible mediante test biolégicos. Las de
terminaciones de este tipo no encgandentro del plan de este tra-
bajo. En la determinacidén de vitaminas lo mas frecuente e im-
portante es el andlisis de los carotenos o de la vitamipna A. Fun
damentalmente se debe hacer notar de antemano que a causa de
la sensibilidad de tales sustancias a las influencias pemiciosas,
sobre todo del oxigeno del aire, solamente se pueden obtener re
sultados seguros e incuestionables cuando se han tomado cons--

tantemente todas las medidas tendientes a una conservacion cui-
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a)

dadosa del contenido de la vitamina y provitamina desde el ---

principio hasta el final de la conservacion.

Es imprescindible el manejo cuidadoso de la muestra, el co--
mienzo inmediato del analisis y su realizacion hasta el final sin
interrupciones. Cada operacion innecesaria y toda pérdida de
tiempo acarrea pérdidas de vitaminas y proporciona por lo tan
to valores demasiado bajos. Sin embargo un trabajo rapido y-
continuo, evitando toda interrupcion y toda manipulacién innece
saria, es posible solamente cuando se analizan pequefias canti-
dades de material. Con frecuencia en los forrajes esto esta en
contradiccidn con la necesidad acuciante de obtener una mues-
tra representativa auténtica. Por lo tanto se exige en este ca-
so una habilidad y cuidado en la toma de muestra y en su prepa
racién para el apdlisis mayor que en casos ordinarios. las nor
mas que a continuacién figuran son resultados de miltiples expe

riencias realizadas por cientificos especializados en largos afios

de trabajo.
Determinacion de caroteno.

Para la determinacidon del caroteno conviene indicar en primer-

lugar un método de aplicacion general y seguidamente otros mé
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todos peculiares para el andlisis de aquellas sustancias que

necesitan una preparacion especial.

Descripcion del método.

Antes de comenzar el anilisis debemos tener a mano y listo para -
ser usados todos los materiales y aparatos necesarios. Inmediata
mente despues de la pesada de la muestra debe comenzarse la ex--

traccion del caroteno (justamente con las deméds materias coloran-

tes liposolubles).

El peligro de pérdida es especialmente grande en el caso del forra-
je verde fresco, ya que al destruirse la estructura de las plantas --

tiene lugar en considerables proporciones la degradacion enzimpati-

ca y quimica del caroteno.

No se permite por ello una trituracion previa de las hojas verdes y-
demads partes de las plantas para la obtencion de una muestra media.
El mejor modo de efectuar la extraccion es triturar una muestra ana
litica lo mds pequeiia posible en un vaso de precipitados de paredes-
gruesas y 50 ml de capacidad. En el vaso vacio se corta ripidamen
te en trocitos, con una tijera afilada, una pequefa parte de la mues-

tra del alimente verde hecha un rollo y se repite la operacion las ve




ces necesarias h asta tener seguridad de haber conseguido una buena-

media del material, pero sin que exceda la pequeiia cantidad recomen

dada, 1-2 g .

Si por causas insuperables relacionadas con la toma de muestras y es
pecialmente en el caso de un contenido en caroteno muy escaso, fuese
necesario extraer cantidades grandes de la sustancia, se puede utili--
zar un triturador mecanico para salir del paso, En este ca-
so son sin embargo mucho mejor aquellos dispositivos cuyas cuchillas
trabajan de arriba hacia abajo, puesto quc en los dispositivos ordina--
rios, en los cuales las cuchillas estan sujetas al fondo, se originan -
con frecuencia pérdidas. No obstante debe tene.rse presente que la-
mezcla intima con el aire que se origina en estos aparatos lleva consi
go el peligro de una destruccion del caroteno, incluso para trituracio-
nes breves de una duracién maxima de dos minutos. El paso de una -

corriente de gas inerte ( (JO2 o N 2 ) evita este peligro pero complica

el método.

Siempre que sea posible es preferible, por lo tanto, el método de tri-
turacion en vasos de precipitados. Para la trituracion de la muestra-
sirve una mano de mortero de vidrio resistente a la fusién, cuya for-
ma y medidas pueden ser variables. Cuando las sustancias --

a investigar estén a punto para la extraccidn se afiade polvo de cuarzo
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de finura media, aproximadamente la misma cantidad en peso que la

muestra y alrededor de 10 ml de la mezcla solvente, formada a par

na conteniendo 0, 1% de hidroquinona.

(Los materiales secos se humedecen con un poco de agua y se dejan -
reposar una hora antes de comenzar. la extraccion. En el caso de-
muchas sustancias se hace necesaria una preparacion especial para -
el andlisis, que expondremos a continuacién del método general que -
estamos describiendo. Esta se refiere sobre todo, como ya dijimos,

a los forrajes verdes desecados artificialmente, a los granos y semi

llas, raices tiernas, tubérculos y frutos carnosos, asi como a los ali

mentos de origen animal).

Se tritura, girando la mano del mortero, la sustancia a analizar con-
cuarzo y el disolvente. Se dejan sedimentar las particulas y se decan
ta el disolvente en un embudo de gotas cebado con agua. L.os mis --
apropiados son ios tipos aiargados que terminan en punta, de forma -
puramente cénica, de cristal topacio y con una capacidad total de ---

unos 300 ml.

El residuo himedo se seguird triturando fuerte y cuidadosamente, pa

ra lo cual lo mejor es operar la mano de mortero sin golpear sino ha
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ciéndolo girar y deslizar. Después se afiade mds disolvente, se con
tinGa la trituracidn, se decanta v se repite el proceso varias veces -

precisas hasta extraer todo el caroteno.

En caso de que el residuo este seco tras 3 0 4 ext racciones, esto es,
deshidratado, se afiaden unas gotas de agua. Despues de 4 o 5 extrac
cioncs se observa que a pesar del humedecimiento algunas particulas

del residuo no se sedimentaron bien.

Carece de importancia en esta fase del andlisis el hecho de que al de
cantar pasen algunas pequeiias particulas. Solamente se debe filtrar,
€n Cas0 necesario. a través de un papel muy poroso y de filtracion ra
pida. Si los pigmentos extraidos, debido a la desecacidn del solven-
te, se fijan al borde superior del papel filtro, con el consiguiente peli
gro de oxidacion, se corta rdpidamente el borde del filtro con una ti-
jera y se le extrae con nuevo solvente. En la mayoria de los produc
tos a analizar son suficientes cinco extracciones para la extraccion -
completa del caroteno. En los casos dificiles son necesarias casi --
siempre ocho. Para comprobar los casos dudosos se decanta la Glti-
ma extraccion a un embudo separador pequeiio con agua hasta 1a mi--
tad y se agita ligeramente y suavemente, al mirar a través es facil--

mente reconocible la presencia ocasional de pigmentos en la delgada-

capa de éter de petrdleo.
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En general un extracto de color ligeramente verde claro procedente

de hojas verdes frescas indica que no tiene mas caroteno.

I.avado de la acetona :

Para separar la acetona del extracto, pues interferiria més tarde la
separacion cromatografica, se utiliza un aparato automético y de --
marcha contfnua para su eliminacidn. La salida del embudo cdnico-
de separacidn estd provista de un tubo de vidrio curvado en forma de

S, que alcanza justamente hasta media altura del embudo de separa-

cidn.

Al comienzo del lavado, durante poco tiempo, se llenara este tubo --
con agua abriendo, totalmente la llave de paso con ligero balanceo.

De un segundo embudo de separacion fijado encima se deja gotear agua
sobre la solucidn a una velocidad de 100-200 gotas por minuto. Una-
cantidad correspondiente de agua fluye del tubo en S, con lo cual se -
arrastran las sustancias hidrosolubles del extracto. El lavado se no-
ta por la formacidon de ondas de refrigerancia y la terminacion del --
proceso se reconoce porque la capa de agua permanece totalmente cla
ra, sin alteraciones, al caer las gotas de agua. Con algunas expe - -

riencias no es necesario comprobar la presencia de acetona o sustan-

cias similares en el agua de salida. Para cantidades de extracto nor-




mal, de alrededor de 50 ml son suficientes 1-2 litros de agua para
izar simplemente agua corriente
no clorada. L.0s extractos ricos en grasa, por ejemplo de visceras-
animales o semillas oleaginosas, fijan la acetona con mds intensidad,

la bencina de punto de ebullicién alto necesita un lavado mayor que el

éter de petroleo.

L.os extractos de muchas sustancias forman en determinadas circuns
tancias, emulsiones que pueden ser arrastradas parcialmente por el-
agua, con lo cual en ciertos casos pierde caroteno. Para evitar esto
se recurre primeramente a la utilizacidn de un embudo de separacién
mdés grande, con mayor espesor €n la capa de agua, en la cual puede-
separarse la emulsion antes de que alcance la salida. En casos espe-
ciales se debe lavar mas lentamente que de ordinario. La adicién al
extracto de cantidades algo mayores de éter de petrdleo también pue
de actuar bien. En caso de que se formen emulsiones persistentes --
se pueden remediar, frecuentemente, con la adicién de una solucién-
saturada de sulfato amonico en cantidad de aproximadamente 1/5 del

contenido total de agua.

También se pueden intentar recuperar el pigmento arrastrado con go-

titas de emulsion dejando pasar el agua de salida a través de una capa
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de éter de petroleo en un segundo embudo de separacion, el cual va -
provisto de un tubo de salida en forma de S. Si todas estas medidas-
fracasan, caso raro en los forrajes, no queda otro remedio que libe-
rar el extracto de la acetona por evaperacion, lo cual dicho sea de pa
so s6lo debe realizarse en caso de necesidad puesto que pueden tener

lugar pérdidas de caroteno.

Despues de lavar completamente se cierra el embudo de separacion -
con el tapén, se cierra la llave de paso, se retira el tuboen S, se --

quita de nuevo el tapon y se separa la capa de éter de petrdleo del --

agua dejando salir ésta cuidadosamente.
Aislamiento del caroteno de la solucion de éter de petroleo.

El extracto de éter de petréleo obtenido del modo descrito anterior-
mente se pasa por una columna de absorcic’m) de una mezcla de
Oxido de aluminio sulfato s6dico, vertiendo por la boca del embudo -
de separacién y no por la llave de paso. L.a solucién debe verterse -
cuidadosamente, succionindola lentamente a través de la columna,
El embudo de separacion se lavard dos veces consecutivas con éter -

de petroleo que se hace pasar a través de la columna.

El absorvente debe permanecer siempre cubierto y saturado con la -

solucién, en ninglin caso se succionari aire porgue entonces puede -
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oxidarse el caroteno en cantidad apreciable.

Todos los pigmentos contenidos en el extracto son absorbidos en las
capas superiores de la columna. Cuando halpasado la mayor parte -
del disolvente se utilizara para recoger el caroteno a eludir un reci-
piente aforado preparado al efecto. Para la emulsion se pasan a tra-
vés de la columna de absorcion 10-25 ml de éter de petrdleo con 2%
de acetona. L.a cantidad que de hecho se utiliza serd naturalmente -
aquella que sea necesaria para un lavado completo del caroteno, lo -
que con alguna practica se deduce de las correspondientes zonas de -
1a columna. Si el paso del disolvente se realiza con mucha dificultad
generalmente es debido a que la capa superior se ha tornado compacta
por la accion de la humedad. En este caso se remueve con una pequeila

espitula enwa profundidad de aproximadamente medio centimetro.

t.a columna debe ser lo mis corta posible, pero naturalmente de su-
ficiente longitud para retener con seguridad los pigmentos no carote-
noides. Si al principio no se fija suficientemente el caroteno, es debi=
do a la mayoria de los casos (cuando se usan los absorbentes apropia-
dos) a un iavado incompleto de la acetona. La misma dificultad se pre

senta en materias ricas en grasas.
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Se determina exactamente el volumen de la solucidén recogida en una -
probeta de precisidon. Se agita poco tiempo y cuidadosamente y se mi
de la intensidad del color amarillo en un colorimetro o fotémetro. -
Los valores mds exactos se obtienen cuando la solucidn contiene entre
5,0y 2 mg de caroteno por litro. Las medidas deben realizarse -
lo mas rapidamente posible. Lo mejor es llenar las cubetas utiliza--
das en los aparatos anteriormente mencionados por medio de una pe--
queiia pipeta provista de una pera de goma. Por lo regular se mide -
la extincion y a partir de ella se calcula el contenido en caroteno ----
(siendo conveniente expresarlo en mg /kg ) Para el cdlculo se utili-
za o bien el producto de la extincién medida y un factor standard o se
lee en una curva patron preparada a tal fin. Diremos finalmente que
las causas de los resultados poco satisfactorios radican casi siempre

en desviaciones pequefias o grandes de las normas establecidas y com

probadas.
oOtras peculiaridades del método:

L.os aparatos de la adsorcidén cromatogréifica del caroteno y los pig- -

mentos que le acompaiian deben ser precisos.

Para llenar el tubo de adsorcién se comienza por colocar en el estran

gulamiento del tubo, apretando al mdximo con ayuda de una varilla -
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de vidrio, un tapdn de algodén o tapdn de vidrio. Despues se
introduce el adsorbente (6xido de aluminio y sulfato sédico) con -
arreglo a las instrucciones hasta la altura deseada (normalmente

S cm , pero en casos especiales la longitud de la columna es ma
yor) y no necesita ninguna otra manipulacién. La columna cromato
grafica se puede llenar ridpidamente introduciéndola en el frasco -
que contiene el adsorbente y tomando aproximadamente la cantidad

de sustancia que se precisa,

El adsorbente:” Para el analista lo mas comodo es adquirir en -
el comercio un 6xido de aluminio de marca garantizada, de buena
calidad, especial para cromatografia y mezclarle con un peso ----
igual de sulfato sédico anhidro de grano fino, conservandolo herme
ticamente cerrado. El recipiente que contiene el adsorbente solo
debe abrirse para tomar la cantidad necesaria para llenar los tu-
bos, puesto que el contacto con el aire libre influye sobre la acti

vidad del oxido de aluminio.

‘l'ambién puede prepararse un adsorbente del modo sigulente: Se
separan por medio de un cedazo fino limpio , las particulas -
mds grandes de un lote de hidrdxido de aluminio de grano fino y -

se calienta durante 7 horas a 800% Despues de dejarlo enfriar -
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se valora una muestra del O0xido de aluminio obtenido, con una --

mezcla de caroteno y licopeno. Si la actividad es demasiado gran
de, es decir, el caroteno es fijado con demasiado intensidad se --
puede inactivar dejando el polvo al aire durante un cierto periodo-
y realizando una nueva prueba. Puede obtenerse un preparado me
nos activo, calentando adecuadamente a una temperatura algo maés
baja. EI sulfato sddico anhidro se obtiene desecando a 150°duran

te 12 horas el producto corriente del comercio.

La mezcla del adsorbente, ambos preparados a partes iguales, pue
de ser -contrastada como méis pronto al dia siguiente de la prepa
racién. Para esta comprobacién lo mis adecuado es un extracto -
de cdscara de tomate para cuya preparacion desecada al vacio. En
caso necesario puede usarse como material de partida puré de to-
mate comercial. Para realizar la prueba de calidad se tritura un
poco del material problema con ayuda de cuarzo etc., con éter de
petrdleo y sin adicién de acetona, como indicamos anteriormente -
en la descripcion del método general. Todos los pigrhento's conte
nidos en la solucién de éter de petrdleo deben ser retenidos, ini-
cialmente, en una banda rojiza de un cm. de anchura, préxima al
borde superior de la columna. Se vierte despues el eluyente con-

teniendo 2y, de acetona y se arrastra ligeramente el caroteno en -
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forma de una banda de aproximadamente 2 cm de ancho de color
naranja claro, mientras que la masa de pigmentos, especialmente
el licopeno, permanece préicticamente en su sitio. Si el caroterno
es arrastrado muy rdpidamente y al mismo tiempo el licopeno, se
desplaza ligeramsente hacia abajo, indica que el adsorbente esta de
masiado hiimedo, mientras que si la elucion ‘del caroteno tiene lu-
gar con mas lentidu y dificultad significa que el adsorbente esta -
demasiado seco y por ello demasiadc activo. En este altimo caso
puede corregirse dejando la mezcla adsorbente extendida en capa -
fina 1 o 2 horas sometida a la accidon de la humedad atmosférica. -
En caso de que la actividad sea tan sOlo un poco mas intensa, bas

ta con frecuencia elevar la concentracion de acetona en la solucion

eluyente al 2,5 o 3%,.
Fundamento de la determinacién Optica del carocteno.

LLos aparatos oOpticos de manejo visual, por ejemplo el colorime--
tro de inmercidon de tipo Dubosq, ampliamente difundido, necesi--
tan una solucidon de comparacién. Se uso frecuentemente una solu
cion de 0,0158 g de dicromato sodico en 100 ml de agua. Es-
ta solucidn tiene aproximadamernte la misma intensidad de color --

que 1,0 mg de B-caroteno en un litro de éter de petrdleo. No -




se puede recomendar para determinaciones exactas todos los apa-

ratos Opticos visuales.

El ojo humano es, per principio, poco sensible en el campo de los
tonos del color amarillo. Ademds, las soluciones de dos sustan--
cias de naturaleza distinta no son absolutamente iguales oSpticamen
te, cuando se utiliza luz con otra distribucidon espectral. Incluso-
las variaciones de la luz natural en el transcurso del dia originan
oscilaciones en la cifra de los carotenos. Prescindimos, ademis-
de las diferencias individuales que tienen origen en el ojo del ob--
servador. Es por lo tanto muchisimo mejor utilizar aparatos foto
eléctricos, particularmente el espectrofotdometro, los cuales pueden

operar con la luz estrictamente monocromdtica. Estos deben ser -

considerados como instrumentos absolutos de medida,

Una vez determinada la extincién de la solucién de caroteno y cono
cida la extincion especifica para el caroteno se calcula la concen--
tracion problema a partir del valor obtenido. l.os carotenoides na
turales con accién vitaminica A no son completamente unitarios, -
pero regularmente constan, aproxidamente, del 90% de B-caroteno,
especialmente en aquellas sustancias que como forrajes son para -
nosotros de gran interes. L.a extincién téorica del B-caroteno, pu

ro es 2,550, medida en espesor de capa de 1 cm y concentra----
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cion de g¢ en 1,000 m] de éter de petrdleo, con luz de longi--
tud de onda de 400 milimicras. A pesar de que los otros compo-
nentes de la mezcla natural de carotenos (x-carotenos, 8-carot_g
no, etc.), tienen extinciones que concuerdan sxactamente con esta
se recomienda tomar como base el valor dado para B-caroteno. -
En otro caso debe determinar el analista las constantes para el -
espectofotometro por €l utilizado, usando la solucidén de caroteno-
puro. Para ello existen en el comercic preparadcs cristalizados -
puros, mezcla de B-caroteno (90-95%) con ac-caroteno, que deben
haber sido adquiridos recientemente, caso de que se hayan de utili
zar como standard en la solucidn correspondiente. La concentra--
ciéon maxima es de 8 mg de caroteno en un litro de éter de petrd
leo, puesto que para la determinacion de la extincion especifica o -
para la preparacion de una curva de patrdén, lo mismo que el an&-
lisis, todo radica en una extrema velocidad. Se opera de la si---
guiente manera: se pesan 8 mg de caroteno con la méxima exac
titud en una microbalanza; se disuelven en una pequefia cantidad de
benzol (mucho mejor y mas de prisa que en el éter de petrdleo); -
se lleva la solucién a un matridz aforado de 1 litro con ayuda de -
éter de petroleo de punto de ebullicidén de 80-100° y se afora con

éter de petrdleo. Para mayor seguridad se prepara al mismo ---
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tiempo y de la misma manera una segunda solucion standard. Se
preparan una serie de diluciones de esia solucién standard gque
contenga 4; 2; 1; 0,4 y 0,2 mg de caroteno por litro. Para ---
ello se miden cada vez en un matrdz aforado seco y cuidadosamen
te contrastado (este procedimiento es mucho mis exacto que la uti
tilizacion de una pipeta), 25 .ml v se llevan a otros tantos matra-
ces aforados de distintas capacidades (30, 100, 200, 500 y 1,000 -

ml.)

inmediatamente despues de preparadas las diluciones se llevan a -
cabo las correspondientes mediciones en serie con el instrumento-
cuidadosamente preparado de antemano. En caso de que se utili-
ce un espectrofometro, es ficil, fijar exactamente la longitud de -
onda correspondiente a la méaxima extincién del caroteno utilizado,
que se encuentra hacia 450 milimicras y hacer despues las medicio

nes con esta longitud de onda.
Determinacion de la vitamina A.

l.a vitamina A se encuentra en estado natural solamente en los --
productos animales, sobre todo en los Organos internos. Por ello
muchos alimentos de origen animal (por ejemplo harinas de pesca-

do, harinas de higado y similares) contienen cantidades muy varia-
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bles de vitamina A. En l2 acrualidad es importante el contenido, -
la mayoria de las veces garantizado, en vitamina A de forrajes es
pecialmente ricos en vitamina o vitaminados, en los cuales, a ve-

ces, se debe controlar la concentracion de vitaminas asi como su -

estabilidad,

pPuesto que la vitamina A es mdis sensible a la oxidacion que el ca
roteno se debe tratar el material analitico muy cuidadosamente y -
sin ninguna pérdida de tiempo. Los mejores resultados se obtie--
nen en los casos en que el contenido en vitamina A del material -
a investigar no es demasiado reducidoc. En los productos muy po-

bres en vitamina A los resultados obtenidos son menso exactos.

El principio del método se basa en la conocida reaccion de CARR-
PRICE (una). En los altimos estudios del anilisis es necesario in
cluir cuidadosamente la influencia de la humedad y del 6xigeno. En
todo caso es recomendable llevar a cabo determinaciones de control
con una sustancia cuyo contenido en vitamina A sea conocido. Co-
mo tal sirve el acetato puro de vitamina A, que se expende en el-
mercado en cdpsulas de gelatina (con 2,500 U.1. de vitamina A ca
da una), preparadas por firma HOFFMANN-LA ROCHE, En la de

terminacion de control se colocan una o dos de estas cdpsulas en -
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un pequefio vaso de precipitados con 25 ml de bencina- - - - - -

aproximadane nte (punto de ebullicion alrededor de 10(f), se-
cortan con una tijera de acero inoxidable y se pasa la solucién --

cuantitativamente a un matrdz aforado de 50 ml.
1) Oxido de aluminio (muy activo )

El producto comercial se calcina algunas horas a 500'y se le deja

enfriar sobre pentoxido de fésforo en un desecador de vacio.

2) Eter.

Absolutamente exento de perdxidos y conservado en frascos ambar,

3) Cloroformo.

El cloroformo puro comercial se agita varias veces con agua, se
deseca a continuacién sobre sulfato sddico recientemente calcinado
y se filtra y destila con la mayor rapidez. Se conserva en pre--

sencia de un pogo de oxido de aluminio mwuy activo en frascos de -

color ambar.
4) Solucion de tricloruro de-antimonio.

El tricloruro de antomonio puro comercial se purifica de nuevo --

mediante destilacién en ausencia absoluta de aire y humedad., Se pe
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san rapidamente 23 g de  producto purificado y se disuelve en
100 ml de cloroformo, en caso necesario se calientan con pre--
caucion. El reactivo asi preparado se conserva en frasco ambar-
muy obscuro, en presencia de Oxido de aluminio. Antes de usar-
lo se agitard bien filtrado la cantidad necesaria por un triple fil-

tro de papel absolutamente seco.
Descripcion del método:

De acuerdo con el contenido de vitamina se pesan 10-30 g. del -
producto a valorar, los cuales deberdn contener de 100-300 U. 1.
de vitamina. Paralelamente se efectia un andlisis control en el -
cual se afadird el material analitico una cantidad conocida y exac
tamente medida de vitamina A standard (aproximadamente la canti
dad que se supone contenida en la sustancia problema). Todas las
operaciones deben llevarse a cabo en un cuarto obscuro, o por lo
menos con luez natural muy amortiguada. Se coloca el producto-
problema en un frasco de cierre absolutamente hermético y se agi
ta con éter varias veces y enérgicamente para extraer completa--
mente la vitamina, que es muy liposoluble. La solucién etérea --
de un volumen total de unos 150 ml , se centrifuga brevemente y-
se vierte en un cristalizador de tamafio apropiado. Si se analizan

materiales pobres en grasas se afiaden en este momento de 2-2, 5-
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gr de aceite puro de cacahuet exento de vitaminas. l.os concen-
trados vitaminicos puros en forma oleosa se afladen en la cantidad

correspondiente en el cristalizador,

A continuacién se afiaden 0,5 ml de una solucién alcohdlica al --
10% de hidroquinona y 15 ml de solucién alcohdlica de NaOH re-
Cientemente preparada. Se coloca en un bafio de agua, calentando
a temperatura ligeramente superior a 80°y se burbujea a través -
de la solucidén nitrogeno puro, agitando suavemente de vez en cua:n
do. Pasados 1-15 minutos, cuando se ha evaporado la mayor par
te del alcohol, se aflade oxido de aluminio humedecido (humedad -
12%), y se miden 8 ml. en una probeta de 10 ml , se da vueltas

con una espitula de vidrio y se deja hasta un mdximo de 20 minu-

tos en el bafio de agua hasta evaporacidon total de alcohol.

El residuo pasa cuantitativamente a un tubo de centrifuga que se -
puede cerrar cuidadosamente con un tapdn esmerilado y se agita vi
gorosamente durante un minuto con 25 ml de éter. Se vierte la -
solucion etérea en otro tubo de centrifuga andlogo, sobre 5 ml de
agua saturada con €ter, se agita otra vez vigorosamente y se cen-
trifuga para arrastrar los Gltimos restos jabonosos de la solucién-

etérea. Este tubo de centrifuga va provisto de divisiones exacta--
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mente calibradas para poder controlar los volimenes. Despues -
de que se ha medido el volumen de la solucion etérea se toman -
15 ml. y se llevan a un matridz de destilacion pequefio de cuello-

largc. (100 ml ), se expulsa el aire y se evapora el éter al va--
cfo. Mientras tanto se prepara, para la particidon cromatogrifica,
una columna de Oxido de aluminio (dispositivo del inciso a) carote
no). Esta columna se llena hasta una altura de 10 cin con Oxi-

do de aluminio y se recubre con bencina. El residuo de la evapo
racion, que contiene la vitamina A, se disuelve en 10 ml de ben

cina y se vierte sobre la columna.

Bajo succidn lenta, se lava el matraz cuantitativamente con un to-
tal de 30 ml de bencina. t.a solucién recogida en un matrdz a--
propiado se libera del solvente del modo anteriormente descrito.

Se disuelve cuidadosamente en cloroformo, se pasa la solucién --
cuantitativamente a un matraz de 10 ml., se afora , etc., y -
se utilizan 2 ml para la determinacién clororimétrica. Para ello

se ponen 2 ml en la cubeta del colorimetro v se mezclan rapida

mente con 10 ml de reactivo de tricloruro de anti monio

l.a determinacion colorimétrica o fotométrica de la extincidn se -
debe efectuar en el intérvalo de cinco segundos despues de la ad:

cidn del reactivo, Si se utiliza un espectrofotdmetro o aparato --
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similar se emplea luz de longitud de onda de 610 mpm .

El calculo de los resultados se puede realizar mediante la si---

guiente formula.
b . ¢ - U. I. de vitamina A en 100 gr. del producto

100 problema
(a-b).d

Donde a representa la cantidad hayada en la prueba de adiccion

(problema vitamina A satandard), expresada en unidades interna--

cionales,

b es la cifra correspondiente al problema sin adicion. o es la
cantidad afiadida de vitamina A standard, expresa en U. 1 y d re-

pre senta el peso en gramos.

L.a exactitud del analisis puede deducirse de la pérdida de vitami
na A que tiene lugar durante la realizacion del anilisis. Esta --

perdida debe ser inferior al 7j.

I'rabajando cuidadosamente la magnitud del error es siempre del
orden de _ 5). Puede considerarse que un contenido de U. L. -

por gramo de sustancia problema es el limite minimo que permite

una determinacion segura,
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Para preparar la curva patrdn se miden exactamente cantidades -
crecientes de la solucion standard de vitamina A que contengan de
0 a 50 U. 1. de vitamina A, se evapora el solvente al vacio (en-
caso de ser posible en la cubeta utilizada para la det erminacion-
colorimétrica o fotométrica) y se disuelve el residuo en 2 ml de
cloroforme puio. ‘fras la adicion de 10 ml de solucion-
de tricloruro de antimonio se mide la extincidon en los cinco pri
meros segundos. La solucién de comparacion (el blanco) es una
mezcla de 2 ml de cloroformo con 10 ml de solucion de triclo

ruro de antimonio. Todas las determinaciones de la extincion de

ben repetirse varias veces.

Determinacién de la vitamina D).

Generalmente el contenido de vitamina D de los forrajes y racio--
nes se determina biolégicamente, por ejemplo mediante test con -
con pollos, puesto que todos los métodos fisicoquimicos ca

recen de la sensibilidad suficiente.

Con este procedimiento colorimétrico (fotométrico), que vamos a -
describir, puede determinarse la vitamina D, cuando no esta pre-

sente al mismo tiempo en cantidades apreciables de vitamina A y
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cuando el material a investigar no contenga cantidades excesiva--
mente pequeiias de vitamina D. Pueden emplearse hasta S5g. de
la sustancia a analizar en los cuales vayan, por lo menos, 2,000
U. L. de vitamina ). ‘I'ras la pesada se trata el material con -
20 ml de solucion alcohélica de potasa al 10)% en un matraz de
100 mi se expulsa el aire mediante el paso corriente de N, se
guidamente se calienta durante 15 minutos con refrigerante de re
flujo en un bafio de agua hirviente. Se diluye el contenido del ma
triz con 50 ml de agua. La mezcla se agita por tres veces con
éter de petrdleo puro (punto de bullicién 30-403, empleando la pri
mera vez 60 ml y la segunda y tercera solo 20 ml de cada ---
una, Las soluciones de éter de petrdleo se reunen y se lavan con
agua del modo siguiente: la primera vez con 100 ml de agua --
agitando cuidadosamente por balanceo sin llegar a sacudir y des--
pues otras dos veces, cada una con otros 100 ml de agua, agitan
do por sacudida inicialmente suave y al final intensamente. Des-
pues de desecarla se deposta la solucién de éter de petrdleo en -
un matriaz aforado de 100 ml. Se agita finalmente durante cinco-
minutos con 2 g de sulfato sédico anhidro, calentando al rojo -
previamente. Se filtra inmediatamente y se evapora al vacio a -

40 hasta desecacion una cantidad tal de la solucién que en ella es

tén contenidas unas 1,000 U I, de vitamina D

....... as e
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En caso que ademds de vitamina D estén presentes cantidades con
siderables de impuresas resulta mejor disolver el extracto, tras la
evaporacion, en bencina pura de punto de ebullicion 90-100°U/ puri
ficando mediante separacion cromatogrifica exactamente de la mis-

ma manera que se ha descrito para la vitamina A. La solucidn py

ra de vitamina D se evapora otra vez al vacio hasta desecacion.

Para medir con colorimetro se disuelve e! residuo de la evapora--
cion dn una cantidad tal de cloroformo que 2 ml de la solucién --
contenga unas 400 U.l. de vitamina D. Se pipetean cuidadosamente
2 ml de la solucion floroférmica en la cubeta de medida, afiadien
do riapidamente 10 ml de reactivo tricloruro de antimonio-cloruro
de acetileno y se mide la extincidon 30 segundos despues con la luz
de 500 milimicras de longitud de onda, contra la solucion de com-
paracion de 2ml de cloroformo y 10 ml del reactivo. EI conteni
do de vitamina D se calculard a partir de la extincidn medida sir-

viéndose de una curva patrdn.
'l razado de la curva patron:

Soluciones standard: se disuelven en bencina pura 100 mg. de vita
mina D pura cristalizada (correspondiente a 4,000.000 U.1), y se-
afora en un matrdz aforado de 100 ml. ‘I'al solucion debe emplear

se siempre recién preparada. 1 ml de esta solucién madre contie

70




ne 40,000 U.1. Se diluye progresivamente con bencina utilizan-
do matraces aforados de capacidad adecuada hasta que la dilu--

cion sea tal que 1 ml. de la solucién contenga de 40 a 200 U.1.

de vitamina D.

L.as determinaciones se llevan a cabo de la siguiente manera: se
depositan cinco y diez ml , segin la concentracion de la dilucién
final de vitamina D, directamente en la cubeta de medida calen-
tada a unos 30°y cuidadosamente se evaporan al vacio hasta de-

secacion., El residuo se disuelve despues en 2 ml de clorofor-
mo y se mide la extincidn de la solucion 30 segundos despues de
la adicién rapida de 10 ml de reactivo tricloruro de antimonio-

cloruro de acetilo (igual que se describid anteriormente), con -~
luz de longitud de onda de S00 milimicras. Estas mediciones se
llevan a cabo con concentraciones crecientes de manera que se -
trabaje en cada una de las determinacijones con 200 U.l mis que
en la anterior. E! método tiene un margen de error de aproxi-

madamente 10y,

rara un mejor control de la exactitud puede realizarse, de la -
misma manera que para la vitamina A, una prueba con adicidén-

a la sustancia problema de cantidades conocidas de vitamina D.
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Vitamina E.

Se puede determinar la vitamina E basindose en su capacidad re
ductora, caso de que no esté presente en cantidades excesiva--
mente pequefias. Esta capacidad reductora es propia de todo el
grupo de los tocoferoles, de todos los cuales, sin embargo, en
lo esencial solamente tiene actividad vitaminica el -tocoferol, -
en tanto que la actividad bioldgica de los B, ¥ -, © -, € -, tocofe-
roles y otros es solamente exigua. Por ello en el método que -
se describe a continuacién se aisla el -tocoferol para su deter-
minacidén. Sin embargo, si existe interés en la determinacién de
los tocoferoles totales, por ejemplo para sefialar el poder antioxi

dante, se pueden determinar a continuacion los restantes tocofero

les.

No se puede operar a la luz natural. EI principio del método ra
dica en la reduccién por el tocoferol del cloruro férrico a -

cloruro ferroso,

- 3 , . » 3 . 3
Este Gltimo produce con elw« --o<-- djpiridilo una intensa colora-

cién roja que puede medirse colorimetrica o fotométricamente.

Descripciéon del método:
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Se pesa una cantidad tal de la sustancia a analizar, que la pesa
da contenga por lo menos 1 mg de tocoferol. En el ejemplo que
damos a continuacién se han hecho los cdlculos para una pesada
de 10 g . Si se utilizan cantidades mayores o menores hay que-
modificar de modo proporcional las de liquido a utilizar. El ma
terial problema se trata en un frasco ambar con 100 mg de as-
corbinato sodido, 100 mg de lipasa, 100 mg de clarasa, 100 -
ml de pancreatic substance HOG. Se agitan con 35 ml de agua
destilada caliente (703 y a continuacion se deja reposar durante -
45 minutos a unos 45%en la obscuridad. Seguidamente se afa--
den 6,5 ml de una solucién de amoniaco al 109 y 35 ml de al
cohol etilico puro y se agitan bien. Seguidamente se deja enfriar
hasta la temperatura ambiente y se agita, sacudiendo vigorosamen
te, un 70 ml. de éter puro libre de perdxidos, se trata con 70
ml de éter de petrdleo, se agita brevemente y se deja reposar-
unos 10 minutos hasta separacidon completa de las capas. Se to-
man en este momento 100 ml de la solucién éter-éter de petro-
leo y se lava por dos veces consecutivas en un pequefio embudo -
separador con 10 ml de agua cada una, la cual previamente ha
sido saturada con una mezcla a partes iguales de éter puro y é-

ter de petroleo puro. A continuacidn se preparan dos matraces-
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redondos y ‘en cada uno se depositan exctamente 30 ml del ex-

tracto lavado. A una de los dos soluciones se aiflade una canti-
dad exactamente conocida de -tocoferol, que a groso modo sea -

igual a la que se espera este presente en la sustancia a analizar

(prueba de adicidn).

Se evapora al vacio hasta desecacidén el contenido del matriz y -
el residko se trata con 3 ml de reactivo de tricloruro de anti-

monio. Se deja cinco minutos en reposo y se afiaden 10 ml. de

alcohol, y 10 ml de &cido clorhidrico concentrado puro. Se tra
ta cuidadosamente con 50 mg de cinc puro en polvo, refrigeran-
do para evitar un calentamiento excesivo y se.repite por tres ve
ces la adicion, siempre tras la dilucién del cinc. A continuacién
se vierte la mezcla a un embudo separador de 230 ml , lavando-
el matraz con 30 ml de alcohol puro y despues se agita con --

50 ml de éter puro libre de perdxidos. Despues se ailaden 50 -
ml de éter de petrdleo, se agita y se trata con 50 ml de agua
destilada, despues de lo cual se vuelve a agitar vigorosamente. -
Se deja separar las capas, se toman, midiendo exactamente de -
25 a 75 ml de la solucién de éter-éter de petrdleo, segln cl --
contenido en tocoferol que se espere y se vierten sobre una co--

lumna cromatogrifica, el 6xido de aluminio de 5 cm de altura-

74




empapada en la mezcla de solventes. LEl 6xido de aluminio debe

ser recién humedecido con agua, como en el caso de la determi
naciéon de la vitamina A. A continuaciéon se dejan pasar a tra--
vés de la columna 80 l’l-ll de la mezcla de éter-éter de petrdleo
y se recogen en el filtrado junto con las grasas de tocoferoles -

libres de impuresas
Separacion de la fraccién saponificable.

Kl extracio obtenido se evapora al vacio., EI! residuo se trata --
con 150 mg de ascorbato de sodio y 15 ml de una solucién de-

hidroxido potdsico en metanol recien preparada, despues de lo --

cual se calienta a 60-70 durante 15 minutos sobre el bafio de --
agua, agitando de vez en cuando. Después de dejar de enfriar -
corto tiempo se trasvasa la solucién cuantitativamente a un embu-
do separador de 250 ml sirviéndose de 50 ml de alcohol metili-
co, purificado de la misma manera que el alcohol etilico por des
tilacién con permanganato potdsico e hidréxido potasico. Se deja
enfriar totalmente y se agita vigorosamente con 100 ml de éter
de petrdleo puro. ‘l'ras corto reposo se afiaden 10 ml de agua-
destilada y se agita otra vez fuertemente. Se separa la capa acuo
sa, se vierte la solucion de éter de petrdleo en un segundo embu-

do separador, se lava una vez con 10 ml de agua destilada y, --
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tras separar ésta, otra vez con 10 ml de é4cido clorhidrico nor-

mal.
Determinacion dele-tocoferol,

Se determina exactamente el volumen de la solucién de éter de -
petroleo obtenida y la mitad se deposita en un matrdz redondo y-
se evapora al vacfio. La separacion del <-tocoferol se realiza en
una columna cromatogrifica de 6xido de aluminio humedecido y de
12 cm de altura. Se hace pasar en primer lugar ciclohexano pu
ro recién destilado hasta que la columna este totalmente empapa-
da, se disuelve el residuo de la evaporacion en 200 ml de ciclo
hexano y se vierte la solucion sobre la columna. Se la succiona
a través de la columna del modo ordinario. Seguidamente se lava
con 60 ml de ciclohexano., Despues se hacen pasar 130 ml de
una mexcla de 99 partes en volumen de ciclohexano y una de éter
con lo cual se eluye el «-tocoferol. Esta solucidén se recoge en -
un matrdz frio y se evapora al vacio. EIl residuo se disuelve en
4 ml de alcohol puro, se afiaden por este orden, 0,5 ml de so
lucidn de dipiridilo (0,5 g deec--oc -dipiridilo en 100 ml. de al-
cohol etilico) y 0,5 ml de una solucién alcohdlica de cloruro fé

rrico recién preparado y conservado en la obscuridad. La solu
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cion se vierte inmediatamente en la cubeta destinada a la medi-
cion. Despues de transcurridos exactamente dos minutos ( a -
contar a partir de la adicion del cloruro férrico), se mide la --

extincién con la luz de longitud de onda de 515 m.

El célculo de la concentracidn se realiza con ayuda de una cur-
va patrén, que es de la siguiente manera: Se prepara una solu-
cion standard de vitamina E, depositando 100 ml de DL - &x-toco
ferol puro en un matraz aforado de 100 ml. Se disuelve inme--
ditamente en alcohol puro y se afora... Esta solucién se conser
va guarddndola en elcongelador unos 10 dias. Inmediatamente -
antes de la utilizacidén se realizan en alcohol puro las diluciones
adecuadas. Para la curva patrén se pipetean cantidades conocidas
(de 10 a 200 g ) en un tubo de ensayo, completando hasta un volu
men de 4 ml de alcohol puro. Despues se afiaden de la manera
anteriormente descrita 0,5 ml de solucion de dipiridilo y 0,5 ml
de solucion de cloruro férrico y se mide la extincidn en el foto-

metro.

t.as cantidades de vitamina E leidas en la curva patrdn se expre
san provisionalmente (teniendo en cuenta la marcha analitica) co
mo ug. de vitamina E en un g . de sustancia problema. EIl --

cilculo final se realiza seglin la siguiente formula,

~3
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- mg -~ tocoferol en 100 g. de la sustancia
(b - a)
problema.
siendo as cantidad encontrada de -.ocoferol por g. de sustan-
cia sin adicidn.
b : lo mismo en la prueba de adicion

c= cantidad afiadida de e--tocoferol por g. de sustancia.

Determinacion de los restantes tocoferoles

‘I'ras separacion del = -tocoferol se vierten sobre la columna 80 -
ml de una mezcla de 85 ml de éter de petroleo y 15 ml de -
éter etilico y se recoge el eluido en un recipiente frio. lL.a solu
cién asi obtenida se evapora al vacio, es: el residko en 4 ml de
alcohol puro y se determina fotométreicamente de la manera ya-
descrita, teniendo en cuenta (nicamente que la lectura de la ex--
tinciones se realiza esta vez diez minutos despues de la adicidn-

de la solucion de cloruro férrico.
Vitamina B1 (Tiamina).

Esta determinacion exige, asi como la siguiente de vitamina 82 -

(riboflavina) la utilizacién de un fotémetro de fluorescencia.
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Descripcion del método.

E]l material a analizar debe ser dividido muy finamente y con cuida_
do. Se realizan dos pesadas iguales de, como médximo, 25 g que
no deben contener mis de 0,3 mg de vitamina By, se depositan en
dos vasos de precipitados de 400 ml , y se tratan con 125 ml. de -
dcido sulflirico A una de las muestras se afiade una cantidad-
conocida, lo mejor 0,2 mg de vitamina By pura que ha sido deseca_
da al vacio hasta peso constante duranie dos horas a 65en - - - -
1,000 ml de acido sulflirico , guardiandose la solucidn en un --
frasco ambar en el refrigerador Se conserva bien durante un mes.
Sc agitan los vasos para que se empape bien todo el material, se -
afiade 1 ml de buen aceite de parafina fluido ( D=0,85 ), para evi-
tar la formacidn de espuma y se calienta durante 15 minutos en el
auwtoclave oen una olla exprés a 105 o 1107 La mezcla se arras-
tra con agua destilada a un matraz aforado de 250 ml y se deja -
enfriar con cuidado hasta 45°. Se afiaden ahora 20 ml de una so-
lucidn al 209 de acetato sddico anhidro y después, tras agitar bien,
0,5 g de clarasa dejando reposar el matraz otros 20 minutos en
la obscuridad a 45° Se deja enfriar hasta la temperatura ambien -
te. Setrata otra vez con 20 ml de la solucidn de acetato sddico,

se afora con agua destilada y se filtra. Se desechan ° los prime_

ros 15 ml del filtrado.
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Prueba en blanco para comprobacion de impurezas fluorescentes.

Se toman 10 ml de la solucidn acuosa obtenida en la prueba con adi-
cibn en un vaso de centrifuga y se afiaden unos 25 a 50 mg de piro -
sulfito sGdico pulverizado, Mediante calentamiento durante 15 minu
tos en el baifio de agua hirviendo se destruyen totalmente la vitamina-
By.

Se enfria a la temperatura ambiente y se trata con 3 ml de una solu
cibnde 3 g de bromuro de cianogeno en 100 ml de agua destilada.
Esta. solucidn debe ser manejada con mucho cuidado debido a su - -
gran toxicidad; debe prepararse nueva cada semana, conservindola
bajo cierre hermético en la obscuridad del frigorifico. A continua-
cion se trata con 2 ml de hidroxido sodico al 30% y 15 ml de alco-
hol isobutilico recién destilado, desprovisto de fluorescencia, se agi
ta durante un minuto y se centrifuga a continuacién durante tres minu
tos. Después se llevan 10 ml de la solucibn alcoholica a un matraz
aforado de 25 ml , se afora con alcohol de 96 libre de fluorescen -
cia y se mezcla bien ( solucién A ).

Se tratan 10 ml de cada una de las soluciones problemas con bromu
ro de ctanogeno obteniéndose asi soluciones alcohdlicas para la medi
cidn en el fotdmetro de fluorescencia de la vitamina By ( tiocromo ).
En esta medicidn se determina la fluorescencia de las soluciones ob_

tenidas ajustando el cero del aparato con la solucidn A ( prueba en -

80

...




blanco ), para ver la influencia de las posibles impurezas fluo -
rescentes., A partir de la intensidad de fluorescencia medida en -
las dos pruebas analiticas propiamente dichas se calcula el conte -

nido en vitamina By segim la formula siguiente :

siendo :

a = lectura en la escala del fordmetro de fluorescencia para la mues_

tra con adicidn de vitamina By.

b = lo mismo para la muestra sin adicion.

c = la pesada de la sustancia a analizaren g .

d = la cantidad de vitamina By afiadida en g.

f. Vitamina By ( riboflavina ).

Se pesa la sustancia a analizar finamente dividida, una cantidad tal
( como méximo 25 g ) que contenga 0,3 mg. de vitamina B,. Co-
mo en la determinacitn de vitamina By se utilizan dos vasos de pre_
cipitados de 400 ml" y se mezcla bien la sustancia con 125 ml de-
dcido sulftrico. A una de las muestras se le afladen 0,2 mg -
de riboflavina pura ( prueba de adicidn ). Tras adicidn de 1 ml -
de aceite de parafina puro ( D=0,85 ), se calienta durante 15 minu
tos en el autoclave a 105 -110? se lleva el contenido de os vasos -

de precipitados, lavando con agua destilada, a dos matraces afora_
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dos de 250 ml. Se enfria cuidadosamente hasta 45°y se trata con so-
lucitn de acetato stdico y clarasa del modo descrito para la vitamina

Bi. Tras enfriar a la temperatura ambiente se aiiaden otros 20 ml

de acetato sfdico, se afora con agua destilada y se filtra,

Se toman 50 ml de cada uno de los filtrados, se depositan en bate -
llas para agitacion de 100 ml., afiadiendo en cada una 1ml de acido
sulfrico al 30% y 2 ml’ de solucidén de permanganato de porasio al
3% y se agita durante un minuto.

Inmediatamente a continuacifn se trata con perdxido de hidrdgeno, -
afiadiendo gota a gota, hasta decoloracidon. Después se agita bien la
solucidn con 50 ml de cloroformo y se separa la emulsidn por centri_
fugacidn. Se depositan 20 ml de cada una de las soluciones acuosas
en vasos de centrifuga de tamaro adecuado, se afiade 1 g . de franco
nita para la absorcidn de la riboflavina, se agitan bien, y se centrifu
ga cuidadosamente decatando €l liquido que sobrenada. Si se supone
que el contenido en riboflavina es muy bajo, se puede depositar otra
vez la misma cantidad ( 20 ml ) de la solucifn acuosa sobre la fran
conita wilizada, se agita de nuevo, s€ centrifuga y se decanta. La
franconita sedimentada se agita durante corto tiempo con 20 ml de-
acido sulflirico y se centrifuga de nuevo. Esta solucidn de lava-

do se decanta y se desprecia. A continuacidn se agita bien el sedi -
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mento con 15 ml  en cada caso de hidrdxido sbdico con la finali -
dad de eluir la riboflavina. Se centrifuga bien hasta que la solucifn-
que sobrenada sea clara. Se depositan 10 ml de cada una de las so
luciones claras en los cristalizadores y se irradian durante 6 mi_
nutos con limpara de luz blanca ( Philips 160 watios ), a wna distan-
cia de 25 cm. Después se acidifica con 2 ml de &cido acttico gla -
cial puro y se vierte la solucion en vasos de centrifuga. Se afaden-
a cada uno de los paralelos 15 ml. de cloroformo puro reci®n desti-
lado, ( libre de fluorescencia ), se agita durante 20 segundos y se --
centrifuga 2-3 minutos. Se toma 10 ml de la solucidn cloroférmica
con una pipeta exactamente calibrada, se depositan, en un matraz --
aforado de 25 ml aforado con alcohol de 96 puro y libre de fluores
cencia. A continuacion se mide la fluorescencia ajustando el cero
del instrumento mediante una mezcla de 10 ml del cloroformo utili_
zado y 15 ml de alcohol, E! calculo se realiza aplicando la misma-
formula que en el caso de la vitamina By |

100.d.b. . & ge riboflavina en 100 g- de la sustancia problema.
(a-b) c

IV.- ANALISIS ESPECIALES DE LLOS MACROELEMENTOS
(Ca, Mg, P, K, Na, C1, S)

La extraordinaria importancia del apote mineral suficiente en ia mo_
derna cria animal hace necesario determinar analiticamente les com

ponentes inorganicos que son de significacidon e interés. Nos referi-
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mos especialmente a los siete macroelementos minerales, que repre.
sentan wna fraccidn impoxrtante del cuerpo animal, y de sus productos
y participan al mismo tiempo en proporcidn considerable en el metabo
lismo propiamente dicho. La determinacidn de cenizas brutas por el
método de WEENDE no es en si ninguna medida del contenido en mate_
ria mineral. Se debe més bien determinar por separado los elemen -
tos importantes mediante anélisis especiales. Para ello es frecuente_
mente imprescindible seguir una maxrcha analitica especial. Solo al
gunos macroelementos pueden ser determinados coiljuntamente. Es-
te hecho implica sensiblemente los anélisis de las sustancias minera_

les.
1. - Determinacidn del calcio.

En las cenizas de forrajes habri que contar siempre, para la detex-
minacidn del calcio, con la presencia de otros elementos que origi
nen interferencias, como el acido fosforico, magnesio, hierro y alu
minic. Sucede especialmente &sto cuando, como es frecuente, se de_
be determinar el magnesio después del calcio. El material de pazxti
da es en ambos casos la solucidn de cenizas brutas enlHCl, Sefiala-
mos otra vez que tales soluciones quedan, por ejemplo, tras la de -

terminacidn de cenizas insolubles en Acido, También media e di -

solucidn ( solubilizacidn ) de las cenizas brutas obtenidas, puede
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ahorrar en muchos casos una calcinacion especial de los productos -
con el fin de determinar el calcio o el magnesio. En casode que se
requiera una gran exactitud en los resultados hay que acomodar las
pesadas al contenido de clacio esperando y efectuar la incinefadén
solo con este fin. La determinacidn se puede realizar dentro de --
limites muy amplios en las concentraciones de calcio en la solucidn
problema.

Sin embargo, los mejores resultados se obtienen cuando estén pre-
sentes unos 40 mg de Ca en 50-100 ml de solucidn. Para ello se
calcinan en la mufla de 3-10 g del producto a analizar, segin el -
contenido en calcio. Se arrastran con agua caliente las cenizas a un
vaso de precipitados de 400 ml , se calienta el crisol de calcinacidn
con S ml. aproximadamente, de solucidon de HClal 2% y se arrastra
esta solucidn, también cuantitativamente, al vaso de precipitados.
Despugs se calienta, wnos cinco minutos para que la disolucidn sea-

lo més completa posible y se diluye hasta 50-100 ml. A continua -

n

oy

cidn la solucidn se newtraliza exactamente con sosa pura concentra-

da en precencia de rojo de metilo y se afiaden 2,4 ml de HCLdiluido
all:1 por cada 100 ml. A continuacidn se tratan con 50 ml. de so-
lucién saturada de oxalato aménicoy 10 g de urea ( en forma soli -

da ), y se calienta sobre un hornillo eléctrico, hasta viraje del indi -

cador, para lo cual son precisos unos 15 minuwtos. El precipitado de
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oxalato calcico se sedimenta muy bien., Cuando el liquido que sobre
nada es completamente claro, se¢ filtra y se lava cuidadosamente el
precipitado con agua caliente.

En este momento se lavan repetidamente el filtro y el precipitado con
dcido sulfimrico caliente y después, cuidadosamente , con agua ca -
liente . Para recoger el filtrado lo mejor es usar el vaso utilizado-
para precipitacion. La solucidn se calienta hasta 80°aproximadamen
te y se titula con permanganato de potasio  caliente hasta apari --
¢idn de coloracidn rosa duradera.

1m! de KMnO4 ~orresponde a 0,002004 g . de Ca.

2.- Determinacion del Mg a continuacién del Ca.

a). Como pirofosfato de magnesio

Una vez obtenida la solucidn clorhidrica de cenizas se trata con 10 ml
de solucidn de cloruro férricoal 1% y 10 ml de una solucidn de ace-
tato ambnico al 10%. Seguidamente se calienta y se mantiene algu --
nos minutos en ebullicion. Inmediatamente, caliente aln la solucion,
se filtra y el precipitado se lava bien con agua caliente a la que se le
han afiadido algunas gotas de acetato amdnico. Se calienta €l filtrado
hasta ebullicidn y se precipita con 50-100 m! , segimn el contenido en
calcio, de una solucidn saturada y caliente de oxalato amdnico. Des-
pués de dejarlo reposar un dia se separa por filtracidn el precipitado

de oxalato amodnico. Después de dejarlo reposar un dia se separa --
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por filtracidn el precipitado de oxalato céalcico, se lava cuidadosamen
te con agua caliente y se determina el calcio, si se desea, se puede-
utilizar el procedimiento anteriormente descrito.

El filtrado y €l agua de lavado del oxalato cdlcico se concentran has -
ta 50 ml , se alcaliniza con amoniaco concentrado y s€ precipita en-
caliente, afiadiendo gota a gota 25 ml de una solucidn al 109 de fosfa
to sodico ( NaZHPO4 . 12H,0 ), se deja reposar un dia, se filtra atra_
v€s de un filtro libre de cenizas y se lava con una solucidn al 2, 5% de
amoniaco. El filtro y el precipitado se desecan y a continuacion se -
calcina cuidadosamente, en un crisol tarado, con llama de gas débil.
Después se calienta al rojo intenso durante varias horas por lo menos
a l,OOCﬁ para transformar completamente el precipitado en pirofosfa-
to dé magnesio .

lg de Mg2P207 contiene 0,2184 g de Mg.

b). Determinacidn de calcio y magnesio mediante titulacidén comple -
xOmetrica,

Los procedimientos analiticos que figuran a continuacion son mctodos
ripidos para determinaciones en serie del calcio y magnesio en las --
que no se requieran una extremada exactitud en los resultados. Sin -

embargo, se han utilizado satisfactoriamente para valorar el contenido

mineral en forrajes.
Descripeidn del métado
Dos gramos de heno, o las cantidades correspondientes de cualquier -

87




sustancia a analizar desecada al aire y finamente molida se incineran
en la mufla del modo ya descrito. Las cenizas se disuelven en unos
10 ml de &cido clorhidrico diluido y la solucidn se pesa cuantitativa-
mente a un matraz aforado de 50 ml y se afora .

En un tubo conico de centrifuga se neutralizan 5 ml de la solucidn de
cenizas con NaGH { wilizando rcjo de metilo como indicador ), se
acidifica con algunas gotas de dcido ac€tico glacial y se afiaden 2 ml
de solucidn saturada de oxalato sddico. Se deja reposar durante 6 ho
ras, como minimo, y se centrifuga durante 5 minutos a 3,000 rpm.
decatando cuidadosamente la solucidn sobrenadante. Seguidamente se
hace una suspencion del precipitado en agua destilada, se centrifuga-
y se decanta de nuevo el agua de lavado, afladiendola a la primera de_
cantacién. Esta solucidn es la que se utiliza para la determinacidn-
de magnesio.

A). Determinacidn de calcio,

El precipitado de oxalato cdlcico se disuelve en 5 ml de acido clor -
hidricc . se lleva cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer de ---
250 ml , se trata con 10 ml de solucidén amoniacal , Y se afiaden
como indicador 2-3 gotas de solucidn de rojo metilo. Se titula inme
diatamente en una bureta de presicion con una solucion 0,01 M., de -
titriplez hasta viraje total de rojo a verde., El reconocimiento del pun

to de viraje se facilita si se trata previamente la solucidn con algunos
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mg de titriplex magnésico en polvo. Hacia el final de la titulacién -
se debe proceder lentamente, puesto que las reacciones requieren --
algln tiempo. Un ml de titriplex III 0,01 M corresponde a 0,4 mg
de calcio ( 0,004 g ). En la determinacidn de la actividad hay que
tener en cuenta €l resultado de la prueba en blanco.

Reactivos necesarios :

1. TitriplexIII 0,01 M.

3,721 g de etilendiaminatetracetato-disddico ( merck 8,418 se di-
svelven en un matraz aforado hasta un volumen de un litre conservan
dose en un frasco de vidrio resistente ( Pirex ), o mejor, en wn fras
co de polietileno. La actividad de la solucidn se prueba y determina
mediante titulacidn con soluciones cuyo contenido en calcio sea cono_
cido, las cuales se preparan convenientemente con carbonato de --
calcio.

2. Indicadores ; a) Solucion de 0,2 g de negro exriocromo T, en -
15 ml de trietanolamina, mas 5 ml de etanol. Esta solucidn debe-

prepararse en el momento de usarla. b) Solucion alcohdlica satura-

da de rojo metilo.

B). Determinacidn de magnesio.

La solucidn obtenida en a ) después de precipitacidn del oxalato cal-
cico, mas el agua de lavado, se pasa cuantitativamente a un matraz

Erlenmeyer de 250 ml y se neutraliza exactamente con la solucion-
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de amoniaco , empleando rojo de metilo como indicador. Se afia-
de una punta de cuchillo de sulfuro sbdico ( NayS) y cianuro potdsico
( KON ) y se newraliza de nuevo cuidadosamente con acido clorhidri_
con. A continuacidn, se leva la solucidn a pH 10, mediante la adi -
cion de 10 ml de solucidn de amoniaco  y 5ml de &cido clorhidri_
con, Se afiadende 2 a 3 mg de titriplez magnésico y 2 gotas de so-
lucion de negro de erfocromo més 7 gotas de solucidn de rojo de meti_
lo y se titula inmediatamente son solucidn de titriplex 0,01 M. del --
mismo modoque en a ). 1 ml de titriplexIll 0,01 M equivale a - -
0,243 de magnesio ( 0,000243 g )

3. Fosforo

El f8sforo se encuentra en los organismos ( animales y vegetales ) -
en una serie de compuestos de naturaleza diversa, en parte como pu
ro fosfato inorginico y en gran parte como componente de la meteria
orglnica. A pesar de que casi todos los compuestos contienen como
parte integrante icido ortofosforico, se requiere frecuentemente un
ataque quimico enérgico para transformarle en un o®mpuesto analiza_
ble. Un método irreprochable consiste en la denominada combustidn
por via hiumeda basado en la destruccidn de la materia orgénica con-
oxidantes liquidos fuertes ( Acido nitrico concentrado y dcido percld
rico ), seguida de la determinacidn gravimétrica. En muchos casos,

gobre todo en los forrajes, también se puede determinar el acido fos
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forico tocal tras incineracidn por via seca realizada bajo condicio --
nes especiales. Por lo tanto, describiremos ambos métodos a conti
nuacion.

En caso de que no sea necesaria tanta exactitud analitica y cuando -
se trata de muy pequerias cantidades del producto, la determinacidn
del contenido en fosforo puede también llevarse a cabo colorimétri-
camente o fotomiticamente. Este procedi miento es mucho mas ra-
pido y se puede realizar facilmente en un gran nimero de muestras.
Lo incluimos a continuacién como micromeétodo en el apartado C ).
a). Determinacidon gravimétrica del fosf oro tras calcinacién por --
via himeda.

La determinacidn gravimétrica del fosforo se lleva a cabo del modo
méis conveniente con una cantidad de 10-20 mg de f6sforo por mues_
tra. Teniendo esto presente se realizan las pesadas necesarias re-
feridas a sustancia desecada al aire, que deberan ser: de 2g en €l
caso de forrajes de origen animal, tortas oleaginosas y subproduc -
tos de molineria ricos en fosforo; 5 g en las harinas de cereales
y heno de buena calidad; 10g en henos de mala calidad y patatas

y 20 g enel caso de paja.

La muestra para analizar, desecada y finamente triturada, se pega
enun matraz de fondo plano ( 100-150 ml ), de cuvello muy largo

y ancho. Se afiaden por cada cinco gramos de sustancia, 10 ml de
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agua destilada, 2-3 ml de &cido perclorico concentrado (D=1,5), -
5 ml de 4cido nitrico concentrado (D-1,42 ) y 3-5ml de &cido sul
firico concentrado. Después de mez‘clar cuidadosamente se calienta
con precaucion en un hornilio el€ctrico no demasiado fuerte y la mez_
cla se colorea de obscuro. Una vez consumido el oxidante se aiiade -
( en cada caso ) un poco de &cido nitrico concentrado y se continfia el
ataque lentamente hasta que la solucidn se torne incolora y una vez-
frfa permanezca totalmente incolora. Seguidamente se agregan - -
20 ml de agua y se calienta 10 miautos a ebullicién, para destruir-
el acido nitrosilsulfirico.,

Para determinaciones gravimétricas se emplea el contenido total del
matraz,se pasa €l contenido a otro matraz aforadode S0 ml y se a-
fora, empleandose una parte alicuota de la solucidn de ataque si es-
para microdeterminaciones .

La cantidad de solucidn que se destina a la precipitacion debe tener
un volumen de 50 ml. Se completa la solucion existente o la medida
hasta que aquel volumen con acido nitrico diluido ( D=1,20 ), que con
tenga 30 m! de &cido sulfirico concentrado por litro. La solucidon-
se calienta, en un vaso de precipitados de 250 ml , justamente has-
ta ebullicidn y se le agita suavemente durante algunos minutos. Se
vierten inmediatamente sobre la solucidon 50 ml ( medidos con pro

beta ) del reactivo sulfo-molidico, se esperan unos minuos, sC¢ i-
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gita vigorosamente durante medio minuto y después de vez en cuando

con una varilla & vidrio.

Se deja en reposo durante una noche, se filtra el precipitado a través
de un crisol filtrante de vidrio, previamente tarado o d¢ un crisol fil
trante de porcelana y se lava, por lo menos cinco veces, con una so_
lucidn al 2% de nitrato amonico. Después se elimina el liquido por-
succidn lo mas completamente posible, se cambia el Kitasato y se la_
va tres veces, succionando cuidadosamente en cada una de ellas, con
acetona, absolutamente pura libre de agua, amoniaco, aldehidos. Se
succiona de nuevo hasta que el precipitado quede completamente seco,
en un desecador en €l que se hace un fuerte vacio. A continuacion se
pesa inmediatamente,

Un gramo de precipitado contiene 0,01438 g de fosforo.
Preparacion del reactivo sulfo-molibdico

( Las cantidades que figuran a continuacidén se refieren a un litro de-
reactivo ). Agitando enérgicamente se diruelven 50 g de sulfato a-
radnico en 450 ml de Acido nitrico concentrado ( D=1,4 ). De la mis_
ma manera se disuelven 150 g de molibdato amdnico en 400 ml de
agua hirviendo. Después de dejar enfriar hasta temperatura ambien_
te, se vierte la segunda solucidn a chorro sobre la primera agitando
suavemente, sc completa hasta un litro y se mezcla bie, pasados dos

dias se filtra el reactivo y se conserva en un frasco ambar en lugar




fresco y obscuro.

b). Micrométodo con determinacidn colorimetrica o forométrica del-
iosioro.

Los valores obtenidos son més exactos cuando se emplea, para la --
formaciondel color, una cantidad de 0,1 mg’ de fosforo en'25 ml del
volumen final. Han de tomarse, por lotanto, las cantidades alicuctas
correspondientes de las soluciones de cenizas preparadas segin a ).
Las pipetas utilizadas para las medidas deberan estar calibradas con
la misxima exactitud. En el caso de materiales ricos en fosforo es
con frecuencia conveniente realizar una nueva dilucidn. Ademais la-
golucion utilizada para el andlisis debe ser neutralizada exactamente
en presencia de fenolftaleina ( dicha neutralizacidon puede realizarse-
con mayor comodidad en la dilucién intermedia sefialada ).

Para el anélisis foromé&trico se pipetean a continuacidn en un matraz
aforado de 25 ml ; 5, 10 0 20 ml , segin el contenido en fosforo, Se
afiaden primeramente 1 ml de dcido molibdico y a continuacion 1 mi
de solucidn de hidroquinona y se deja durante cinco minutos agitando
suavemente de vez en cuando . En este momento se afiade a cada ma
traz 1 ml de solucidn carbonato-sulfito sddico y se afara con agua.
Pasados unos 5-10 minutos se puede medir en el fordmetro. La can-
tidad de fésforo presente se calcula con ayuda de una curva patron,

que se obtiene tratando del modo descrito cantidades exactamente -
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medidas de una solucidn standard.

Reactivos :

1. Solucidn de acido molibdico; se disuvelven 10 g. de molibdato -
amonicoen 200 ml de HZSO 4 , calentando ligeramente y filtrando
en caso necesario.

2. Solucidn de hidroquinona : sedisuelven 2 g de hidroquinona en
agua, se completa 100 ml vy tras afiadir 0,1 ml de HZSO 4 concentra
do se conserva en un frasco ambar,

3. Solucidn de carbonato sulfito-sodico :

a). Se disuelven 200 g de carbonato sddico con agua, €n un volu -
men de un litro.

b). Se disuelven 200 g de sulfito sddico con agua, €n un volumen de
un litro.

En el momento de usarlos se mezclan dos partes de la solucion a ) --
con una parte de la solucion b ). Debe conservarse la solucidn bien -
cerraday prepararla de nuevo cada dos semanas aproximadamente,
4, Solucidn standard de fosforo :de disuvelven 4,386 g de fosfato -
monosddico seco en un matraz aforado de 1.000 ml., Esta solucion -
base contiene 1 mg de fosforo por ml. Para utilizarla se diluyen -
25 ml hasta 500 en un matraz aforado. Antes de aforar se aifiaden --

unos cuantos ml de acido sulflrico concentrado puro.
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4, Potasio

La exactitud del analisis no depende de una determinacion exacta de

" K " en la solucidn analitica, pero se obtienen los mejores resultados
calcinando suficiente material para que en cada determinacidn se tra_
baje con 30-40 mg de K. Para cada mg e K se precisan alrededor
de 0.5 ml del reactivocde precipitacion. Se calcinan totalmente a --
550° y con el mayor cuidado la cantidad correspondiente de sustan_
cias a analizar, se lavan varias veces las cenizas con agua bidestila
da hirviente, se filtra en un vaso de precipitados de 250 ml y en caso
necesario se diluye hasta un volumen de 100 ml. A continuacidn se -
acidula débilmente con 4cido acéti co, se afiaden dos gotas de una so-
lucion 0.2  de AICl, se calienta hasta unos’70°C y se afiaden, agi -
tando continuamente 20 ml de una solucidn de " kalignost " preparado
con arreglo a las prescripciones . Se deja enfriar, se filtra el pre-
cipitado a través de un filtro de porcelana porosa tarado, se lava con
agua débilmente acidulada con acido acético y se deseca en la estufa-
a 1208, El peso constante se alcanza ripidamente (1/2-1 hora ).

1 g de precipitado contiene aproximadamente 0,1091 g de K,
Preparacion del reactivo de precipitacién : Se disuelven en un litro -
de agua bidestilada 34.2 g de "kalignost" ( tetrafenilborosodio ), se -

afiaden a la solucidn cinco gotas de una solucién 0.2 N de AICl,, y al-

3
rededor de 1 ml de una solucidn al 1% de LiCl, se deja en reposo --
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hasta el dia siguiente. Se filtra a través de un filtro de pliegues y se
conserva la solucion en un frasco de polietileno, Se puede conservar
durante algunas semanas.

5. Determinacidn de Sodio.

El método que vamos a describir sdlo es wtilizable cuando la sustan -
cia problema no contiene cantidades elevadas de potasio, Si existe un
exceso de potasio los valores que se obtienen para €l sodio son dema-
siados altos y por lo tanto errdneos. El nivel maximo de potasio tole
rable corresponde a una concentracion de 20 mg de potasio en 1 ml
en la solucidn analitica obtenida con arreglo a las indicaciones que se
describen seguidamente., Por lo tanto por este procedimiento se puede
determinar el sodio en los productos de origen animal. En todas las
demas sustancias debe conocerse de antemano €l contenido en potasio,
caso de que estén presentes cantidades altas de potasio y sin embargo
sea necesario un analisis gravimetrico exacto del sodio hay que elimi
nar el potasio como perclarato segin el método descrito.

Para cada determinacidn se necesita la precencia de 1-8 mg de Na --
por 1 ml de la solucidn. Esta concentracion se obtiene al calcinar en
una casula de platino a 550°C como médximo, 30 gramos de la sustan-
cia problema desecada al aire. Las cenizas se hierven varias veces
con agua destilada, el residuo se filtra y se lva con agua, el filtrado

se concentra hasta alrededor de S mly se afora en un matraz pequefio
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de 10 mlJ

" Nota importante " : En el caso de materiales ricos en fosforos y -
pobres en calcio, esto es, todas las sustancias con excepcidn de la -
hierva verde y el heno, la cantidad pesada de mezcla antes de la calci_
nacion con 1-2 g de hidroxido de calcio finamente pulverizado - - - -
(Ca (OH )y, p.a, ).

De la solucibn obtenida se pipetea 1 ml en un vaso de precipitados de

50 ml. Se mezcla con 10 ml del reactivo, se succiona fuertemente ca

da vez y se lava todavia cinco veces mas con solucidn alcohdlica , por
iltimo, varias veces con éter puro. Después se pasa aire mediante -
succidn el tiempo necesario para que desaparezca el éter totalmente,
Seguidamente se guarda el crisol en el desecador durante algunas ho
ras y se pesa,

1 g. del precipitado contiene 0.01495 g. de Na.

Reactivos.

Se tratan 10 g de acetato de uranilo con 6 g de acido acético al 309 -
y calentando se disuelven en una cantidad tal de agua que resulten ---
65 g de solucion. De igual modo se disuelven 30 g de acetato de --
cinc con 3 g de acido acético al 30% y agua hasta 65 g. Se mezclan -
a continuacién ambas soluciones, se filtra después de 24 horas y se

conserva en un frasco de polietileno.
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Soluciodn de lavado

Alcohol al 96% saturado con acetato de uranilo cincico-sbddico.
Recuperacidn del acetato de uranilo : Se reunirfn los precipitados de

de valorar el sodio ; a partir de los filtrados se precipitan las cantida_
des restantes del reactivo con exceso de solucidon de NaCl. Se diswelve

el material asi obtenido en HCI diluido, se evapora hasta desecaciGn en
una cipsula de porcelana y se elimina la mayor parte del cinc en forma
de cloruro de cinc, por sublimacidn, a 600°C,

El residuo obscuro se disuelve en acido nitrico y se precipita con amo -
niaco, 'este proceso se repite, se procede luego a una doble disolucidn

y precipitacion en acido acético al 300} y amoniaco. El precipitado fi -
nal obtenido se disuelve en la cantidad estrictamente necesaria de dcido
ac€tico y la solucidn se concentra fuertemente al vacio; de este modo -~
cristaliza la mayor parte del acetato de uranilo. La solucidn madre que
queda se emplea en las nuevas determinaciones. Se puede tambi€n eva-
porar hasta desecacion total y emplear el residuo sin més como mate -
rial de partida para la precipitacion de nuevo reactivo de precipitacion.
Determinacioén de patasio y sodio, por fotometria de llama.

a). Se incineran en la mufla del modo ya descrito, 2 g de heno o las can
tidades correspondientes de otro material analitico; las cenizas se disuel-
ven en un poco de agua, méas de 5 ml de acido clorhidrico concentrado y se

afora en un matraz aforado de 100 ml. Esta solucidn se mide en un foto -
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metro de lama, para lo cual se valora la medicion del galvandmetro
con ayuda de una curva patron,

Trazado de la curva patron.

En un matraz de 100 ml se ponen 0.9534 g de cloruro de potasio ( para
anilisis ) mas 5 ml de &cido clorhidrico concentrado y se afora con a-
gua. Un mililitro de esta solucién standard contiene 5 mg de pcrasio.

Se prepara una serie de matracesde 100 mlconl, 3, 5, 7, 10, 12y

15 ml de la solucidn standard y en cada caso con 2 ml de dcido clorhi:
drico 6 N aforando con agua; se mezclan bien y se determina el giro -
( o desviacidn ) del galvandmetro en el focdmetro de llama, con una --

longitud de onda de 767 milimicras o empleando un filtro correspondien

te.

b), Determinacidn de potasio y sodio.

Se incineran del modo descrito anteriormente en : a) 2 gr de heno o -
la cantidad correspondiente de otro material analitico y las cenizas se
disuelven en acido clorhidrico. La solucidn se trata en un vaso de --
precipitados de 250 ml con 20 ml de agua y 5 ml de solucidn al 209, -
de acetato de amonio, se calienta hasta ebullicidn y se deja reposar -

dos horas a temperatura ambiente,

A continuacidn se filtra a través de un filtro duro libre de cenizas, en
matraz aforado de 100 m1l se lava cuidadosamente el vaso y el precipi_

tado con 10 ml en tatal de solucion diluida de oxalato de amonio.,
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( Dos partes de solucidn saturada en 100 partes de agua ), se afiaden
al matraz 5 ml de Acido clorhidrico 6N y se afora. Después de homo
geneizar cuidadosamente se determina la desviacion galvanométrica-
en el fotdmetro de llama, para el potasio como en a ) y para el sodio
con una longitud de onda de 598 milimicras o el filtro correspondien-
te,

El contenido en sodio se determina mediante comparacifn con curva-
patrdn, que se prepara con soluciones de contenido conocido de pota-
sioy sodio.

Ademéis de la solucidn standard de potasio que figura en a ) se utiliza
una solucidn standard de sodio de la siguiente composicidn :

0.5084 g de cloruro de sodio se disuelven en agua en un matraz afora_
do de 1,000 ml y se completa hasta aforar 1 ml de esta solucion stan-
dard contiene 0.2 mg de sodio.

Las desviaciones galvanométricas obtenidas para el sodio son influen
ciadas por €l contenido variable de potasio en la solucidn analitica --
( por lo menos en las mediciones en el espectrofotdmetro ) con una -
fuerte reduccidn de las longitudes de onda medidas, La influencia es
todavia mis fuerte utilizando fotémetros ordinarios que permiten el-
paso de una gama mayor de longitudes de onda.

Debén prepararse, por tanto, una serie de curvas patrone€s con solu-
ciones de contenido variable de potasio y sodio. Para ello se necesi-

tan ocho series de cada una de ellas en cuatro matraces af orados, --
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de 100 ml ( en total, por tanto, 32 matraces ). Cada cuatro matra -
ces sirven para la determinacidon de una curva patrdn. A continua -
cidn a cada uno de los cuatro primeros matraces se afladen por el si_
guiente orden :

1 ml de solucidn standard de potasio, 5 ml de solucidn saturada de -
oxalato de amonio, 5 ml de solucidn de acetato de amonio al 20%, --
10 ml de solucidn diluida de oxalato de amonio y 5 ml de 4cido clor-
hidrico 6N. En el primero de los matraces se aiiaden después - - -
0.5mlenel 2 afora 3.0;enel 36,0y enel4 10.0mlde solucidn -
standard de sodio. Se afora con agua, se mezcla bien y se determi -
na la desviacidn galvanométrica ; para el sodio en el fotdmetro de --
1lama empleando una longitud de onda 589 milimicras o el filtro co -
rrespondiente,

Esta serie de mediciones proporciona la primera curva patrdn. Se-
trazan otras curvas patrdn para las cantidades anteriormente dadas
de solucidn standard de sodio ( 0.5; 3.0; 6.0y 10,0 ml ),con cuatro
matraces cada vez, que contengan 2 ml; 3ml; 4 ml; 5ml; 6 ml; 7mly
8 ml de la solucidn standard de potasio.

Partiendo de 2 g de material analitico, las cantidades wilizadas de -
patasio corresponden a una concentracidon de 0,5%; 1%; 1.5%;2%; --

2.5%; 3%; 3.5% y 4% de potasio, en el alimento. Puede, por lo tanto,
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decidirse tras las determinaciones del potasio, que curva patrdn debe
tomarse para la lectura del contenido en sodio.

7. Determinacidn del cloro en forrajes.

El contenido en cloro de forrajes puede oscilar entre 1 y S0 gen -
1.000 g de sustancia seca.’ La pesada del material analitico, deseca
do al aire y finamente triturado, oscila entre 20 y 30 g en sustancias
pobres de cloro ( granos de cercales y pajas ), de 5-10 g en materia_
les de un contenido medio en cloro ( buen heno de prado, -hiexrva ver-
de, etc. ), y de 1-3 g para materiales ricos en cloro ( hojas de remo.
lacha azucarera, hoja de remolacha forrajera, harinas de pescado sa_
ladas, leche desecada ).

La muestra pesada se mezcla en e] mortero con un exceso de carbo
nato de sodio libre de agua, se pasa cuantitativamente a un crisol de
platino o niquel y se recubre con una capa de carbonato de sodio pu-
ro. Se calcina completamente en la mufla a 550-660°C. EIl conteni-
do del crisol se arrastra con agua a un vaso de precipitados, se afia_
de tal cantidad de agua que todos los componentes solubles queden -
bien disueltos y se neutraliza con acido nitrico al 25% . En la solu
cidn asi obtenida se determina a continuacién el cloro mediante titu
lacidn con nitrato de plata. y sulfocianuro de amonio segin

el método de Volhard.
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1 ml de la solucién N corresponde a 0,003546 g de Cl.

8. Azufre.

El azufre se presenta en los forrajes en diversas formas; unas veces
como sulfato inorginico, otras veces en uniones organicas en cuyo -
caso podemos encontrar diferentes posibilidades. ILa mayor parte -
del azufre en forma orgénica se encuentra en la proteina. Esta .for-
ma predomina de tal manera que puede considerarse como azufre pro
tefco la diferencia entre el azufre total y el azufre en forma de sulfato.
La determinacidn del azufre en forma de sulfato es muy sencilld, Se
realiza segin la forma clasica en un extracto acuoso de dos forrajes
tras precipitacidn de las proteincas por transformacion de sulfato de
bario. Por el contratio la determinacion de azufre total es dificil por
que se hace necesario un ataque muy intenso para transformar el azu
fre orginico en una forma umitaria facilmente analizada, Para ello -
s& emplean tanto €l ataque oxidante como el reductor. La determina_
cion del azufre total por reduccidn a sulfuro es la mejor, es decir, -
la forma maés rapida y exacta, siendo necesario mucho material por

lo tanto resultando incosteable.

104




V. ANALISIS ESPECIALES DE METALES PESADOS.

La significacidn de éstos elementos minerales, que se presentan en
concentraciones relativamente escasas, es cada dia més sobresalien
te, habida cuenta de su significacion bioldgica y de su modo de accidn
en el organismo vivo, Un andlisis de los metales pesados en forra
jes solo es de interés cuando se presentan enfermedades carencia -
les que pueden prevenirse o curarse mediante una alimentaciOn ade
cuada. En los andlisis ordinarios, generalmente, solo se determi-
nan alguno de los numerosos elementos posibles dada su significa -
cidn bidlogica especifica. Los andlisis mis frecuentemente necesa
rios son los de hierro, manganeso, cobre, cobalto, en tanto que el
problema de la determinacidn de zinc, yodo y molibdeno solo se pre_
senta ne casos aislados. La concentracidn de los citados elementos
es muy variable y los métodos de su determinacidn de muy diversa-
sensibilidad. Para la determinacidn analitica exacta del cobalto, que
s€ encuentra en muy pequeiia concentracién, es preciso tratar una
cantidad relativamente grande de forraje, en tanto, que en el caso del
hierro y del manganeso, por ejemplo, son suficientes cantidades mu-
cho menores del producto a analizar.

Dado el inter€s que generalmente existe por la determinacidn conjun-
ta de cobre y cobalto describiremos una marcha analitica con la que-

puedan analizarse todos ellos paralelamente,
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La pesada total del producto problema se hace ¢n rclacidn con el Co,
por que es el elemento que se presenta en la concentracidn méis baja.
Si se quiere determinar (micamente Fe o Mn se opera del mismo mo_
do pero cantidades més pequefias del producto. Este extremo se indi_
cara en particular, para cada uno de los mé&todos que a continuacion-
se describen. En cada caso concreto €s conveniente conocer ( con -
ayuda de las tablas correspondientes ) las concentraciones de elemen
tos que existen en un forraje, para que, en funcidon de ello, podamos
determinar la cantidad de producto a utilizar,

Todos los reactivos usados en la determinacion de los elementos -
deben ser absolutamente puros. El agua (y en caso necesario el aci_
do nitrico y el amonidco) serd recientemente destilada . Todos los-
recipientes e instrumentos de porcelana y vidrio deben limpiarse con
Acido nitrico caliente y agua.

Determinacion de Fe, Mn, Cuy Co .

Incineracion del producto y preparacion de la solucion de cenizas :
Una cantidad apropiada del producto finamente molido y desecado al-
aire ( para heno por ejemplo, 50 g ) se calcina en una cipsula de por
celana, cuarzo o jplatino a 500°C en la mufla. Las cenizas se humede_
cen con agua y con 15 ml de HCl al 20% y se calientan en bafio de agua
hasta disolucidn completa.

Cuando se forman grandes cantidades de residuo insoluble en acido,

lo més correscto es filtrar este regiduo y lavarlo cuantitativamente.
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El filtrado y el agua de lavado se deben concentrar al bafio maria --

hasta que se pueda pasar la solucidn a un matraz aforado de 50 ml.

1. Determinacion del Hierro.

a). Caso de que el producto tenga un contenido elevado en Fe,

Del matraz aforado de 50 ml que contiene la solucidon de cenizas pre_
paradas por el mé€todo descrito, se toman 2 ml y se diluyen, aproxi_
madamente con 10 m! de agua, en un matraz aforado de 25 ml. En
caso de que en el producto se vaya a determinar solo Fe, se calci-
na del modo anteriormente descrito 2 g del producto a analizar, se
diluyen las cenizas segin las instrucciones y se arrastran, con --

10 ml de agua en total, al matraz aforado de 25 ml. Se tratan con-
unas gotas de agua oxigenada al 30%, se hierve durante unos minutos,
se deja enfriar a temperatura ambiente, se afiaden 2.5 ml de HCl con_
centrado y 2.5 ml de solucidn de sulfocianuro de amonio al 10%, se
afora y se agita cuidadosamente .

La coloraci6n rojo obtenida se mide en el fotdmetro con luz de longi
tud de onda de 250 mili micras y se calcula la concentracidn con --
ayuda de una curva patrdon., Para obtener los valores de la curva pa_
tron se prepara, por pesada rigurosa, una solucion de cloruro férri_
co HC1 2 N, que contenga 1 mg de Fe por ml, a partir de esta solu-

cidn base se preparan las soluciones standard mediante diluccion --

con HCI2N,
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b). Caso de que el producto contenga muy poco Fe.

Hay que separar completamente de la solucidn de cenizas el acido - -
clorhidrico y el silicico. La solucidn clorhidrica de cenizas, proce-
dente de 5 g del producto a analizar, se calienta cuidadosamente con
5 ml de acido sulflirico al 25% en bafio de arena, en una capsula de -
porcelana o cuarzo, hasta la aparicidn de vapores sulfliricos. Se re_
coge el residuo cuidadosamente, una vez que ha sido enfriadoen a -
gua, se pasa a un matraz aforado de 25 ml, se lava y se afora el filtra
do con agua.

Se toma 1 ml de la solucidn obtenida ( que corresponde a 0.2 g de pro_
ducto ), se pasa a un matraz aforado de 25 ml y se neutraliza con hi -
drdxido de sodio 2N, empleando fenol ftaleina como indicador. Se a-
fladen 2 ml de ama solucion de &cido sulfuroso al 5-6% y a continua --
cién 1 ml de otra solucidn de 1 g de dipiridil en 100 ml de HC1 10N;
se agita, se afora coun agua, se agita de nuevo y se deja reposar una -
hora. Después se mide la coloracidn roja en el espectrofotdmetro --
con luz de longitud de onda de 490 milimicras. La valoracion se rea
liza con ayuda de una curva patrdn, que se traza con una solucidon --
standard, para lo cual se diluyen hasta g de sulfato ferroso-

de amonio para andlisis en HySOy 1IN, 1 ml de esta solucidn contiene

0.1 mg de Fe.
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Se diluye sucesivamente y se construye la curva patrdn con cantida -
des que oscilan entre 0.025 mg v 0.1 my de Fe,

2, Determinacién del Manganeso.

a). En alimentos de origen vegetal,

Segin el contenido en Mn se precisan para una determinacidn 2-5 g -
de sustancia problema. De la solucidn de cenizas ya preparada para
determinar minerales se toma con una pipeta la cantidad correspon -
diente, o bien, en casos especiales, se calcina de 2-3 g de sustancia
en un crisol de porcelana o en una cipsula de calcinacion. Se afaden
a la solucidn o a las cenizas brutas 2 ml de acido fosforico concentra
do y se calienta en bafio de aire o en un hornillo eléctrico hasta elimj_
nacion total de HCI.

Si existen grandes cantidades de cenizas insolubles en acido ( arena -
y arcilla ), es conveniente realizar otro tratamiente., Las cenizas --
brutas se calientan en bafio maria con un poco de agua y 2 ml de &ci-
do fosfGrico concentrado, después se filtran cuantitativamente a tra-
v€s de wn pequeiio filtro libre de cenizas.

El filtrado y el agua de lavado se calientan al vapor en una clpsula -
de porcelana, hasta evaporacion total del agua y seguido se calenta_

ri, como se ha descrito anteriormente, hasta eliminacidn total de -

HCl.
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El residuo asi obtenido se diluye en una pequeiia cantidad de agua, -
se arrastra a un matraz aforado de 25 ml y se afiade 1 ml de solu -
cion de nitrato de plata al 5% y 2 g de persulfato de potasio. A con-
tinuacion se calienta durante 30 minutos a bafio maria y después de -
dejar enfriar a temperatura ambiente, se afora y se mide la intensi_
dad de color del permanganato formado. En caso de que la solucidn
no esté del todo clara se centrifuga brevemente en un tubo limpio y
seco, utilizando inmediatamente la solucidn clarificada para la de -
terminacidn colorimétrica o fotométrica.

La medicion se realiza a la longitud de onda de 530 milimicras.

La valoracién de las mediciones se hace con ayuda de una curva pa-
tron, que se obtiene tratando una cantidad exactamente medida de so
lucion standard de sulfato de manganeso, de la misma manera que -
se hizo para el anilisis.

La utilizacidn del permanganato pocdsico no es aconsejable,
Preparacion de la solucidn standard,

Se deseca cuidadosamente a 200-250°C sulfato de manganeso puro -
hasta peso constante. Después se disuvelven en agua destilada, den
tro de un matraz aforado de 1.000 ml, 0.2749 g de la saly se afora.
1 ml de esta solucidn standard contiene 0,1 mg de manganeso.,

b). En alimentos de origen animal.

El manganeso se encuentra en €l organismo animal en cantidades mu_

cho mfs pequefias que en los vegetales, Para anflisis es necesario -
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cantidades mucho mayores del producto a fin de obtener la cantidad -
de 0,05 mg de manganeso que es necesario para una determinacion,
Ademéis la marcha analitica debe modificarse ligeramente. Es ne -
cesario limpiar cuidadosamente todo el instrumental con HCI diluido
(1:4)caliente y después aclarar con agua pura destilada.

25 g de la sustancia a analizar desecada al aire y finamente triturada
( 50 g en caso de material muy pobre en manganeso ), s€ caicinan €n
una capsula de porcelana a 550-600°C. Las cenizas se calientan - -
25 minuwros a bafio maria con 25 ml de &cido fosfdrico concentrado -
(D=1.70) analiticamente puro, y con 30 ml de agua destilada. Des_
pués de enfriar se filtra, a través de un filtro lo mas pequefio posi -
ble exento de cenizas, se pasa a un matraz aforado de 50 mly se la-
va cuantitativamente evitando emplear cantidades excesivas de agua.
Seguidamente se arfiaden unos 0,3 g de peryodato de potasio y se ca -
lienta el matraz 30 minutos a bafio maria hirviendo hasta aparicidn-
completa del color del permanganato.

Despu€s & enfriar se afora y se mide la intensidad de color de la SO

lucidon colorimétricamente, frente a muestras standard de contenido

conocido en manganeso ( que fueron preparadas de la misma manera ),

o fotométricamente con luz de longitud de onda de 530 milimicras.
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En el caso de cantidades muy grandes de cenizas, que en determina -

das circunstancias pueden dar lugar a precipitados salinos, alen -
friar el extracto, se concentra la solucién obtenida hasta aproximada_
mente 20 ml se deja enfriar, se decanta el precipitado obtenido, se -
lava con pequeiias cantidades de agua y se trata de la manera anterior
mente descrita,

3. Determinacion de cobre.

La solucidn de cenizas obtenidas a partir de 10 g del producto problema
se mezcla bien, en un embudo de separacion de 150 ml, con 10 ml de
agua mas 1 ml de uma solucidn saturada de NasPO4 mas 4 ml de solu-
cidn de citrato de sodio ( S00 g de citrato de sodio neutro en un litro-
de agua ) y algunas gotas de fenolftaleina. Se afiaden ademis 4 ml de }
amonidco concentrado, 1 ml de una solucion de 1 g de dietilditiocar
bamato sddico en 100 ml de una solucidn de NaOH 100N y 15 ml de --
toluol, agitando vigorosamente durante varios minutos. A continua -
cidn se afiaden 10 ml de NaOH N, se agita otra vez enérgicamente --
durante 5 minutos, se deja reposar cuidadosamente, se separa la so-
lucidn de toluol y se mide espectofotométricamente a 430 milimicras.,
Los valores para comparacion se obtienen con una solucidn standar -
de sulfato de cobre. Se disolverad sulfato de cobre cristalizado en --
H,804 N . La concentracidn de cobre se valora electroliticamente

y se prepara la solucidn seguidamente de manera que contenga - - -
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0.1 mg de Cu por ml .

4., Determinacidn de Cobalto,

Aproximadamente son necesarios para cada determinacién de 10-20
microgramos de cobalto ( 30 microgramos como maximo ), Se inci-
nera una cantidad adecuada del producto a analizar segin descrita an_
teriormente, se diluye en HCI se lleva a un volumen de 50 ml. Se --
mide exactamente la cantidad de solucic‘)ﬂ correspondiente al conteni-
do en cobalto y se deposita en un matraz Exrlenmeyer de 250 ml con-
tapdn esmerilado, se afiade 1 ml de 4cido nitrico concentrado - - - -
(D=1.4 ) y la cantidad de agua necesaria para que el volumen total -
sea de 5-75 ml . Después se calienta hasta ebullicidén y se anaden -
inmediatamente al mismo tiempo que se agita suavemente, 10 ml de
solucion alcalina caliente de citrato de sodio ( 500 g de citrato de so
dio neutro méas 20 g de hidrdxido de sodio disueltos en un-.l.it‘ro') ¥y o=
30 ml de solucidn caliente de acetato de sodio ( 500 g de acetato de -
sodio cristalizado disveltos en un litro ). Después de mezclar cuida
dosamente se trata con 1 ml de una solucion de - nitroso - naftol -

( 1 g de sustancia disuelta en 100 ml de dcido acético gacial ) y se de_
ja reposar 10 minutos. A continuacion se afladen, agitando fuerte y
constantemente, 20 ml de toluol y se deja enfriar. En este momento
se pasa la solucidn cuantitativamente a un embudo de separacidn de -

200 ml, se agita mecanicamente durante cinco minutos. Se dejan s¢

parar las capas y se elimina la capa acuosa. A continuacidon se lavan
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el tapdn y la pared del embudo scparador con un poco de agua destila

da. La solucidn de toluol se agita todavia dos veces méas, una a con-
tinuacion de atra y cada vez durante cinco minutos, con 15 mlde - -
NaOH 2 N, elimin ando después la solucion de hidrdxido de sodio.
La solucidn de toluol de color rojo palido a rojo rubi se mide en el -
espectrofoctdmetro en una longitud de onda de 530 mi]imicrés yenca
pa de 5 cm de espesor.

Es posible efectuar la determinacion tal como se ha descrito, cuando
la preparacidn de la solucidn de cenizas se realiza de manera exacta_
mente conocida, de tal modo que la concentracidn de dcido acético, -
tras la adicibn de acetato de scdio sea, por lo menos, del 5%. Si --
esto no es seguro, se afiaden a la solucidn enfriada ligeramente des-
pués del calentamiento con &cido nitrico, 10 ml de solucidn de citra-
to de sodio alcalino y la cantidad necesaria de NaOH N, para enro-
jecer justamente la fenolftaleina ( algunas gotas ). A centinuacion se
acidifica con 5 ml de dcido acético glacial, se calienta en bafio de -
agua hasta ( 90°C ) se afiade 1 ml de solucién - nitroso - naftol y se
procede seguidamente como se ha descrito anteriormente.

Las medidas fotométricas se valoran por medio de una curva patron,
que se prepara con una solucifn standard de cobalto, En primer lu
gar se prepara una solucidn madre de cobalto de concentracidn co-
nocida, para ello se desecadurante una noche, o por lo menos duran

te 12 horas a 300°C sulfato de cobalto comercial que conti€ine agua-
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anhidro. Se deja enfriar en el desecador, sobre pentdxido de fosforo,
se pesan 0.2629 ¢ de sulfato de cobalto anhidro, los cuales se llevan
a un matraz aforado de 1.000 ml, aforando con acido sulffirico 2N

1 ml de esta solucidn , medido con pipeta rigurosamente contrastada

y se diluye a un litro en un matraz aforado 1 ml de esta solucion con-

tiene 1 g de cobalto.

5. Determinacion del Cinc.

En la actualidad el mejor procedimiento para determinar €l Zn en -
forrajes se basa en la reaccion con ditizona ( difeniltiocarbazona ).
A causa de la extraordinaria sensibilidad de esta reaccidn la fase fi-
nal del anédlisis se efectfia con cantidades de Zn muy pequefias, gene_
ralmente del orden de 0-0,2 mg para cada determinacidn, Se hace
por tanto necesario, um trabajo de gran precisidon. Ademés, la diti
Zzona no es un reactivo especifico del Zn, sino que forma compuestos
con muchos otros metales. En consecuencia es necesario eliminar
los elemnentos que puedan interferir, mediante una separacion anali_
tica cuidadosamente preparada y realizada, o bien eliminarlos de -
alguna otra manera, por ejemplo enmascarindolas en forma de com
plejos que no reaccionen ya con la ditizona, Como en los casos ante_
riores, el andlisis comenzari a partir de la solucidn clrhidrica de -

cenizas, una vez calcinando el producto problema a 500°C. Las can
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tidades ha utilizar dependen del contenido en Zn de la muestra (en ca
so de heno aproximadamente 0.5-1 g de sustancia desecada al aire, -
o la cantidad correspodiente de la solucidn de cenizas ), puesto que -
la ditizona y sus compuestos son sensibles a la luz, hay que evitar --
que entre la luz diurna donde se realice el anélisis. Los reactivos -
que contienen ditizona se deben conservar en la obscuridad y ambien
te frio. g
Descripcidn del método.

Se deposita la solucidn de cenizas en un embudo de separacidn ( gra-
duado de 0 a 100 ml ) y se acompleta con HC] 10N, hasta 20 ml se tra
ta a continuacidn con 12 ml de una solucidn de acetato de sodioc Ny

5 ml de una solucidn al 109 de citrato de sodio. En este momento la
solucidn seri en general debilmente &cida ( pH 5-5.5). En el caso-
que la acidez sea mayor puede disminuirse acondicionando solucidn
de acetato de sodio, wutilizando como indicador verde de bromocresol .
En este momento se ailaden exactamente 2 inl de una solucidn al 25%
de tiosulfato de sodio y 5 ml de una solucidn de 50 mg de ditizona en
un litro de tetracloruro de carbono y se agita vigorosamente durante
cinco minuwos . Una vez sedimentada, se pasa la solucidn de ditizo_
na a un segundo embudo de separacidn del misino tipo, se agita otra
vez durante dos minutos con solucidn de ditizona y se repite €l proce.
80, ahora con solo 2 ml cada vez de solucibn de ditizona, y tantas --

veces como sea preciso hasta que la Gltima solucién de extraccidn --
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tenga exclusivamente el color nitido de la ditizona. A continuacion de
cada separacidn se limpiard el tubo de salida con 1 ml de tetraclorii-
ro de carbono.

Las soluciones reunidas en el segundo embudo de separacidn se agi -
tan fuertemente, con 20 ml cada vez de solucion al 0.03% de sulfuro
de sodio, preparado en el dia, hasta que la solucidn de lavado perma
nezca incolora, Después de separar cuidadosamente, se filtra la so
lucidn rop de ditizonato de Cinc a través de un filtro pequerio libre de
cenizas a un matraz aforado de 50 ml, se lava con una pequefia can ti_
dad de tetracloruro de carbono y se afora. Después de mezclar se -
mide en el espectrofotometro en una longitud de onda de 535 milimi -
cras.

E1 cilculo se lleva a cabo con la ayuda de una curva patron que se --
prepara de la siguiente manera : a partir de una solucidén de Zn que
contiene 1 mg de Zn en un litro, se miden cantidades comprendidas-
entre Oy 20 ml, que se completan hasta 20 ml con HC1 IN y se mani_
pulan de la misma manera que cuando se realiza el analisis. Como -
base para preparar los standards se disolveran inicialmente, en un
matraz aforado de un litro, 0.4398 g de Zn 4 - 7H 2O en acido clo.
rhidrico N . Esta solucion contiene 100 mg de cinc. Se miden - -

10 ml de Ja solucidn base para la preparacidon de la solucidn standard

y se afora con HC] 10N a um litro,
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6. Determinacidn del Molibdeno.

El molibdeno es un micronutriente de las plantas forrajeras y tiene -
tambi€n cierta significacion bioldgica en el metabolismo animal, La
carencia de molibdeno debe, por tanto, ser reconocida y corregida.
Por otra parte, un exceso de molibdeno en la racidn resulta toxico
1o cual puede también ocurrir, en condiciones naturales, en suelos
ricos en molibdeno,

Descripcidn del método.,

La cantidad de molibdeno necesaria para realizar una determinacidon
debe oscilar entre Oy 0.2 mg la cantidad correspondiente de sustan-
cia a analizar desecada al aire ( por ejemplo, en el caso del heno de
10-20 g ), ®e calcina en wna cfpsula de porcelana a S00°C. Se llevan
las cenizas a un vaso de precipitados de 250 ml se humedecen con un
poco de agua y se afiaden a continuacidn, cuidadosamente, 30 ml de-
HCI 5N y 20 ml de agua. Se cubre el vaso de precipitados con un vi-
drio de reloj, se hierve unos cinco minutos y se filtra inmediatamen_
te a un matraz aforado de 100 ml, lavando con agua caliente; se deja
enfriar, se afora y mezcla cuidadosamente.

En un embudo de separacién de 150 ml, se depositan exactamente -
50 ml de esta golucidon y se mezclan con 10 ml de una solucidn al --
5% de sulfocianuro de potasio. Se trata ademaéas con 2 ml de una so-

lucidn al 10% de cloruro estannoso ( SnCly,2HyO ) en HC1 2N y se -
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comprueba si adicionando méis, gota a gota, no sobreviene ningim acla_
ramiento posterior. Se agita bien la mezcla durante un minuwto y se -
afiaden 25 ml de &ter puro.

Se extrae ahora durante un minuto aproximadamente con éter, evitan
do una agitacion intensa. En caso de formacidn de emulsiones que di_
ficultan 1a separacidn se afiaden unas gatas de alcchol etilico. Se se-
paran las capas cuidadosamente, se recoje la solucidn etérea (de co
lor rojo naranja a causa del sulfocianuro de molibdeno) en un tubo pa_
ra colorimetria que estd calibrade a 25 mi, se afora ccn éter y se -
mezcla, Se mide en el espectofotdmetro a una longitud de onda de --
470 milimicras, teniendo en cuenta que la lectura debe realizarse, -
10 minutos después de la adicidn de la solucidn de cloruro estaneso.
El chlculo se efectia con la ayuda de una curva patrdn, para cuya pre
paracidon se emplean cantidades que oscilan entre 0y 20 ml de una so
lucifn que contenga 1 mg de molibdeno por litro. Se afaden 15 mlde
HC1 5N y i ml de una solucidn de cloruro f€rrico 0.02 mg. Se afora
con agua a 50 ml y se opera de la misma manera que para la muestra

problema.

Para la obtencion de los standards se diluyen 0.1490 g de MOOB con

algunos mililitros de hidrdxido de sodio ( 2N ) se lleva la solucidn a
un matraz aforado de un litro, se acidula con HCI diluido ( 2N )y se

afora con agua. En esta solucidn se hallan contenidos 100 mg de mo_
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libdeno.
Se toman 10 ml de esta solucidn base a un matraz aforado de un litro -

y se afora con agua. Esta solucion contiene 1 mg de molibdeno por -

litro.

7. Deterininacion del Yodo.

El contenido en yodo de forrajes depende findamentalmente de las con
diciones del medio ambiente, sobre todo del contenido en yodo del sue_
lo, del agua y del aire, Existe por lo tanto una gran diferencia en cuan
to al contenido en yodo de las plantas alimenticias de zonas montafio -
sas por ejemplo, y el de aquellos forrajes que han sido cultivados a -
orillas del mar o que proceden del mar mismo como las harinas de -~
pescado, algas y similares. Mientras que en el primer caso el inte -
rés principal radica en determinar posibles carencias de yodo en la -
alimentacidn para corregirlas, en el caso de los productos ricos en -
yodo con frecuencia se trata de evitar un exceso de este elemento no
recomendable fisioldgicamente, puesto que el interé€s principal radica
en prevenir sobre todo en los terrenos montafiosos, €l método analiti_
co que a continuacion figura se refiere a la microdeterminacidn del -
yodo como elemento vestigial, Las cantidades de yodo a investigar -
gon tan pequeiias ( del orden de 0.01-0.02 mg por cada determina --
¢citn ), que son extraordinariamente diffciles de apliéciar con exacti_

tud, Se precisa una t€cnica analitica larga y engorrosa a cuyas indi_
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cacioncs hay que atenerse extrictamente, porque el yodo y los compues
tos de yodo pueden ser muy volitiles.

El mejor método existente hagta ahora para la determinacifn de peque_
flas cantidades de yodo en sustancias bioldgicas se basa en oxidacion -
completa de la sustancia orgénica con icido crdmico-acido sulffirico

( por via himeda ), con lo cual el yodo pasa cuantitativamente a icido
yodico. Este Qiltimo se reduce después a yodo elemental, por medio -
de una solucidn alcalina de acido arsenioso, en un aparato especial -
y se arrastra de la mezcla orinal mediante destilacidon en corriente -
de vapor de agua. El yodo recogido de esta manera se determina des_
pués por titulacion con tiosulfate.

Descripcion del método.

Seglin el contenido en yodo, se pesan de 5 a 10 g del producto a anali_
zar desecando al aire y finamente molido, en un matraz con cuello do
ble, provisto de un embudo de gocas de juntas esmeriladas y un refri
gerante de reflujo esmerilado.

Como catalizador de la oxidacion se deposita en el matraz 0.5 g de --
sulfato de cerio y una solucidn saturada en frio de tridxido de cromo
en agua, inicialmente afiadida gota a gota. Al comienzo del anélisis-
y debido a la violencia de la reaccién, se ha de operar con maximas
precauciones; més tarde se puede afiadir el oxidante més aprisa .

En total se necesitan alrededor de 80 ml de solucidn de tridxido de -
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cromo, La temperatura sblo debe alcanzar un grado tal que el vapor
del agua producido pueda condensarse facilmente en el refrigerante -
del reflujo.

Se afiaden en este momento por €l embudo de gotas, 30 ml de HZSO4
al 107 y seguidamente, agitando de vez en cuando, 250 mlde HZSO 4?
primeramente gota a gota y después, cuando la intensidad de la reac
cion disminuye, méas de prisa. Debe existir un exceso de tridxido -
de cromo que, a causa de su diffcil solubilidad en el acido sulfitrico
concentrado, aparece €l final en el depdsito del fondo o en forma de
espuma en la superficie. La duracion total de la oxidacidn es de unas
horas,

En este momento se quita €l refrigerante vy se coloca el matraz duran_
te ciﬁco horas en un baiio de agua a ebullicion intensa. Seguidamente
se calienta sobre un embudo y a reflujo manteniendo la ebullicifn du-
rante 30 minutos . El color de la solucidn se torna despugs verde --
limpio. Se retira nuevamente €l refrigerante y, se observa atentamen_
te, se calienta el comtenido del matraz €l tiempo necesario para que -
aparezcan humos blancos de SOS. Hay que evitar un calentamiento -
demasiado largo para que no se libere Oxido de cromo.

Se deja enfriar el contenido del matraz y se diluye con 100 ml de a -
gua, despuds se fija el matraz al dispositivo de destilacion, en el -

cual el yodo se arrastra por medio de una corriente de vapor de a -
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gua.

La disposicién del aparato consta de las siguientes partes : 1. Un ma_
traz de fondo redonde de dos litros, para la produccion de vapor de a_
gua, 27 Un dispositivo de destilacién, con embudo de gotas soldado
y tubo de seguridad. 3. Pieza intermedia esmerilada para colocar --
en el matraz de ataque con embudo de gotas soldado y aplique de des-
tilacion ajustado con tres bolas colectoras ordenadas verticalmente.,
4. Tubo de destilacitn con refrigerante para la condensacidn del des_
tilado,” 5. Tres matraces colectores como recipientes de absorcidn
del yodo destilado. 6. Regulador de vacio de mercurio para control
de latrompa de agua. Las partes principales del aparato estin uni-
das entre si mediante junstas esmeriladas con arreglo a las normas
industriales.

Antes de colocar el matraz de ataque se calienta el agua hasta ebulli
cidn para el arrastre con vapor, En el primer matraz colector se
deposita 1 ml de solucitn al 16% de carbonato de potasio - 20 ml de
agua; en €l segundo 0.3 ml de solucidn de carbonato de patasio - 10
ml de agua y en el tercero 5 ml de agua. Una vez montado totalmen
te el aparato se hace fimcionar la trompa de agua y se comienza el -
arrastre al vapor. A consecuencia del descenso de presion y del ca_
lor que el vapor de agua le comunica, comienza a hervir el conteni do
del matraz de ataque. Inmediatamente después se dejan gotear lenta

mente 70 ml de solucitn reductora. En total se recogerin en los ma
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traces colectores 150-200 ml aproximadamente. Se termina la desti
lacion y se retiran los matraces colectores del aparato mientras es-

té todavia funcionando la trompa de agua. En una clpsula de 50 ml se
van evaporando hasta desecacion las distintas porciones de los destila
dos de los matraces colectores. El residuo obtenido se humedece con

dos gotas de agua y se mezcla durante algunos minutos con 15 ml de -
alcohol del 969 .

La extraccidn con alcchol se repite todavia dos veces mas. Losex -
tractos se evaporan hasta desecacion en el bafio de agua, el residuo
se disuelve en unos cuantos ml de agua y se lleva cuantitativamente

a un matraz Erlenmeyer de 25 ml.

Se afiaden unas gotas de solucion de anaranjado de metilo ( 0.1% ), -
1{28042N, primero gaa a gota hasta neutralizacion, después dos go_
tas mis y finalmente cinco gotas de agua saturada de bromo. El con
tenido del matraz bien mezclado se concentra hasta 1-1.5 ml por ca
lentamiento cuidadoso a llama débil. Se dejaenfriar, se afiaden unos
granitos de yoduro de potasio y 2 ml de una solucitn de almiddn al -
0.3%, se titula inmediatamente con una microbureta ( 1 ml de capa
cidad y divisiones de 07001 ml ), con tiosulfato sddico SOON, hasta
desaparicion de la coloracion azul, La solucion de tiosulfato se pre
pararf en el dia, a partir de una solucidn 10N y su actividad se deter
mina mediante titulacidn con una solucion standard de yodo, que con-

tenga exactamente 0,02 mg de yodo y que se tratari de la misma ma_
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nera que la solucidn del residuo de destilacibn del anilisis propia -

mente dicho,

Preparacion de la solucién standard.

En un matraz aforado de un litro se colocan 071308 g de yoduro de -
potasio con 2 ml de la solucidn de carbonato de potasio al 16% y se
afora con agua destilada a partir de agua alcalinizada. Para la valo
racidon de la solucién SOON de tiosulfato, se miden 10 ml de esta so-
lucion y se llevan a un volumen de 100 ml en un matraz aforado.

Un ml de esta solucidn standard contiene 0,01 mg de yodo.
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CONCLUCIONES

En este trabajo estin expuestos los métodos mas recientes

en investigacion quimica agropecuaria, en su mayoria son

ripidos y altamente sensibles, sblo que para la realizacion
de &stos es necesario tener prictica, asi como conocimien -
tos de los instrumentos empleados, el manejo de sustancias

y reactivos,

Cuantitativa y cualitativamente €stos métodos son los mejores
seguros y exactos ya que por ejemplo el esceso de los meta -
les inorgénicos en los forrajes podria ser fatal para cualquier
ser viviente,

Los métodos presentados son los que se emplean ritinaria --
mente en diversos paises principalmente en Europa y Estados
Unidos por laboratorios analiticos quimicos.

Los paises que aportan la mejor importacidn cientifica son A-
lemania, Holanda, Suiza, Noruega, Estados Unidos y Austria,
&stos llevan el avance mundial agropecuario con razas de gana_
do vacuno productivo y finos como los son : CHAROLAIS - - -
HOLSTEIN, MAVERICK, ROCKEFORD etc.

La importancia del desarrollo de t€cnicas nuevas para el ané -

lisis de forraje radica principalmente en €l mejoramiento del -
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desarrolio de animales de interés comerciales.

Aquf se describen dichos métodos con el fin de recopilar las -~
auevas metrodologias desarrolladas asi como para despertar el
interés del desarrollo de nuevas técnicas, y la incorporacidn -

de dichas t€cnicas a los métodos rutinarios en el andlisis de fo

rrajes.

127



VII BIBLIOGRAFIA

1.- PASTURE AND RANGE RESERCH TECHNIQUES.
AMERICAN SOCIETY AGRONOMY.

ITHACA, N. Y.
COMSTOCK PUR. ASOCIATES 1972.

o
!

TROPICAL PASTURE AND FUDDEN
PLANTS N, Y.

LONG, MAIN 1977

3.~ MEETING OF SOCIETY FOR RANGE MANAGEMENT.

WYOMING, ANUALL 1876.

4.- PASTOS:
ANTONIO SUAREZ Y SUAREZ
ACRIBIA 1972.

MEXICO, D. F.

5.~ ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS.
PARA LA ALIMENTACION Y QUIMICA ORGANICA AGRICOLA

INGLATERRA, 1872

6.- UNITED STATES BUREAU OF PLANT.
INDUSTRY, DIVISION OF FORAGES.

WASHINGTON, 1979.
CONTINENTAL U. S. AND CANADA

128




10.

11.

12,

DAIRY CATTLE FEEDING AND MANAGEMENT.
RIVES PAUL, HENDERSON HORMGOROM.

WILEY 1967 N. Y.

FORRAJES FERTILIZANTES Y VALOR NUTRITIVO.
JUSCA FRESSA BAUDILLO

AEDOS BARCELONA 1974

ALIMENTOS DEL GANADO.
MORRISON FRANCK B.

UTEHA 1975.

TEXAS GANADO CATTLE FEEDERS HAND BOOK.
TEXAS A 8 M UNIVERSITY SISTEMS.

TEXAS AGRICULTURA EXTENSION STATION COLLAGE.

PRODUCTIVIDAD DE LA HIEREA.
CARLOS LUIS DE CUENCA,.

TECNOS 1971, MEXICO

ESTUDIO DE LOS SUELOS.

MANEJO DL PLANTAL TORRAJERAS, ALIMENTOS DE ORIGEN INDUSTRIAL.
CASTANON APATIGA ALEJANDRO

MEXICO, UTEHA 1971.

129




.

13.-

14, -

15. -

16.-

17.~

18.-

THE FEEDLOT PASTIZALES.
PHILADELPHIA, 1972

LEA 8 FEBIGEN.

ESTADOS UNIDOS AGRICULTURA.
ESCUELAS VETERINARIAS DE ESTADOS UNIDOS.

ANUARIOS, N. Y. 1973-1976

FERTILIZANTES Y SUS USOS.
COOKE GEORGE WILLIAM.

CONTINENTAL 1976 MEXICO.

INSTITUTO TECNOLOGICO DE ESTUDIOS SUPERIORES DIVICION DE -
AGRICULTURA Y MARITIMAS.

MONTERREY, MEXICO.
INFORME DE INVEST1GACION MONTERREY, 1876.

QUIMICA AGRICOLA CONGRESO, MICRONUTRIENTES EN AGRICULTURA.
TENNESSEE VALEY AUTHORITY

COMMITE MADISON SOIL SCIENCE OF AMERICA.

PASTIZALES:

UNIVERSITY OF OKLAHOMA, 1973

130




19.

20.

21.

22.

23.

24,

PASTIZALES:
HEADY HAROLD F.

ACRIBIA, 1970

PASTIZALES:

SMITH ARTHUR.

N.Y. Mc GRAW-WILL, 1975.

FORAGES, THE SCIENCE OF GRASS LAND, AGRICULTURE.
HUGHES, HAROLD DE MATT.

22 gp. IOWA STATE UNIVERSITY 1978.

SEMINARIO INTERNACIONAL DE GANADERIA TROPICAL.
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y GANADERIA.
ACAPULCO, GUERRERO, 1976.

MANUAL DE METODOS ANALITICOS NUTRICION ANIMAL.
BATEMAN JOHN VICTOR.

HERRERO HERMANOS, MEXICO 1970.

DETERMINACION MICROSCOPICA DE LOS COMPONENTES -~
DE LOS FORRAJES.

FERNANDO RAYMOND.

ACRIBIA ZARAGOZA, 1968.

131



25.-

26. -

27.~

28."‘

29. -

AGRICULTURA Y LA ALIMENTACION O. N. U.
M. NARAYNA RDA.

ROMA 1975.

VALOR NUTRITIVO DE LOS ALIMENTOS.
FISHER B.

LIMUSA MEXICO, 1977,

NUTRICION ANIMAL.

Mc DONALD PETER.
LONDRES LONGMAIN.
2 EDICION 1973.

DEPARTAMENT OF SAILS AND PLANTS NUTRITION,
UNIVERSITY OF CALIFORNIA.
RESEARCH CENTER AND AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION.

RIVERSIDE 1878.

FORAGES
HEATH MAURICE E.
3a ED. AMES.

THE IOWA STATE UNIVERSITY 1975.

132




	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Generalidades
	III. Análisis de los Componentes Orgánicos de los Forrajes
	IV. Análisis Especiales de los Macroelementos (Ca, Mg, P, K, Na, Cl, S)
	V. Análisis Especiales de los Metales Pesados
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía

